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ABSZTRAKT

A human T-limfocitdk ioncsatornainak miikodése nagymértékben befolydsolja ezen
sejtek aktivaciojat, és ezaltal az immunvalaszt. A legfontosabb ioncsatorndk a fesziltségfiiggd
Kv1.3 és a Ca®" -aktivalt IKCal K'-csatornak, illetve a CRAC, vagyis a Ca*" -felszabadulas
aktivalta Ca®" -csatorna. Ezen ioncsatorndk specifikusan gatolhatok, ami kiilsnbdz6
mechanizmusokon keresztiil a sejtaktivacio és -proliferacid gatlasdhoz vezethet.

Vizsgalatainkkal arra kerestliik a valaszt, hogy az egyes ioncsatornak gatlasa a kiilonb6zo

rrrrrrrr

A vizsgalatokhoz human periférids vér limfocitakat hasznaltunk fel. A sejteket a T-sejt
receptor-CD3-komplexhez és a ko-stimulator CD28-hoz ko6t6édd antitestekkel (anti-CD3 és
anti-CD28) stimulaltuk, ezeket egyiittesen, kiilonb6z6é koncentraciokban hasznaltuk. A sejtek
ioncsatorndinak gatldsara Kv1.3 csatorna esetében TEA-t és Anuroctoxint, IKCal csatornanal
TRAM-34-et, illetve CRAC csatornanal 2-APB-t, illetve ezek kombinaciojat adtuk harom
koncentracioban: a disszociacids allandonak megfeleld, azaz atlagosan a csatorndk felét gatlo
koncentracioban (Kg), ennek a haromszorosaban (3Ky), illetve tizszeresében (10Kg). Ezt
kovetden az 6todik napon, 120 ora elteltével dramlési citométerrel vizsgaltuk a sejtosztddas

mértékét CFSE (karboxifluoreszcein szukcinimidil észter) higulasi esszével.

crer

emelése fokozta a proliferaci6 mértékét. Hasonloképpen, az alkalmazott gatldészerek is
dozisfiiggden csokkentették az 0sztodo sejtek aranyat, a 2-APB kivételével. A 2-APB viszont
késleltette a sejtaktivaciot, vagyis amig a kontroll sejtek mitogén kezelés mellett a tobbi
esetben akar négy osztodasi cikluson is végigmentek, addig 2-APB hataséara csak kettén. A
mitogén-koncentracié novelésével ugyanakkor egyre kisebb lett a gatloszerek proliferaciot
gatlo hatasa, és a maximalis koncentracio mellett még 10Ky koncentracioban alkalmazott

gatloszer sem okozott szignifikans csokkenést az aktivacidban.

A proliferacié legnagyobb mértékli gatlasat a gatloszerek egyiittes alkalmazasa esetén
tapasztaltuk, ami a kiilonboz6 csatornak szabalyozasi ttvonalainak lehetséges kolcsonhatasara

utal, melynek mértékének kideritésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek.




BEVEZETES

A T-limfocitik szerepe az adaptivimmunrendszer miikodésében

Az immunhomeosztdzis fenntartdsaban felbecsiilhetetlen szerepet jatszik az adaptiv
immunrendszer, ezen beliil a csontveldi eredetli, majd a timuszban fejlédé T-limfocitak. A
védekezés hatékonysagat a limfocitak klonalis expanzidja nagyban megndveli. Ezen sejtek
egyedi receptorai (TCR) antigénprezentald sejtek (APC) utjan kozvetve, immunologiai
szinapszis ujtan kolcsonhatasba keriilnek specifikus antigénekkel, vagy azok kiilonb6z6
méretll fragmentjeivel, az epitopokkal. Ennek hatasara megfeleld extra- és intracellularis
koriilmények kozott aktivalodnak a szekunder nyirokszervekben. Az aktivacié kovetkeztében
a sejtek osztodasnak indulnak, majd effektor sejtekké vagy memoria sejtekké
differencialodnak (1) .

TCR szerkezet alapjan megkiilonboztetiink o és B alegységekbdl allo heterodimer TCR-
rel rendelkez6 af T-sejteket, illetve y és O alegységekkel rendelkezd, az eldbbieknél a
véraramban sokkal ritkabban el6forduld, heterodimer yd T-sejteket. Az off T-sejteket
sejtfelszini CD markereik és effektor funkcioik alapjan tovabbi altipusokra oszthatjuk, melyek
koziil a legfébbek a CD4" CDS8 segitd (Tn), helper T-sejtek, illetve a CD4™ CD8" 516,
citotoxikus (Tc) sejtek. Ezeken kiviil ismeriink regulatorikus (szuppresszor) T-sejteket is,
melyeknek a leggyakoribb, és leginkdbb kutatott fenotipusa a CD4" CD25" Tyeq sejtpopulacio,
de léteznek CDS’, illetve CD25™ regulatorikus T-sejtek is (1). Attol fiiggden, hogy milyen
citokint termelnek, a Ty sejtek tovabbi alpopulaciokba sorolhatok. A Tyl tipusu sejtek foleg
gyulladasos és citotoxikus folyamatokban fontos citokineket termelnek, mint példaul az
interferon-y (IFN-y) és a TGF-B (transforming growth factor ), és a sejtmedialt
immunitasban fontosak (2). A Tn2 sejtek foként IL-4-t, IL-5-t, IL-6-t és IL-10-et allitanak eld,
melyek a B-limfocitak aktivacidjahoz elengedhetetlenck, igy a humoralis immunvalaszt
segitik f6leg el6 (1,2). Emellett leirtak T3, Tw9 és Tyl7 sejteket is. A T3 sejtek az indukalt
regulatorikus T-sejtek (iTreg) kozé tartoznak, naiv T-sejtekbdl alakulnak ki altalaban oralis
antigénfelvételt kovetéen. TGF-f -termelésiikkel gatoljak a Tyl és Tw2 sejtek aktivacigjat (3).
A Ty9 effektor sejtek 1L-9-et termelnek, mig a Tnul7sejtek IL-17et allitanak el6 és fiziologias

szerepiik mellett fontos szereppel birhatnak autoimmun betegségek kialakulasaban (4-6).




loncsatornak szerepe a T-sejtek aktivdaciojaban

Az utdbbi 30 évben eddig 6t kiilonb6z6 tipust ionaramot sikeriilt karakterizalni emberi
T-sejteken (7). Ezek koziil elészor a Kv1.3 fesziiltségfiiggd, kifele egyeniranyitdo K csatornat
ismerték fel (8), mely nagyon fontos szereppel bir a sejtaktivacidban és jelenleg a
legfontosabb célpontnak tiinik a T-sejt aktivacidjanak ioncsatorndk altali modulalasaban. A
Kv1.3 csatorna a Shaker-tipusu ioncsatornak kozé tartozik és a KCNA3 gén kodolja (9). Egy
nyugvo T-sejt membranjaban kb. 200-400 ilyen csatorna talalhaté funkcioképes allapotban
(8). Ez az ioncsatorna -60 mV feletti membranpotencialoknal nyilik ki a T-sejt
depolarizaciojakor. Szerkezetileg homotetramer, minden alegységet hat-hat o-helikalis
transzmembran szegmens alkot (S1-S6), amelyeket intra- és extracellularis hurkok koétnek
ossze (7). A csatorna porusat és a kapujat, amelyen keresztiil a K* ionok atjutnak a
membranon, az S5 és S6 szegmensek kozott elhelyezkedd extracellularis hurkok
(szelektivitasi filter), illetve maguk az S6 szegmensek alkotjak (10). A csatorna nyitasat egy
tobbszordsen pozitivan toltott aminosavakkal rendelkezd, a csatorna S4 szegmensében
elhelyezked6 fesziiltség-szenzor domén triggereli (11). Fesziiltségvaltozas hatasara a
fesziiltség-szenzor doménban bekovetkezett konformaciovaltozas az S6 kapujat Kinyitja, ami
végiil K* ionok kidramlasihoz vezet (7,12).

A T-sejtek masik kaliumcsatorndja a Ca?* aktivalt K" csatorna, a kordbban IKCal-ként
ismert Kca3.1, melyet a KCNN4 gén kodol (13,14). Szerkezetileg nagyon hasonlé a Kvl1.3
csatornahoz, azzal a kiilonbséggel, hogy az S4 szegmensekben nincsenek a Kv1.3 csatornanal
megtalalhato tobbszords pozitiv toltéssel rendelezé aminosavak. fgy nem alakul ki az un.
fesziiltségszenzor régio, és igy nem fesziiltség-kapuzott a csatorna, hanem kb. 300 nM feletti
intracellularis Ca?* koncentracional nyilik (7,15). Ezt a csatorna alegységeinek C-terminusan
elhelyezkedd kalciumkotd kalmodulin jelenléte teszi lehetdvé, mely kalcium-érzékeldként
miikodik (13). Nyugalmi allapotban a T-sejten 2-20 ilyen csatorna talalhato, azok is javarészt
zart allapotban. Aktivalt T-sejtnél az intenziv Ca2+-jelétvitellel parhuzamosan a csatornak
kinyilnak és szamuk 300-800-ra emelkedik. A sejtmembran Ca®* influx altal okozott
depolarizacidjara hiperpolarizalo K* effluxszal valaszolnak és ezéltal negativ visszacsatolasi
kaszkadot okozva stabilizaljak a sejtmembrant (7,16).

Egy masik fontos ioncsatorna a Ca®* felszabadulas ltal aktivalt Ca®* csatorna, a CRAC

(calcium release activated calcium) csatorna. A f6 funkcidja a csatornanak az intracellularis




raktarak altal vezérelt kalciumbelépés (SOCE) lehetové tétele. Ez a csatorna két {6
funkcionalis egységbdl all: az Orail formdlja a poérust, vagyis az ioncsatornat, mig a STIM1
kalcium szenzorként mitkodik az ER membranjaban (17). A sejten beliili Ca®* raktarak
uriilésekor a STIM1 a plazmamembranhoz vandorol, majd egyéb fehérjéken keresztiil
aktivalja a transzmembran Orail fehérjét (18). Ennek hatasara két Orail dimer tetramerként
egyesiilve létrehozza a CRAC poérusat, lehetvé téve a Ca’* bearamlésat és a sejtaktivaciot és
a sejtosztodast (19,20).

Ezen ioncsatornak mellett ismertek tovabbi csatornak is: a Clgyey ioncsatorna, mely CI'-
on kiviil egyéb anionokat is atenged ¢és a Kv1.3 mellett fontos a sejt térfogatszabalyzasaban
(21). A T-sejt ozmotikus duzzadasat kovetden ezek a csatornak mar 1 perccel kinyilnak és
regulatorikus  volumencsokkenést okoznak (22). Végil Iétezik egy nonspecifikus
kationcsatorna, melyet eddig még nem sikeriilt pontosan azonositani, illetve a T-sejtek kb 1-

5%-4ban ismert még fesziiltségkapuzott Na* dram is (7).
A T-sejtek kalcium-medialt aktivacidja

A T-sejtek aktivalodasahoz, és ezaltal a sejtosztodashoz is elengedhetetlen a megfeleld
Ca®" mili. Az aktivécios folyamat a sejtmembranban a TCR-CD3 komplexnél kezdddik, ahol
antigénfelismerés, majd konformdaciovaltozas hatasara az intracellularis térben kiilonboz6
tirozinkinazok (mint példaul a ZAP-70, az ICK, az LCK) aktivalédnak, melyek végiil tobbek
kozt foszfolipaz C-t (PLC) aktivalnak (23). Ennek hatasara végiil foszfoinozitol-
biszfoszfatbol inozitol-triszfoszfat (IP3), illetve diacil-glicerin (DAG) hasitodik. A DAG
proteinkinaz C-t (PKC) és RasGRP-t aktival, mig az IP3 a belsé Ca®" raktarakbél Ca®*-ot
szabadit fel, amelyet a CRAC csatornak nyitasa kovet. Az igy bearaml6é nagy mennyiségii
Ca?* mar elegend6 ahhoz, hogy a sejtben Ca?*-kalmodulin komplexek jojjenek létre. Ez a
komplex a kalcineurint aktivalja, ami sejtmagban talalhato NFAT (nuclear factor of activated
T-cells) molekulat defoszforilalja, igy aktivalvan azt. Az NFAT idegsejtekben a szinaptikus
plaszticitast, az axonndvekedését és a sejtek tulélését is eldsegiti, de a T-sejtekben is
létfontossagu: az 0j gének expresszidjanak mintegy 75%-at regulalja (24,25).
A K" csatornak hatdsa abban nyilvanul meg, hogy a Ca®* bedramlasat a membranpotencial
szabalyzasaval kontrollaljak. A T-sejt depolarizacidja miatt csokken a Ca**-aramlas

hajtoereje, igy csokken a CRAC csatorndkon keresztiili Ca’* dramlés. A T-sejtek K* csatornai




éppen ekkor, depolarizaciokor nyilnak. A bedramlé K' hatisara hiperpolarizalodik a

membrén, igy visszaall a Ca**-bearamlas hajtoereje (24).
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kapcsolt folyamatokrol (24).
A T-limfocitik ioncsatorndinak kiilonbozd gatloszerei

Amikor a szervezet immunrendszere sajat komponensei ellen 1€p fel, autoimmunitasrol
beszélink. Ez a folyamat koros méreteket oOlthet, és ezaltal létrejonnek az autoimmun
betegségek, akar szervre lokalizaltan, akar az egész szervezetre kiterjedéen (26). T6bb, mint
nyolcvan féle autoimmun betegséget ismerilink, egyiittes el6fordulasuk, prevalencidjuk
nagyon magas, mintegy a fejlett orszagok tarsadalmanak hét szazalékat is érinthetik (27,28).
Kezeléstlikre nagyon sokféle immunszuppressziv anyagot is kiprobaltak, melyeknek viszont
gyakori ¢és komoly mellékhatasai vannak: az infekcios hajlam novekedésétél a
kortikoszteroidok altal indukalt Cushing-szindroéman at hipertonian at nagyon széles skalat
lefedhetnek (29). gy nem meglep, hogy megnétt az igény olyan immunomodulans anyagok
alkalmazasara, amelyek kevés szovetben hatnak, igy nem rendelkeznek nagy mellékhatas-
profillal. Az idealis immunszuppressziv gyogyszer specifikusan akadalyoznd meg az
autoreaktiv T-sejtek miikodését, viszont nem érintené a normalis immunreakciot. Bar
egyelore ilyen anyagok nem léteznek, a T-limfocitak ioncsatornainak potens blokkoloi

nagyon igéretesnek latszanak. Ezek koziil a Kv1.3 csatorna gatloszerei mutatkoznak talan a




legértékesebbnek, kedvezd hatasuk mar kisérletek altal is alatdmasztott példaul sclerosis
multiplex, 1-es tipusu diabetes mellitus, illetve rheumatoid arthritis modell-betegségeiben
(30,31).

A T-sejtek Kv1.3 ioncsatornainak nagy affinitast gatloszereit két f6 csoportra osztjuk:
peptid toxinokra és kis molekulasulyu gatloszerekre. A természetes peptid toxinok tengeri
r6zsakbol, példaul a Stichodactyla helianthus-bol, skorpiokbol, illetve egyéb allatokbdl és
novényekbdl szarmaznak. A kaliumcsatornakat gatld skorpiodtoxinok molekulastlya
jellemzdéen kb. 4 kDa, pozitiv toltésiik miatt impermedbilisak a sejtmembranon és 30-40
aminosavbol allnak. Hatasmechanizmusuk leirhato egy parafadugé-borosiiveg metaforaval,
vagyis a csatorna porusanak extracellularis végéhez kapcsolddva zarjak el a K* ionok utjat.
Ilyen anyagok példaul a charybdotoxin, illetve a kisérleteinkben is hasznalt anuroctoxin
(24,32). Ezen természetes eredetii gatloszerek mar eleve nagy affinitastak Kv1.3 irant, de
szelektivitasukat mas csatorndkkal szemben nagyban Iehetett ndvelni in  vitro
peptidszekvenciabeli médositasokkal.

A kis molekulasulytl gatloszerek ellenben 800 Da-nal alacsonyabb tomegiliek ¢és
hidrofobok, igy konnyen atjutnak a sejthartyan és beliilrél zarjak el a csatornat. Kis méretiik
miatt kevesebb helyen kotddnek az ioncsatorndhoz, igy altalaban affinitdsuk is kisebb, mint a
peptid toxinoknak (31). Az elsé ilyen nagyobb, nanomolaris affinitdsu anyagok egyes
aminohidrokinolinok voltak, mint példaul a WIN173173, melyek viszont relativ alacsony
szelektivitasuak voltak. A jelenleg ismert legszelektivebb anyaggal, a PAP-1-el mar in vivo is
folynak kisérletek, és legalabb 20-szoros szelektivitdsa van egyéb ioncsatorndkkal szemben
(24,31).

A KCa3.1 csatornat tobb kiilonbdz6 peptid-, illetve nem-peptid természetli anyag képes
gatolni, pontos hatdsmechanizmusuk még nem tisztdzott. Ilyen gatloszerek példaul a
Clotrimazol, illetve ennek potens és szelektiv analdogjai, az ICA-17043, illetve a
kisérleteinkben is hasznalt TRAM-34 (triarylmethane-34) (7). A CRAC csatorna gatlasara a
kutatdsban leggyakrabban a 2-APB nevii anyagot hasznaljdk, ami sajnos alacsony
koncentracioban aktivélja ezt a csatornat, és nem eléggé specificikus. Ezeknek a hatdsoknak
kikiiszobolésére Gjabban szintetizaltak tobb 2-APB analogot (pl. DPB162-AE, DPB163-AE),
melyek szelektivebbek és szazszor potensebbek a 2-APB-nél (33).




A T-sejt poliklonadlis aktivialdsa mitogénekkel

Az immunrendszer sejtjeinek sziiksége van az extenziv ndovekedésre, hogy az antigén-
specifikus T- és B-sejtek elég gyorsan és hatékonyan 1épjenek fel a fert6z6 agensek ellen. A
limfocita-proliferacio kisérleti modellezésére poliklonalis T-sejt aktivatorokat, mitogéneket
hasznalunk, melyek a legtobb T-limfocitat képesek aktivalni, TCR specificitastol fliggetlendil.
Legfoképp in vitro hasznaljuk 6ket a vérbdl illetve limfoid szévetekb6l nyert limfocitakon. A
leggyakrabban hasznalt mitogének koz¢é tartoznak a névényi lektinek, az aktivalo antitestek, a
forbolészter, illetve a lipopoliszaccharidok (34).

A lektinek a sejtfelszini glikoproteinek (ezek kozé tartozik a TCR és a CD3 molekula is)
szénhidratrészeit keresztkdtve okoznak sejtaktivaciot. Bar az allati sejtek, példdul majsejtek
felszinén is talalhatok lektin tipusu szénhidratk6td molekuldk, tovabba a komplementrendszer
aktivaciojahoz vezetd egyik utvonal is lektin-medialt, a laboratériumokban hasznalt mitogén
lektineket (novények, foképp pillangosviraguak (Fabaceae) termelik. A fitohemagglutinin
(PHA) legnagyobb koncentracioban a vords vesebabban (Phaseolus Vulgaris), mig a
konkanavalin A (Con A) a Canavalia ensiformis-ban talalhat6. Neve abbol ered, hogy az
emlOsok vorosvértestjeit agglutinalja, vagyis kicsapja (35).

A mitogének kovetkezd tipusa az aktivalo antitestek. A féleg TCR és CD3 ellen
képz6dott ellenanyagok segitségével kezdetben T-sejt aktivacios szignalokat észlelhetiink, de
kiegészitd stimulus nélkiil nem kovetkezik be hosszan tartd aktivacié. Amennyiben viszont
kombinaljuk O6ket kostimulator receptorok, példaul anti-CD2 vagy anti-CD28 elleni
ellenanyagokkal, a proliferacios hatas teljessé valik (36). Az optimalis sejtaktivacio érdekében
az antitesteket célszeri immobilizalni vagy kikotni szolid felszinekhez, mésodlagos
antitestekhez vagy akar gyongyokhoz (37).

Tovabbi jellegzetes, kombinacidban hasznalt mitogének a forbolészter (forbol-
mirisztoil-acetat-PMA) és a Ca’" ionofor ionomicin. Ezek az anyagok antigén jelenlététdl
fiiggetlentiil képesek a T-sejtet aktivalni. A PMA DAG-analog, vagyis a sejtmembranon at tud
hatolni, majd intracellularisan PKC aktivacidhoz vezet. Az ionofér kalcium szadméara
permeabilizalja a sejtmembrant, illetve az ER-membrant, igy hatasa egyrészt az extracellularis
térbdl torténd Ca®* bearamlas, tovabba SOCE-mechanizmus utjan CRAC csatorna aktivacion
keresztiili tovabbi intracellularis Ca?*-szint ndvekedés. A Ca?* masodlagos jelatviteli

molekulaként funkciondl, kalciumkotd fehérjéket, példaul kalmodulint aktival, végiil



http://en.wikipedia.org/wiki/Canavalia_ensiformis

kalcineurinon at az NFAT defoszforilacidjahoz vezet. A két utvonal egyiittesen elegendé a T-
mitogének hatékonysagat, arra mutattak ra, hogy bar mind a lektinnel (PHA), mind a mitogén
antitesttel (anti-CD3 ¢és anti-CD28) torténd stimulacié hatasos, a mitogén antitestek
alkalmazasa sokkal egynemiibb aktivaciot és homogénebb sejtpopulaciot eredményez. Nagy
mértékli aktivaciot érhetiink el bakteridlis szuperantigénekkel, lipopoliszaccharidokkal is.
Jellemzd rajuk, hogy bar sok T-limfocitat aktivalnak (joval tobbet, mint egy atlagos antigén),
mégsem hatnak az Osszes sejtre, mint a fentebb emlitett tobbi mitogén. Ebbe a csoportba
tartoznak a Staphylococcusok enterotoxinjai vagy a TSST (toxikus shock szindroma toxin)
(34).

BT RERRS SRR
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2. abra: Illusztraci6 a fent taglalt mitogének hatdsmechanizmusarol, illetve az altaluk aktivalt masodlagos

jelatvivé anyagok utvonalardl (sajat abra).
A T-sejtek proliferaciojanak gatlasa ioncsatornagatlokkal és rapamicinnel

Kisérleti eredmények, megfigyelések mar 1984 ota fellelhetéek azzal kapcsolatban,
hogy az ioncsatornakat gatldo anyagok csokkentik a T-sejtek osztédasanak mértékét (38). A
legelsé ilyen eredmények nem szelektiv K* csatorna gatlokkal, tetraetil-ammoéniummal
(TEA), 4-aminopiridinnel (4-AP), illetve kinidinnel sziilettek. Az6ta mind a Kv1.3 gatlokral,
mind néhany KCa3.1 és CRAC csatornat gatlo anyagrol bebizonyosodott egyben proliferaciot
gatlo hatasuk is (39,40).

A T-limfocitak aktivacigjat a Ca2+-jelétvitel megzavarasa nélkil is gatolhatjuk. Az

eredetileg gombak ellen hatd6 makrolid tipusu antibiotikumként leirt rapamicin (mas néven
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sirolimus) a sejtben FKBP12-n keresztil az mTOR (mammalian target of rapamycin)
komplexet koti, és gatolja annak mikodését (41). A TOR normalis esetben a sejt
novekedésében, riboszomdk  szintézisében, transzkripcids, transzlacidés  iniciacios
folyamataiban vesz részt, tovabba nélkiilozhetetlen az aktin citoszkeleton ujrarendez6déséhez
(42). Ezen folyamatok java részét az S6-, illetve az elF-4E komplex aktivacidja utjan
szabalyozza. A tacrolimussal (FK-506) ellentétben, mellyel nagyon sok szerkezeti homologiat
mutat, a kalcineurin mitkodését nem gatolja, igy a Ca®*-medialt sejtaktivacios folyamatok
nagyrészt érintetlenck maradhatnak.

Mindazonaltal az irodalomban nem talalhaté azonos, kontrollalt koriilmények kozott tartott
limfocitdkon a kiillonboz6 ioncsatornagatld szerek alkalmazasat vizsgald tanulmany, mely
azok hatasat egymashoz viszonyitva kiilon-kiilon, illetve kombinalva leirna. Tovabba
felvetédott benniink az a kérdés, hogy Ca®*-t6l fiiggetlen utvonalak blokkolaséval,
rapamicinnel milyen proliferacidbeli hatést tudunk elérni az ioncsatorna-géatlokéhoz képest.

IL-2,
IL-15 N

Kostimulator
utvonalak

p70 S6
kinase

Transzlacios DNS szintézis Fehérje
folyamatok szintézis
aktivacigja

3. abra: Az abran az mTOR jelatviteli Gtvonala, illetve annak gatlasa lathatdé rapamicinnel (a képen
RAPA). Ez az utvonal nagyban fiiggetlen a T-sejt Ca’*-medialt aktivaciojatol. A képen nem &brazolt
receptor szinten integrinek, receptor-tirozinkinazok, G-fehérje kapcsolt receptorok is szerepelhetnek a
jelatvitelben (43).
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VIZSGALT KERDESEK

e 1, Célunk volt azonos mitogén-koncentraciéval stimulélt, azonos koriilmények kozott
tartott sejtpopulaciokban kimutatni, hogy melyik T-sejt gatlészer alkalmazasa vonja

maga utan a legnagyobb mértékii aktivacio- és osztodasbeli gatlast.

e 2, Kisérleteinkben fényt szerettiink volna deriteni a Ca*" -tol fliggetlen ¢és Ca* -fiiggd

aktivacios mechanizmusok gatloszerei kozti lehetséges kolcsonhatasaira in vitro.

e 3, Végiil ioncsatorna-gatloszerek hatasat vizsgaltuk meg valtozé mitogén-koncentracio

fiiggvényében.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A T-sejtek szepardldsa és tenyésztése

Kisérleteinkben a  limfocitakat egészséges donorok  periférids  vérébdl,
konyokvénajabol izolaltuk. A PBMC (peripheral blood mononuclear cell) sejteket 1:1
aranyban HBSS-sel (Hank's Balanced Salt Solution) higitott heparinozott vérbdl Ficoll
gradiens segitségével 30 percig tartdé szobahOmérsékleten torténd centrifugalassal nyertiik.
Centrifugélas utan a nagy slirliségli vorosvértestek és a Ficoll gradiens felett sz tejfehér
réteget, az Gn. buffy coat-ot leszivtuk. Ezutan a mononuklearis sejteket kétszer mostuk HBSS-
sel, majd elvégeztik rajtuk a CFSE-festést (lasd alabb). A kisérleteinkben 1x10°/ml
sejtszammal 120 oraig inkubaltuk a PBMC-ket 5% CO; mellett 37°C-on 96 lyukua
tenyésztedényekben. Amennyiben lyukanként nagyobb sejtszammal (2,5x10% dolgoztunk,
nem miikodott megfeleléen a mitogénstimulus. 15% HEPES tartalmid RPMI médiumot
hasznaltunk tapoldatnak, mely tartalmazott 10% fotalis borju savot (FCS; Hyclone, Logan,
Utah), 100 pg/ml penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L-glutamint. A kisérlet
félidejében, a harmadik nap elején 50 pl friss médiumot kaptak.

A sejtek és a tenyésztd médium hozzdadasa el6tt a lyukak aljara 1 pg/ml
CD3-at adtunk. A legkisebb anti-CD3 koncentraciét 200 ng/ml-ben hataroztuk meg, a
kozepes koncentraciot 500 ng/ml-ben, a magasat 1 pg/ml-ben, mig a nagyon magas anti-CD3
koncentraciot 3 pg/ml-ben (44,45). A lyukak aljan 30 percig szobahdmérsékleten hagytuk a
szolubilis antitesteket kikotédni, majd hozzaadtuk a tenyésztd médiumot €s a sejteket. Az
antitestek hatasara kis koncentraciét alkalmazva a sejtek kb. kétharmada, kozepes
koncentracional a sejtek kozel fele, nagy koncentracional a sejtek kétharmada, mig nagyon
magas koncentracioban akar 90%-a osztodott (pontos szdmokat lasd az eredmények c.

fejezetben).
A CFSE-higulasi esszé

A limfocitak osztodasanak hatékony aramlasi citometriai monitorozasat 1994-ben

oldottak meg Lyons és mtsai (46). Kisérleteikhez egy fluoreszceinnel rokon fluorokromot,
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karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észtert (CFSE) hasznaltak fel. A t6bbi ismert proliferacios
esszéhez képest, melyek 1-3 osztddasi cikluson at tudtak kovetni a sejteket, a CFSE-higulasi
esszével akar 8-10 osztodasi cikluson keresztiil is lehet monitorozni a limfocitdkat. Ezt a
CFSE kedvezo biokémiai tulajdonsagai teszik lehetdové. Maga a CFSE két acetat csoportjaval
¢s szukcinmidil-észter funkcids csoportjaval membran-permeabilis, de nem fluoreszcens. A
sejtbe vandorolva intracelluldris észterazok hasitjak le a két acetat csoportot, és ennek
hatdsdra a molekula erdsen fluoreszcenssé valik, tovabba nem képes Ujra atjutni a
sejtmembranon (47). Ennek az anyagnak a gerjesztési maximuma 488nm, illetve emisszios
maximuma 520 nm (sajat spektrofluorimetrids mérés, illetve irodalmi alapok alapjan).
Kisérleteinkben a kontroll, CFSE-vel nem kezelt autofluoreszcens sejtekhez képest altalaban
10 000-szeres fluoreszcenciabeli intenzitds-ndvekedést észleltink. A szukcinimidil-észter
intracellularis ~ fehérjék  aminocsoportjaihoz ~ kapcsolodva  stabil  festék-fehérje
konglomeratumokat képez. A nagyon lassan metabolizalodo citoszkeletalis fehérjékhez valod
kapcsolodas az oka a CFSE-festés nagyon hosszt id6tartamanak.

Az altalunk alkalmazott anti-CD3 és anti-CD28 kezelés hatasara a vizsgalt id6tartam
alatt a limfocitak tobbszor, atlagosan naponta-kétnaponta osztodtak, a hozzaadott mitogén
felezddik az intracellularis CFSE mennyisége, igy aramlasi citométeren jol megfigyelhetdek
az egyes osztodasi ciklusokon atment limfocitapopulacidkhoz tartozo6 csucsok.

Sajat kisérleteinkhez is a CFSE-higulédsi esszét hasznaltuk fel a T-sejtek osztédasanak
megfigyelésére. A periférids vérbdl szarmazé mononukledris sejtekhez 1 pM-0s
végkoncentracioban adtuk a CFSE-t. A tovabbiakban a sejtszuszpenzidt 15 percig
szobahdmérsekleten inkubaltuk, hogy a CFSE 4altali reakciok végbemenjenek, majd 20 percig
37 °C-on inkubaltuk, hogy a felesleges, nem beépiilt CFSE-t kiiktassuk. Tekintve, hogy a
CFSE fényérzékeny anyag, a sejteket az dramlasi citométeres mérésekig (1asd lentebb) fénytol

védve kezeltiik és taroltuk.

1/2
’2 4. 4bra: a feliil lathat6 vazlat sematikusan bemutatja a CFSE
N\ . . ,
@ @ @ /j 1/4 eloszlasat, majd felezodését a leanysejtekben. Az alsod
— W kép egy reprezentativ aramlasi citometrids mérésiinket

mutatja a CFSE-esszérdl, ahol a nyilak az osztodott

sejtpopulacidéra mutatnak (sajat abra).
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A T-sejtek osztoddsanak gatldsa

Kisérleteinkben a CFSE-jelolést kovetden az anti-CD3 és anti-CD28 stimulacié okozta
T-sejt aktivaciot gatoltuk. Az ioncsatornakat gatld szereket harom koncentracioban
alkalmaztuk: a disszociacids allanddjuknak megfeleld, Ky-nyi koncentracidkban, melynél
atlagosan az ioncsatornak a feléhez kotodik gatloszer egy adott id6ben, ennek a
koncentracionak 3-szorosaban, illetve 10-szeresében.

Egyik gatloszerként a Kv1.3 ioncsatornak gatlasara a TEA-t alkalmaztuk, melynek T-
sejt osztodasgatlo hatasa jol dokumentalt. A TEA-t 20 mM-os (Kg-nyi), 60 mM-os, illetve 200
mM-os koncentracioban alkalmazuk (38t,48). Masik Kv1.3 csatornagatlonak az anuroctoxint
(késobbiekben Antx) hasznaltuk, hogy Osszehasonlitsuk a két kiilonbozd karakterti (kis
molekula ill. peptid) Kv1.3 csatornagatld szer proliferaciot gatlo hatasat. Az Antx-et 500 pM
(Kg-nyi), 1,5 nM, illetve 5 nM-0s koncentraciokban alkalmaztuk (49).

A Ca?*-aktivalt KCa3.1 csatornat a TRAM-34-gyel gatoltuk. A TRAM-34-r8] ismert,
hogy a ciklosporin-A immunszuppressziv hatasat fokozza, és nincsenek nyilvanvalo, a
szervezetre toxikus mellékhatdsai alacsony koncentracidkban, igy alkalmazhaté Ilehet
immunszuppressziv terapiakban (16). A hasznalt koncentraciok 20 nM (Kg), 60 nM ¢és 200
nM voltak (24).

A T-sejtek CRAC csatornajat 2-aminoetoxi-difenil-borattal, 2-APB-vel blokkoltuk,
mely CRAC-on kiviil IP3 receptorokon, illetve TRP (tranziens receptor potencial)
csatornakon is hat. Kiilonlegessége, hogy alacsony koncentracidkban még aktivalja a CRAC
csatornat, mig magasabb koncentracioban mar gatolja (50,51). A 2-APB egy nem szelektiv
Ca?* csatorna blokkolo, igy a T-sejt magnézium altal gatolt MIC (magnesium inhibited
cation) csatornajara is gatlo hatast fejt ki. A 2-APB Kg-nyi koncentracidjaként 5 puM-t
alkalmaztunk, tovabbi koncentraciok 15 puM, illetve 50 uM voltak.

Végiil a T-sejtek Ca**-fiiggetlen aktivacios utvonalait rapamicinnel gatoltuk (lasd
fentebb). Ezt az anyagot is harom koncentracioban alkalmaztuk: 20, 60 és 200 pM-ban
(52,53).

15



Aramlasi citometria

Aramlasi citométeres méréseket végeztiink a sejteken mind a kisérlet 0., mind az 5.
napjan. Kisérleteinkhez foként FACScan, illetve kisebb részben FACSCalibur tipusu
citométereket hasznaltunk. Kopenyfolyadékként egyszeres PBS-t alkalmaztunk. A vizsgalt
sejtek szama tenyésztéedényenként 100 000 volt. Emellett minden egyes aktivalasi és gatlasi
konfiguraciot haromszor, tripletekben vizsgaltunk. A 0. napon f6ként a CFSE festés
intenzitasat, homogenitasat ¢s ezaltal hatdsossagat néztiik, illetve, hogy elegendd limfocita
talalhat6-e a tenyésztéedényekben. Az 5. napon vizsgaltuk meg a sejtaktivaciot és a
sejtosztodast. Harom paramétert mértiink: az eléreszorast (FSC), az oldalszorast (SSC), illetve
a sejtekben a CFSE altal emittalt fluoreszcenciaintenzitast. Az eldreszorast egy olyan detektor
érzékeli, mely egy vonalban talalhato az emittalt 1ézersugérral, mely monokromatikus 488 nm
gerjesztési hullimhosszu fényt general. Az FSC informdciot ad a sejtek méretérdl, illetve a
fény utjaban 1évo kozegek torésmutatdjarol. Az oldalszoras érzékelésére szolgdlod detektor a
fénysugarhoz képest 90°-ban talalhatd6. Az SSC a sejtek belsé komplexitasarol,

granulaltsagarol szolgaltat informaciot.
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5. abra: Balra egy nem stimulalt, jobbra pedig egy stimulalt PBMC populaciorél alkotott denzitas diagramm
lathato. A meleg szinek tobb azonos tulajdonsagu sejtet jelentenek, a fekete kor a nem stimulalt limfocitak, a

barna téglalap az aktivalt limfocitak populacigjat jelolik.
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Ezen mért értékekbdl két paramétert szamitottunk: a sejtaktivacid aranyat és a
sejtosztodas mértékét. Az aktivalt sejtek aranyat ugy allapitottuk meg, hogy a nem stimulalt
koriilvett sejtek), majd ezt a kaput exportaltuk a stimulalt sejtpopulécidra (jobb oldalt). Az
ennél a populdcional nagyobb eldre- és oldalszorast mutatd sejteket neveztiik aktivalt
sejteknek (az abran a barna téglalappal jeloltiik 6ket). E modszer helyességét alatamasztotta
egyik kisérletlink, melynek soran magneses gyongyokkel, MACS technika segitségével
szeparaltuk a kisérlet elején a T-limfocitakat. Ekkor az aramlési citometrids mérésnél az
aktivalt és osztodott T-limfocitak aranya nem mutatott Szignifikans eltérést ahhoz képest,
amikor nem alkalmaztunk mégneses szeparalast.

A sejtek osztodasanak mértékét a CFSE-higulds alapjan allapitottuk meg. Az Osszes
limfocitara kaput illesztettiink, majd a kapu altal hatarolt populacionak vizsgiltuk meg a
fluoreszcencia-hisztogrammjat. A hisztogrammon minden elkiilonitheté populaciora (0.
osztodas, 1. osztddas... 4. osztédas) Gauss-gorbét illesztettiink, és a gorbe alatti teriileten

elhelyezkedo6 sejtek szamat allapitottuk meg a kiértékelé program segitségével (I1d. lentebb).

Mert adatok kiértékelése

Az aramlési citométeren a CellQuest programmal rogzitettiik az eredményeinket.
Kiértékeld programként a FlowJo program probaverziojat, tovabba a WinMDI 2.9 programot,
illetve a Cyflogic program 1.2.1 verziojat probaltuk ki, melyek koziil az utobbi bizonyult
legalkalmasabbnak az analizis elvégzésére. A Cyflogictdl kinyert szadmadatokat késdbb
Microsoft Office Excel tablazatokban rendszereztiik. Eredményeink 0Osszehasonlitasara,
tekintve, hogy tobb csoport Osszehasonlitasat végeztiik el, az ANOVA statisztikai tesztet
alkalmaztuk, illetve post-hoc analizisként Tukey's HSD tesztet végeztik el. Az egyes
csoportok kozotti statisztikai kiilonbségeket p<0.05 (<5% szignifikanciaszint) tekintettiik
szignifikansnak. Grafikonjaink készitésére a széles korben elterjedt SigmaPlot program 10.0-

es verzigjat hasznaltuk.
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EREDMENYEK

Alacsony mitogén-koncentrdcio mellett a T-sejtek aktivdciojanak és osztoddsanak gatldsa

Els6 kisérleteinkben alacsony anti-CD3 (200 ng/ml) és anti-CD28 (1pg/ml)
koncentracioval stimuldlt limfocitdkon vizsgaltuk mind a sejtaktivacid, mind a proliferacid
mértékét csupan mitogén alkalmazasakor, illetve a Kv1.3 csatorna gatlasa esetében (n=3). Az
aktivalt sejtek aranyat az anyagok ¢€s modszerek fejezetben leirtak szerint szamitottuk ki.
48,6 szazaléka aktivalodott, illetve 36,3 szazaléka osztddott. Erre a populdciora normaltuk a
kisérleteinkben az ioncsatorna-gatlokkal kezelt sejtek aktivacios, illetve osztodasi ratajat. A
fenti abran is jol kivehetd, hogy a TEA-és az Antx kezelés csokkentette az aktivalt sejtek
aranyat a populacidban. Bar alacsony gatloszer-koncentraciok mellett (Kg-nyi, illetve Antx-
nél még 3K4-nyi mellett is) az aktivaciobeli csokkenés a kontrollokhoz képest nem bizonyult
szignifikansnak (p=0,131; p=0,081; p=0,184), 10K4-nyi gatloszer alkalmazasa esetén a
tendencia mar mindkét gatlészer alkamazdsakor nyilvanvalova valik. Ekkor mar a csupan
mitogénnel kezelt sejtekhez képest szignifikdnsan kevesebb sejt (Antx-nél: 60,5%; TEA-nal:
67,9%) aktivalodott.

Az osztodott sejtek aranyanak szamoldsa soran ugyanez a tendencia figyelhetd meg, de
a valtozas sokkal hatarozottabb, az eredmények szorasa joval alacsonyabb. Emiatt az alabb
lathato kisérleteinkben mar csak a sejtek osztodasat vizsgaltuk. A kiilonbség egyik oka lehet,
hogy az aktivalt sejtek FSC és SSC tartomanyaban egyéb mononuklearis sejtek is vannak,

példaul monocitdk, makrofagok, melyek torzitottdk az eredményeinket. Emiatt a jovOben

crer

crer

gatlészermennyis€ég szignifikans, a gatloszer koncentraciojatol fliggd osztodasbeli
csokkenéshez vezetett (p mindegyik esetben <0,01). 10Kg¢-nyi gatloészer alkalmazasakor
minddssze feleannyi sejt osztddott, mint egyediill mitogén hasznélatakor, és nem lattunk

szignifikans kiilonbséget a TEA és az Antx osztddast gatlo hatasaban (p=0,09).
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6. abra: alacsony mitogén-koncentracio mellett lathatjuk a TEA és anuroctoxin dozisfiiggd gatldo hatasat
mind aktivalédott, mind osztddott sejtek aranyat vizsgalva. Az dbrdkon az ACD3 és az ACD28 a
CD3, illetve CD28 ellenes mitogén antitesteket jelolik. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Kozepes mitogén-koncentracionadl alkalmazott gatloszerek hatasa a T-sejtek osztodasdara

A fenti eredményekhez hasonldéan a csupan mitogénnel kezelt (anti-CD3: 500 ng/ml,
anti-CD28: 1 pg/ml) populacional kapott sejtosztodasra (atlag: 47,6%) normaltuk az osztodott
T-sejtek aranyat. Kv1.3 csatornagatlok esetén (n=6) hasonloak az eredmények, mint alacsony
mitogén-koncentracié alkalmazasakor, de az osztodasbeli valtozas nem olyan kifejezett: csak
a 10Ky-nyi TEA, illetve Antx hasznalatakor szignifikans, atlagosan 23%-nyi a csdkkenés
(p=0,04; p=0,01).

A TRAM-34-nek (n=4), a 2-APB-nek (n=5), illetve a rapamicinnek (n=6) mindegyik
alkalmazott koncentracioja szignifikansan csokkentette a sejtosztodas mértékét, a legnagyobb
csokkenést rapamicinnél tapasztaltuk. Tizszeres rapamicin koncentraci6 esetében nem sikertilt
elegendo kielégité mérést végezni (n=2), mert a sejtek a kisérletek nagy részében elpusztultak
a 120. o6rai mérés idejére. Erdekes megfigyelés volt a 2-APB-nél, hogy bar gatloszer
mennyiségétdl nem fliggdtt az osztddasbeli csokkenés, az osztddasok sejtenkénti szama
csokkent: az Ot nap alatt atlagosan négyszeri osztodas helyett csak atlagosan kétszer
osztodtak. Ezen eredményeink egybevagnak a Ca?*-csatornagatlokrél ismert irodalmi
adatokkal (54), miszerint e gatloszerek novelhetik egy osztddasi ciklus idotartamat.

Amennyiben az ioncsatornagatlok koziil az anuroctoxint, a TRAM-34-et, illetve a 2-

APB-t egyszerre alkalmaztuk 10Kg-nyi koncentracioban (n=4), a csak mitogénnel kezelt
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sejtekhez képest az osztodott sejtek szama atlagosan 69,3%-nyit, mig ha ezek mellett még
rapamicint is hasznaltunk (n=5), akkor 81%-nyit csokkent. Ez a kifejezett proliferacio-gatlas,
mely még magasabb mitogén-koncentracional is megfigyelhetd (lasd alabb), is utal a T-sejt

esq o0 . . ;. . + . , . . . ,
kiilsnbdz6 ioncsatornainak, illetve a Ca? -fiiggetlen Utvonalainak szinergizmusara.

1,0
I e
* *
.g 08 * *
b T * %
g *
S 06
£ 1 *k
: P Relale
£ 04 o
-] -
o
3 ] B o1 B alale
g %2 S HHEEEE E |8 ok
el el
¥ x
CFSE ACD3  TEA Anex TRAM.34 2.Apb  Rapamicin  Mix4 Mix3
+ACD28

7. abra: Kozepes mitogén-koncentracional a csupan mitogénnel kezelt sejtekhez képest statisztikailag
szignifikans eltérést lathatunk Kv1.3 csatornagatlok 10K -nyi koncentracidjanal, mig a tobbi gatloszer
mindharom vizsgalt dozisa gatolta a sejtosztodast. A CFSE jeldli a mitogénnel nem kezelt populaciot, a
Mix3 a harom kiilonbozé ion-csatornagatld (Antx+TRAM-34+ 2-APB), a Mix4 pedig az ioncsatorna-

gatlok+rapamicin kombinaciot. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

A gatloszerek osztoddst csokkentd hatisa magas koncentrdacioban alkalmazott mitogén

mellett

Magas mitogén-koncentracid, vagyis 1 pg/ml anti-CD3 és 1 pg/ml anti-CD28
alkalmazasakor a sejtek 68,2%-a osztodott (n=7). Csak 10K4-nyi koncentracioju TEA és Antx
proliferaciot gatld hatdsa bizonyult ennél a mitogén-koncentracional szignifikansnak
(p<0,001), az osztodasbeli csokkenés 17%-0s volt. TRAM-34-nél (n=3) mar 3Ky is
szignifikansan csokkentette a proliferaciot (p=0,024), illetve 2-APB-nél (n=3) és rapamicinnél
(n=3) mind a harom koncentracié hatasosnak bizonyult.

Amennyiben a kationcsatorna-gatlokat egyiitt alkalmaztuk, a proliferacio-gatlas még
kifejezettebb volt; a sejtek minddssze atlagosan 20%-a osztddott. Amikor mind a négy

gatloszert egyszerre hasznaltuk, akkor mar nem lattunk szignifikdns eltérést a CFSE-
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kontrollhoz képest (p=0,701), vagyis a T-sejtek proliferaciojat teljes mértékben gatolni
tudtuk.
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8. abra: Mitogén antitestre normalt osztodasi ratak illusztracidja az altalunk alkalmazott proliferaciot gatld
anyagok esetén. A legnagyobb csokkenést onmagaban a rapamicin eredményezte ugyantigy, mint kézepes

koncentracional. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Eredmények nagyon magas mitogén-koncentrdcio alkalmazdsa mellett

3 ug/ml anti-CD3 és 1 pg/ml anti-CD28 hasznalata ahhoz vezetett (n=3), hogy a sejtek
atlagosan 86%-a osztddott. Ezt a nagymértékii osztodast egyik ioncsatorna-gatloszer sem
gatolta szignifikansan, még 10K4-nyi koncentracié mellett sem. Amennyiben az ioncsatorna-
gatldkat egyiittesen alkalmaztuk, még észleltiink egy alacsony mértékli proliferacidbeli
csokkenést, de ez sem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,136). Eredményeink alapjan

crer

a toxinok ¢és egyéb ioncsatornagatlok proliferacidt csokkentd hatdsat.
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Az Anuroctoxin hatdsa kiilonbozé mitogén-koncentracioknal

A 9. abra szemlélteti az Anuroctoxin proliferaciot gatld hatdsat a négyféle alkalmazott
mitogén koncentracio mellett. Kg-nyi és 3Kg4-nyi toxin osztoédasra gyakorolt hatasa kozott nem
észleltiink kiilonbséget, de a 10Kgkoncentracioban alkalmazott gatloszer nagyobb mértékben
gatolta a  sejtoszodast. Emellett 10Kg-nyi koncentracional megfigyelhetd a toxin gatld
hatasanak megsziinése egyre novekvd mitogén-koncentracioknal: mig alacsony mitogén-
koncentracidé mellett csak a sejtek 47%-a osztodott, kozepesnél 78%, magasnal 84%, nagyon

magas koncentracional pedig mar nem volt kiilonbség a sejtosztodas mértékében a

kontrollhoz képest.
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9. abra: Az Antx hatasa az 0szt6do6 sejtek aranyara kiillonbdz6 mitogén-koncentracioknal. A leglatvanyosabb

valtozas 10K ¢-nyi toxinnal figyelheté meg. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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OSSZEFOGLALAS

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy a legnagyobb mértékii proliferacio-gatlast a
rapamicinnel értiik el, illetve amikor a kiillonb6zo gatldészereket kombinacioban alkalmaztuk,
egy még kifejezettebb gatlast figyelhettink meg. Ez arra utal, hogy a Ca®" -fiiggd és Ca®" -
fiiggetlen utvonalak hatisa additiv, de feltételezésiink szerint bizonyos mértékben kdlcson is
hatnak, mely kdlcsonhatas kvantitativ jellemzésére tovabbi kisérleteket terveziink. Tovabba
megfigyeltiik, hogy az altalunk hasznalt két Kv1.3 ioncsatorna blokkold, a TEA, illetve az
anuroctoxin koncentraciofiiggd osztodast gatldé hatdsa kozott egymashoz képest nincs
kiilonbség. Ez arra utalhat, hogy az ioncsatorna-gatlas pontos helye nem Ilétfontossagu az
osztodas gatlasaban. Emellett annak ellenére, hogy magnesesen szeparalt T-sejteket vizsgalva
is hasonld eredményeket tapasztaltunk, mint mononukledris sejtek esetében, konnyen
elképzelhetd, hogy az egyéb sejtek, példaul monocitdk vagy B-limfocitdk befolyasoljak a T-
sejteken mért proliferacios valtozasokat. Ezen valtozasok viszont minden esetben, a kontroll
populaciok esetében is fennallnak, igy az eredmények szdmot tevo mértékben nem torzulnak.

Végiil, ahogy az anuroctoxinnal megfigyelhettiik, a mitogén-koncentracid novelésével a
proliferacié gatlasa csokkent azonos gatloszer-koncentraciok mellett. Ennek az oka az lehet,
hogy a T-sejt Ca2+-ﬁ'1gg6 utvonalai mellett nagyobb mitogén-koncentracional a ca’*-
fliggetlen Utvonalak is kielégitd osztodast indukalnak, még akkor is, ha az ioncsatornak, és
ezéltal a Ca2+-fiigg6 utvonalak gatoltak. Ezt tdmaszthatjdk ald a rapamicinnel kombinalt
eredményeink, vagyis amikor a Ca2+-fﬁggetlen utvonalakat is gatoltuk az ioncsatornak
mellett, akkor csak nagyon kis mértékli osztodas, vagy az osztddas teljes hianya volt
megfigyelhetd. Ennek a megfigyelésnek akar klinikai relevanciaja is lehet, példaul rapamicin
¢és ioncsatornagatld kombinacios terapiak kialakitasaban a jovOben autoimmun betegek

kezelésére.

23



KOSZONETNYILVANITAS

Ko6szondm Prof. Dr. Gaspar Rezsének és Prof. Dr. Szollési Janosnak, a DE OEC
Biofizikai ¢és Sejtbiologiai Intézet egykori és jelenlegi igazgatoinak, hogy lehetévé tették
szamomra az intézetben val6 kutatomunkat.

Koszonettel tartozom Balajthy Andrésnak, masodszerzémnek az 6nzetlen segitségéért,
iranymutatasaért a kutatasban és azon kiviil is.

Koszonetet szeretnék mondani témavezetéimnek, Dr. Varga Zoltannak ¢&s
munkacsoportunk vezetdjének, Prof. Dr. Panyi Gyorgynek akik mind szakmailag, mind
emberileg tdmogattak, kutatomunkdm sordn pedig mindvégig készséggel segitettek.

A kisérletek kivitelezésében nytjtott segitséget szeretném megkdszonni Nagy
Cecilisnak, Dr. HajdG Péternek, Dr. Papp Ferencnek és Bartok Adamnak. Az
elektrofiziologiai laboratorium és az intézet valamennyi tagjanak koszonom a kellemesen

barati és vidam 1égkort, mely nélkiil a munka sokkal nehezebben haladt volna.

24



10.

11.

12.

13.

14.

Felhasznalt Irodalom

Erdei A., and Gergely J. 2006. Immunbiologia. Budapest; Medicina: 16-28.

"Timothy R. Mosmann (1986.) Two types of murine helper T cell clone , 1. Definition
According to Profiles of Lymphokine Activities and Secreted Proteins. J. Immunol.
136: 2348-2357.

Lan, R. Y., A. A. Ansari, Z. X. Lian, and M. E. Gershwin. (2005.) Regulatory T cells:
development, function and role in autoimmunity. Autoimmun. Rev. 4: 351-363.

Jabeen, R., and M. H. Kaplan. (2012.) The symphony of the ninth: the development
and function of Th9 cells. Curr. Opin. Immunol. 24: 303-307.

Hemdan, N. Y., G. Birkenmeier, G. Wichmann, A. M. Abu El-Saad, T. Krieger, K.
Conrad, and U. Sack. (2010.) Interleukin-17-producing T helper cells in
autoimmunity. Autoimmunity Reviews 9: 785-792.

Korn, T., M. Oukka, V. Kuchroo, and E. Bettelli. (2007.) Th17 cells: Effector T cells
with inflammatory properties. Seminars in Immunology 19: 362-371.

Cahalan, M. D., and K. G. Chandy. (2009.) The functional network of ion channels in
T lymphocytes. Immunol. Rev. 231: 59-87.

Cahalan, M. D., K. G. Chandy, T. E. DeCoursey, and S. Gupta. (1985.) A voltage-
gated potassium channel in human T lymphocytes. J. Physiol 358: 197-237.

Grissmer, S., B. Dethlefs, J. J. Wasmuth, A. L. Goldin, G. A. Gutman, M. D. Cahalan,
and K. G. Chandy. (1990.) Expression and chromosomal localization of a lymphocyte
K+ channel gene. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 87: 9411-9415.

Cahalan, M. D., H. Wulff, and K. G. Chandy. (2001.) Molecular properties and
physiological roles of ion channels in the immune system. J. Clin. Immunol. 21: 235-
252.

Papazian, D. M., X. M. Shao, S. A. Seoh, A. F. Mock, Y. Huang, and D. H.
Wainstock. (1995.) Electrostatic interactions of S4 voltage sensor in Shaker K+
channel. Neuron 14: 1293-1301.

Yellen, G. (2002.) The voltage-gated potassium channels and their relatives. Nature
419: 35-42.

Begenisich, T., T. Nakamoto, C. E. Ovitt, K. Nehrke, C. Brugnara, S. L. Alper, and J.
E. Melvin. (2004.) Physiological roles of the intermediate conductance, Ca2+-
activated potassium channel Kcnn4. J. Biol. Chem. 279: 47681-47687.

Logsdon, N. J., J. Kang, J. A. Togo, E. P. Christian, and J. Aiyar. (1997.) A novel
gene, hKCa4, encodes the calcium-activated potassium channel in human T
lymphocytes. J. Biol. Chem. 272: 32723-32726.

25



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Fanger, C. M., S. Ghanshani, N. J. Logsdon, H. Rauer, K. Kalman, J. Zhou, K.
Beckingham, K. G. Chandy, M. D. Cahalan, and J. Aiyar. (1999.) Calmodulin
mediates calcium-dependent activation of the intermediate conductance KCa channel,
IKCal. J. Biol. Chem. 274: 5746-5754.

Wulff, H., M. J. Miller, W. Hansel, S. Grissmer, M. D. Cahalan, and K. G. Chandy.
(2000.) Design of a potent and selective inhibitor of the intermediate-conductance
Ca2+-activated K+ channel, IKCal: a potential immunosuppressant. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A 97: 8151-8156.

Zhang, S. L., Y. Yu, J. Roos, J. A. Kozak, T. J. Deerinck, M. H. Ellisman, K. A.
Stauderman, and M. D. Cahalan. (2005.) STIM1 is a Ca2+ sensor that activates CRAC
channels and migrates from the Ca2+ store to the plasma membrane. Nature 437: 902-
905.

Liou, J., M. L. Kim, W. D. Heo, J. T. Jones, J. W. Myers, J. E. Ferrell, Jr., and T.
Meyer. (2005.) STIM is a Ca2+ sensor essential for Ca2+-store-depletion-triggered
Ca2+ influx. Curr. Biol. 15: 1235-1241.

Luik, R. M., and R. S. Lewis. (2007.) New insights into the molecular mechanisms of
store-operated Ca2+ signaling in T cells. Trends Mol. Med. 13: 103-107.

Wu, M. M., R. M. Luik, and R. S. Lewis. (2007.) Some assembly required:
constructing the elementary units of store-operated Ca2+ entry. Cell Calcium 42: 163-
172.

Cahalan, M. D., and R. S. Lewis. (1988.) Role of potassium and chloride channels in
volume regulation by T lymphocytes. Soc. Gen. Physiol Ser. 43: 281-301.

Lewis, R. S., P. E. Ross, and M. D. Cahalan. (1993.) Chloride channels activated by
osmotic stress in T lymphocytes. J. Gen. Physiol 101: 801-826.

Lin J., and Weiss A. (2009.) Proximal tyrosine kinases that initiate T cell activation.
Poster, http://www.nature.com/nri/posters/tcrkinases/index.html
Nature Reviews: Immunology.

Chandy, K. G., H. Wulff, C. Beeton, M. Pennington, G. A. Gutman, and M. D.
Cahalan. (2004.) K+ channels as targets for specific immunomodulation. Trends
Pharmacol. Sci. 25: 280-2809.

Robert, V., E. Triffaux, M. Savignac, and L. Pelletier. (2011.) Calcium signalling in T-
lymphocytes. Biochimie 93: 2087-2094.

Mak, T. W., and M. E. Saunders. (2006.) 29 - Autoimmune Disease. In The Immune
Response Academic Press, Burlington. 963-1023.

Cooper, G. S., M. L. K. Bynum, and E. C. Somers. (2009.) Recent insights in the
epidemiology of autoimmune diseases: Improved prevalence estimates and
understanding of clustering of diseases. Journal of Autoimmunity 33: 197-207.

Miller, F. W., L. Alfredsson, K. H. Costenbader, D. L. Kamen, L. M. Nelson, J. M.
Norris, and A. J. De Roos. Epidemiology of environmental exposures and human

26


http://www.nature.com/nri/posters/tcrkinases/index.html

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

autoimmune diseases: Findings from a National Institute of Environmental Health
Sciences Expert Panel Workshop. (2012.) Journal of Autoimmunity. 39(4): 259-71.

Szerk.: Fiirst Zs., and Gyires K. (2007.) Farmakologia. Medicina Koényvkiad6 Zrt.

Beeton, C., H. Wulff, N. E. Standifer, P. Azam, K. M. Mullen, M. W. Pennington, A.
Kolski-Andreaco, E. Wei, A. Grino, D. R. Counts, P. H. Wang, C. J. LeeHealey, S.
Andrews, A. Sankaranarayanan, D. Homerick, W. W. Roeck, J. Tehranzadeh, K. L.
Stanhope, P. Zimin, P. J. Havel, S. Griffey, H. G. Knaus, G. T. Nepom, G. A. Gutman,
P. A. Calabresi, and K. G. Chandy. (2006.) Kv1.3 channels are a therapeutic target for
T cell-mediated autoimmune diseases. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 103: 17414-
174109.

Varga, Z., P. Hajdu, and G. Panyi. (2010.) lon channels in T lymphocytes: An update
on facts, mechanisms and therapeutic targeting in autoimmune diseases. Immunology
Letters 130: 19-25.

Bartok, A., Z. Varga, and G. Panyi. (2012.) 150. Tailoring the Selectivity of
Anuroctoxin for Kv1.3 K+ Channels. Toxicon 60: 171-172.

Goto, J., A. Z. Suzuki, S. Ozaki, N. Matsumoto, T. Nakamura, E. Ebisui, A. Fleig, R.
Penner, and K. Mikoshiba. (2010.) Two novel 2-aminoethyl diphenylborinate (2-APB)
analogues differentially activate and inhibit store-operated Ca(2+) entry via STIM
proteins. Cell Calcium 47: 1-10.

Abul K.Abbas, Andrew H.Lichtman, and Shiv Pillai. (2012.) Cellular and Molecular
Immunology, 6. ed. Saunders .

Hamelryck, T. W., M. H. Dao-Thi, F. Poortmans, M. J. Chrispeels, L. Wyns, and R.
Loris. (1996.) The crystallographic structure of phytohemagglutinin-L. J. Biol. Chem.
271: 20479-20485.

Frauwirth, K. A., and C. B. Thompson. (2002.) Activation and inhibition of
lymphocytes by costimulation. J. Clin. Invest 109: 295-299.

Trickett, A., and Y. L. Kwan. (2003.) T cell stimulation and expansion using anti-
CD3/CD28 beads. J. Immunol. Methods 275: 251-255.

DeCoursey, T. E., K. G. Chandy, S. Gupta, and M. D. Cahalan. (1984.) Voltage-gated
K+ channels in human T lymphocytes: a role in mitogenesis? Nature 307: 465-468.

Khanna, R., M. C. Chang, W. J. Joiner, L. K. Kaczmarek, and L. C. Schlichter. (1999.)
hSK4/hIK1, a calmodulin-binding KCa channel in human T lymphocytes. Roles in
proliferation and volume regulation. J. Biol. Chem. 274: 14838-14849.

Wang, G. L., Y. Qian, Q. Y. Qiu, X. J. Lan, H. He, and Y. Y. Guan. (2006.)
Interaction between CI- channels and CRAC-related Ca2+ signaling during T
lymphocyte activation and proliferation. Acta Pharmacol. Sin. 27: 437-446.

Chen, J., and Y. Fang. (2002.) A novel pathway regulating the mammalian target of
rapamycin (mTOR) signaling. Biochem. Pharmacol. 64: 1071-1077.

27



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

Gingras, A. C., B. Raught, and N. Sonenberg. (2001.) Regulation of translation
initiation by FRAP/mTOR. Genes Dev. 15: 807-826.

Saunders, R. N., M. S. Metcalfe, and M. L. Nicholson. (2001.) Rapamycin in
transplantation: a review of the evidence. Kidney Int. 59: 3-16.

Hu, L., M. Pennington, Q. Jiang, K. A. Whartenby, and P. A. Calabresi. (2007.)
Characterization of the functional properties of the voltage-gated potassium channel
Kv1.3 in human CD4+ T lymphocytes. J. Immunol. 179: 4563-4570.

Matsushita, Y., S. Ohya, H. Itoda, T. Kimura, Y. Suzuki, H. Yamamura, and Y.
Imaizumi. (2008.) Molecular mechanisms for Kv1.3 potassium channel current
inhibition by CD3/CD28 stimulation in Jurkat T cells. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 374: 152-157.

Lyons, A. B., and C. R. Parish. (1994.) Determination of lymphocyte division by flow
cytometry. J. Immunol. Methods 171: 131-137.

Lyons, A. B.(2000.) Analysing cell division in vivo and in vitro using flow cytometric
measurement of CFSE dye dilution. J. Immunol. Methods 243: 147-154.

Price, M., S. C. Lee, and C. Deutsch. (1989.) Charybdotoxin inhibits proliferation and
interleukin 2 production in human peripheral blood lymphocytes. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A86: 10171-10175.

Bagdany, M., C. V. Batista, N. A. Valdez-Cruz, S. Somodi, Rodriguez de la Vega RC,
A. F. Licea, Z. Varga, R. Gaspar, L. D. Possani, and G. Panyi. (2005.) Anuroctoxin, a
new scorpion toxin of the alpha-KTx 6 subfamily, is highly selective for Kv1.3 over
IKCal ion channels of human T lymphocytes. Mol. Pharmacol. 67: 1034-1044.

Bootman, M. D., T. J. Collins, L. Mackenzie, H. L. Roderick, M. J. Berridge, and C.
M. Peppiatt. (2002.) 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) is a reliable blocker of
store-operated Ca2+ entry but an inconsistent inhibitor of InsP3-induced Ca2+ release.
FASEB J. 16: 1145-1150.

Prakriya, M., and R. S. Lewis. (2001.) Potentiation and inhibition of Ca(2+) release-
activated Ca(2+) channels by 2-aminoethyldiphenyl borate (2-APB) occurs
independently of IP(3) receptors. J. Physiol 536: 3-19.

Kay, J. E., L. Kromwel, S. E. Doe, and M. Denyer. (1991.) Inhibition of T and B
lymphocyte proliferation by rapamycin. Immunology 72: 544-549.

Kopf, H., G. M. de la Rosa, O. M. Howard, and X. Chen. (2007.) Rapamycin inhibits
differentiation of Th17 cells and promotes generation of FoxP3+ T regulatory cells.
Int. Immunopharmacol. 7: 1819-1824.

Capiod, T. (2011.) Cell proliferation, calcium influx and calcium channels. Biochimie
93: 2075-2079.

28



2-APB
ANOVA
Antx
APC

CD
CFSE
CRAC
DAG

ER

FCS
FSC
IKCal, Kca3.1
IL-2

Ky
MACS
mTOR
NFAT
PBS
PHA
PMA

SD

SEM
SOCE
SsC
TEA
TCR
TRAM-34

ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-Aminoetoxi—difenilborat

variancia-analizis

anuroctoxin

antigénprezentalo sejt

differenciacios antigén (cluster of differentiaion)
karboxifluoreszcein szukcinimidil észter

Ca’* -felszabadulas aktivalta Ca** -csatorna
diacil-glicerin

endoplazmatikus retikulum

fotalis borjusavod

eléreszoras

kézepes konduktanciaju Ca®*- aktivalt K*-csatorna
interleukin-2

dissziociacios allandd

magnetic-activated cell sorting

mammalian target of rapamycin

nuclear factor of activated T cells

foszfat-pufferelt fiziologias sb6oldat (phosphate-buffered saline)
fitohemagglutinin

forbol-mirisztoil acetat

standard deviacio

standard error of the mean, az atlagérték kdzepes hibaja
store-operated calcium channel

oldalszoras

tetraetil-ammonium

T-sejt receptor

triarilmetan-34

29



FUGGELEK

A kisérleteket a DE OEC Biofizikai ¢és Sejtbioldgiai Intézetének Elektrofiziologiai
munkacsoportjaban, annak laboratoriumaban €s az aramlési citormetria laborban végeztem. A
mononukledris sejtek és a limfocitak szeparalasat és tenyésztését Nagy Cecilia segitségével, a
CFSE-esszé elokészitését €s helyes kivitelezését Szilagyi Orsolyatdl, az dramlasi citométer
hasznalatat Dr. Krasznai Zoltan segitségével, az eredmények értékelését Dr. Varga Zoltan
segitségével sajatitottam el, ezt kovetden Onalldan, részben Balajthy Andras segitségével
végeztem ezeket a munkakat.

A TDK el6addsomat (mely a helyi TDK konferencian I., illetve orszagos TDK
konferencian II. helyezést ért el) és a palyamunkdmat 6nalldan készitettem, ennek lektoralasat
témavezetdimnek, Dr. Varga Zoltannak és Dr. Panyi Gyorgynek kdszonhetem, akik kritikus
szemléletiikkel sok segitséget nyujtottak. A palyamunkaban szerepld abrak szerkesztése
javarészt Onalld munka. A tudomanyos kovetkeztetésekben nélkiilozhetetlen segitséget

nyujtott Dr. Varga Zoltan és Prof. Dr. Panyi Gyorgy szakértelme.

30



