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Ena najpomembnejs$ih vlog pri prenosu signala in doloCanju limfocitne
celi¢ne aktivnosti pripada znotrajceli¢nemu kalciju (Ca*"). Glavni dogodek
po spodbujanju limfocitov je namreC¢ sprememba v koncentraciji
znotrajcelicnega Kkalcija, kar za sabo potegne $tevilne celi¢ne procese (npr.
kemotakso, oksidativni izbruh, proizvajanje citokinov ali fagoctiozo). S
spodbujanjem limfocitov smo v nasi raziskavi zeleli spodbuditi ali zavreti
koncentracijo kalcija v celici. Z razlicnimi spodbujevalci, modulatorji ter
sprozilci smo zeleli ugotoviti, ali je naSa metoda primerna za merjenje
koncentracije znotrajcelicnega kalcija v limfocitih. Ugotovili smo, da vsi
spodbujevalci znotrajceliCnega kalcija v naSem poskusu - ionomicin,
protitelesa CD3 s kostimulatornim protitelesom CD28 in PHA, mo¢no
povisajo koncentracijo znotrajceli€nega kalcija v limfocitnih celicah in so
zato primerne pozitivne kontrole v poskusu merjenja znotrajcelicnega
kalcija.  Metilprednizolon  je  uspeSen  zaviralec  koncentracije
znotrajcelicnega kalcija in primerna negativha kontrola, ki potrjuje
uspesnost metode merjenja znotrajcelicnega kalcija s preto¢nim citometrom.
Metoda merjenja znotrajcelicnega kalcija se je prav tako izkazala za uspesno
ob dodajanju modulatorja, natrijevega nukleinata ter Sibkem spodbujevalcu,
kulturi E. coli. Nasa metoda zaenkrat Se ni dovolj obcutljiva za merjenje
znotrajcelicnega kalcija v limfocitih po dodatku modulatorjev betaglukana,
glatiramer acetata in izoliranih molekul LPS-a.
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Calcium (Ca?") is one of the major elements in the transmission of the signal
and the determination of lymphocyte cell activity. The main event to
stimulate lymphocyte is the difference in concentration of intracellular
calcium, which is why cellular processes occurs (for instance, chemotaxis,
oxidative eruption, producing cytokines or fagocitosis). However, the
stimulation or inhibition of intracellular calcium concentration by
stimulating lymphocytes was purpose of this study. Different types of
stimulators, modulators and triggers were used to determine applicability of
the method for measuring the concentration of intracellular calcium in
lymphocytes. As a result, it is determined that all the stimulators of
intracellular calcium in the experiment - ionomycin, anti-CD3 antibody with
co-stimulation CD28 antibody and PHA, significantly increase the
concentration of intracellular calcium in the lymphocyte cells and are
therefore suitable positive control in the experiment of measuring
intracellular calcium. The methylprednisolone is a successful inhibitor of
the intracellular calcium concentration and appropriate negative control and
the effectiveness of methods of measuring intracellular calcium by flow
cytometry was confirmed. These methods has also proved to be successful
with the addition of a modulator, sodium nukleinat and weak stimulator, the
culture of E. coli. The method needs further research since it is not yet
sensitive enough for measurement of intracellular calcium in lymphocytes
after the addition of modulator betaglucans, glatiramer acetate, and the
isolated molecules of the LPS.
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1 UVvOD

Specificni imunski odziv temelji na zmoznosti, da imunske celice s specifinimi receptorji
razlikujejo med svojim in tujim, s ¢imer vzdrzujejo individualnost in integriteto organizma.
Imunske celice — limfociti — so filogenetsko mlaj$e imunske celice, ki imajo za specifi¢no
prepoznavo tujih molekul na svojih povrSinah posebne receptorje — antigenske receptorje.
Med seboj so si limfociti morfoloSko podobni, lahko pa jih razlikujemo z monoklonskimi
protitelesi CD (angl. cluster of differantiation), saj je posamezna vrsta monoklonskih
protiteles CD specifi¢na za eno vrsto molekul na povrsSinah ¢loveskih limfocitov (lhan,
2002b). Pri sesalcih je aktivacija ali zaviranje limfocitov odvisna od Stevilnih imunskih in
drugih signalov, ki so lahko pozitivni ali negativni. Ti vzpodbudijo taréne limfocite, ki na
koncu dolocijo celi¢ni odziv nanje, na primer celi¢no proliferacijo, izlo¢anje citokinov ali
apopotozo celice. Znotrajceli¢ni kalcij (Ca®*) ima kljuéno vlogo pri prenosu signala in
dolo¢anju limfocitne celi¢ne aktivnosti (Lidy Verburg—Van Kemande in sod., 1998). Z
merjenjem koncentracije znotrajcelicnega kalcija lahko opazujemo vpliv dolocenega
spodbujevalca (na primer lipopolisaharida) na limfocite T in posledi¢no predvidimo celi¢ni
odziv nanj (Chien in sod., 2007).

Bakterijski lipopolisaharid (LPS) je sestavni del zunanje membrane po Gramu negativnih
bakterij in pomemben endotoksin, ki spodbudi makrofage k izloCanju velike koli¢ine
citokinov. Vecja koli¢ina citokinov v organizmu lahko povzro¢i hude okvare zilja in
posledi¢no septi¢nega Soka (Than, 2002a). Nasprotno je betaglukan, naravni polisaharid, Ki
ga prav tako proizvajajo bakterije in glive, imunomodulator, saj imunski odziv bodisi
spodbuja bodisi zavira (Kim in sod., 2011).

Zanimalo nas je, kako LPS in betaglukan delujeta na koncentracijo znotrajceli¢nega
kalcija. V poskusu smo preverili, kakSna je koncentracija znotrajcelicnega kalcija ob
dodatku komercialne molekule LPS ter ali se koncentracija znotrajcelicnega kalcija

razlikuje, ¢e mononuklearnim celicam Kot vir LPS-a dodamo inaktivirano kulturo E. coli.

Poleg LPS-a in betaglukana smo v poskusu uporabili se spodbujevalce fitohemaglutinin

(PHA), ionomicin (ionofor bakterije Streptomyces conglobatus) ter protitelesa CD3 skupaj
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s kostimulatorno molekulo CD28, za katere je znano, da poviSujejo koncentracijo

znotrajcelicnega kalcija v limfocitih.

Ob prisotnosti LPS-a v limfocitih nas je zanimalo $e delovanje nekaterih zdravil na
koncentracijo znotrajcelicnega kalcija. Poimenovali smo jih modulatorji, saj koncentracijo
znotrajceli¢nega kalcija lahko znizujejo ali pa zviSujejo. To so bila glukokortikosteroid in
zaviralec imunskega odziva metilprednizolon (komercialno ime Medrol) ter glatiramer
acetat (komercialno ime Copaxone) in natrijev nukleinat (komercialno ime Tamerit),

katerih delovanje na koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija ne poznamo.
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1.1 NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je bil vpeljati in umeriti test merjenja koncentracije
znotrajceli¢nega kalcija limfocitov. Zeleli smo izmeriti vpliv molekul bakterijskih (LPS) in

glivnih sten (betaglukan) na koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija pri limfocitih T.

Z ucinkovinami, kot so fitohemaglutinin (PHA), ionomicin (ionofor bakterije Streptomyces
conglobatus in zviSevalec znotrajcelicnega kalcija), aktivirajo¢a protitelesa CD3 skupaj s
kostimulatornim protitelesom CD28, ter protivnetnimi zdravili metilprednizolonom
(glukokortikosteroid), glatiramer acetatom ter natrijevim nukleinatom smo sklepali na

mehanizem delovanja omenjenih spodbujevalcev, modulatorjev ter sprozilcev na limfocite.

Tik pred merjenjem koncentracije znotrajcelicnega kalcija na pretocnem citometru Smo
spodbujene ali modulirane celice dodatno izpostavili trem razlicnim sprozilcem (LPS,
PHA in ionomicin). S tem smo Zeleli preveriti vpliv sprozilcev na hitre spremembe v

koncentraciji znotrajcelicnega kalcija limfocitov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje delovne hipoteze:

e ucinkovine PHA, ionomicin s PMA-jem ter protitelesa CD3 skupaj s
kostimulatorno molekulo CD28 povisujejo raven znotrajcelicnega kalcija in so
njegovi spodbujevalci, zato jih bomo lahko uporabili kot pozitivne kontrole pri
vpeljavi metode merjenja znotrajcelicnega kalcija

e zdravilo metilprednizolon je modulator znotrajcelicnega kalcija in na njegovo
koncentracijo deluje mo¢no zaviralno

e zdravili glatiramer acetat in natrijev nukleinat sta prav tako modulatorja celi¢nega
odziva znotrajceli¢nega kalcija in zaviralca imunskega odziva, predvidevamo, da
njegovo koncentracijo znotraj limfocitne celice znizujeta

e mikrobni produkt bakterijskih celi¢nih sten, LPS, ob stiku z limfocitom povisa

koncentracijo znotrajcelicnega kalcija
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e mikrobni produkt glivnih celi¢nih sten, betaglukan, na limfocite deluje protivnetno,
zato bo koncentracija znotrajcelicnega kalcija ob njegovi modulaciji v limfocitni
celici nizja

e test merjenja koncentracije znotrajcelicnega kalcija s preto¢nim citometrom v
limfocitih zdravih oseb bo primeren za merjenje koncentracije znotrajceli¢nega

kalcija ob dodatku razli¢nih spodbujevalcev, modulatorjev in sprozilcev



Skrjanc N. Merjenje znotrajcel. kalcija po spodbujanju limfocitov z razli¢nimi bakterijskimi LPS in gliviénimi betaglukan molekulami.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniika fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

2 PREGLED OBJAV

2.1 IMUNSKI SISTEM, MONONUKLEARNE CELICE IN CELICE T

Celice, ki sodelujejo pri imunskem odzivu, lahko delimo v dve skupini. V prvo skupino
uvrS¢amo celice, ki specifiéno spoznajo antigenske determinante — limfocite. Imenujemo
jih tudi imunsko zmozne ali imunsko kompetentne celice. Po stimulaciji z antigenom se te
celice diferencirajo v efektorske celice imunskega odziva, npr. v celice, ki izdelujejo
protitelesa, v celice pomagalke in citotoksi¢ne celice ali celice ubijalke. V drugo skupino
pristevamo Stevilne celice, ki neposredno ali posredno sodelujejo v imunskem odzivu. Med
temi celicami so najpomembnejsi makrofagi. Ti aktivno sodelujejo pri Stevilnih imunskih

reakcijah, vendar ne spoznajo antigenskih determinant specifi¢no (Vozelj, 2001).

Specifi¢ni imunski odziv temelji na zmoznosti, da imunske celice s specificnimi receptor;ji
razlikujejo med svojim in tujim, s ¢imer vzdrzujejo individualnost in integriteto organizma.
Limfociti imajo na svojih povrSinah receptorje, ki specifi¢no prepoznavajo tuje molekule —
antigene. Prepoznavi sledi imunski odziv, katerega cilj je odstraniti antigene iz telesa.
Zaradi raznolikosti molekul v okolju mora biti imunski sistem sposoben specifi¢no

prepoznavati milijone razli¢nih antigenov in se nanje ustrezno odzvati (Than, 2002b).

Limfociti so filogenetsko mlajSe imunske celice, ki imajo za prepoznavanje tujih molekul
posebne receptorje — antigenske receptorje. Vsak limfocit ima samo eno vrsto receptorjev
za antigen, ki prepoznavajo samo eno vrsto antigenskih molekul. Imunoglobulini (Ig) so
antigenski receptorji limfocitov B, T-celi¢ni receptorji (TCR) pa antigenski receptorji
limfocitov T. Antigen, ki pride v telo, se veze samo na limfocite, ki imajo antigenske
receptorje ustrezne specificnosti. Po vezavi antigena se limfocit zacne hitro razmnoZevati
(proliferirati) in diferencirati. 1z limfocita, ki se po vezavi antigena razmnozuje, vV nekaj
dneh nastanejo Stevilni limfociti, ki imajo enake antigenske receptorje. Tako nastane
specifi¢ni limfocitni klon. Posledica klonske ekspanzije specifi¢nih limfocitov je imunski

spomin. Limfociti, ki $e nikoli niso prisli v stik s specifiécnim antigenom, so naivni
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limfociti. Del limfocitov, ki so nastali med klonsko ekspanzijo, so lahko kratkoziveci
(nekaj dni ali tednov), imenovani efektorski ali aktivirani limfociti, ki so v stanju odzivanja
na antigen; drugi del pa so dolgoziveci (leta, desetletja) ali spominski limfociti, ki se

aktivirajo pri poznejsih stikih s specificnim antigenom (Than, 2002b).

Limfociti so si morfoloSko med seboj zelo podobni, lahko pa jih razlikujemo z
monoklonskimi protitelesi CD (angl. cluster of differentiation), ki so obifajno misjega
izvora. Posamezna vrsta monoklonskih protiteles CD je specifi¢na za eno vrsto molekul na
povrsinah ¢loveskih levkocitov. Protitelesa CD3 so na primer specifi¢na za del TCR, zato
TCR pogosto imenujemo tudi antigen CD3 ali molekula CD3. TCR se nahaja samo na
limfocitih T. Kadar delamo imunofluorescencni test s fluorescen¢no ozna¢enimi protitelesi
CD3, so vse celice, ki fluorescirajo, celice T. Celice T pomagalke imajo na povrSini
molekule CD4, citotoksi¢ni limfoctit T pa molekule CD8. Za limfocite B so znacilne
molekule CD19, za celice NK pa molekule CD56 in CD16 (lhan, 2002b).

Limfociti B nastanejo in funkcionalno dozorijo v kostnem mozgu. Njihovi antigenski
receptorji so imunoglobulinske ali protitelesne molekule, vsajene v citoplazemsko
membrano. Ko naivni limfocit B prvi¢ prepozna antigen, sledi aktivacija celice, ki
povzro¢i njeno razmnozevanje (klonska ekspanzija). Razmnozene celice ostanejo deloma
kot dolgozive¢i spominski limfociti B, deloma pa se diferencirajo v plazmatke,
kratkoziveCe celice z ekscentricnim jedrom in obilnimi sekretornimi strukturami v
citoplazmi. Plazmatke izloajo v okolico velike koli¢ine protiteles. Plazmatka izloca
protitelesa enake specificnosti, kot jo imajo antigenski receptorji tistega limfocita B, iz

katerega je tudi sama nastala (Ihan, 2002b).

Limfociti T nastanejo iz izvornih limfoidnih celic v kostnem mozgu. Od tam prehajajo v
kri kot nezreli predhodniki limfocitov T in potujejo v prizeljc (timus), kjer funkcijsko
dozorijo bodisi v celice T pomagalke (CD4) ali v citotoksi¢ne limfocite T (CDS).
Antigenski receptor limfocitov T je TCR. Celice T pomagalke po aktivaciji z antigenom
izloCajo citokine in tako uravnavajo imunski odziv. Citotoksic¢ni limfociti T po aktivaciji z
antigenom izlocajo citotoksicne snovi. Na ta nacin ubijajo predvsem celice lastnega

organizma, ki so okuzene z znotrajcelicnimi mikrobi (Than, 2002D).
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Limfocite v obtoku najveckrat uporabimo za merjenje celi¢nih funkcij in dogodkov, preko
katerih nato sklepamo na druge zdrave somatske celice. Krvni limfociti v fazi celi¢nega
cikla GO pocivajo, zato jih lahko z razli¢énimi mitogeni stimuliramo in vitro (Kosti in sod.,
2010).

2.2 ZNOTRAJCELICNI KALCIJ

Kalcij je univerzalen znotrajceli¢ni sporocevalec zaradi njegove vsestranskosti. Vsaka
celica ima svoje 'orodje’ za uravnavanje koncentracije znotrajceli¢nega kalcija z mnogimi
komponentami, ki jih je med seboj mogoce premescati in uskladiti ter s tem ustvariti Siroko
paleto prostorskih in ¢asovnih signalov. To vsestranskost celice izkori$¢ajo za nadzor nad
razli¢nimi celi¢nimi procesi kot so oploditev, proliferacija, razvoj, ucenje in spomin,
kr€enje ter izlocanje. Pri tem je pomembno, da se koncentracije kalcija gibljejo v mejah
normale, saj lahko v nasprotnem primeru pride do celi¢ne smrti, tako z nekrozo kot tudi

apoptozo (Berridge in sod., 2000).

Celice v svoji notranjosti vzdrzujejo nizke koncentracije Ca®*. Prenos Ca”* preko
membrane je zelo pomemben, saj se lahko tesno veze na mnoge druge molekule v celici in
spreminja njeno aktivnost. Pretok Ca®* skozi Ca?* kanalke lahko nadalje sprozi tudi druge
znotrajceline procese. Manjsa kot je koncentracija prostega Ca®* v citosolu, bolj je celica
obcutljiva na pove€anje zunajcelicnega Ca®*. Evkariontske celice na splosno vzdrzujejo
zelo nizke koncentracije prostega Ca** v citosolu (okrog 10* mM), medtem ko je
koncentracija zunajceli¢nega Ca** navadno 1-2 mM. Nizko koncentracijo celice doseZejo s
pomocjo Ca** ¢rpalk, ki jih poganja ATP, tako v plazemski membrani kot tudi na
membranah endoplazmatskega retikuluma, ki aktivno érpa Ca®" iz citosola. Ca?* &rpalka je

ATPaza, ki je med svojim ciklom fosforilirana in defosforilirana (Alberts in sod., 2004).

V imunskih celicah — celicah T in B, mastocitah in drugih, koncentracija znotrajcelicnega

kalcija nadzoruje proliferacijo, diferenciacijo, efektorske funkcije in razlicne
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transkripcijske programe. Zunajceliéni Ca®* prihaja v limfocite skozi kanaléke CRAC
(angl. calcium release activated calcium), s ¢imer se njegova koncentracija v celici poveca
(Hodge in sod., 2010; Oh-hora in Rao, 2008).

Posledice sprememb v koncentraciji znotrajcelicnega kalcija so lahko kratkotrajne ali
dolgotrajne. Kratkotrajni dogodki, ki se pojavijo v nekaj minutah, so neodvisni od novega
genskega izrazanja. To so predvsem regulacija gibljivosti limfocitov, degranulacija z
alergenom senzibiliziranih mastocitov ali citoliti¢nih CD8" celic T. Interakcija celic T z
antigen predstavitvenimi celicami (APCs) povzro¢i hitro povecanje koncentracije
znotrajceli¢nega Ca®* (Oh-hora in Rao, 2008). Nasprotno pa se dolgotrajne posledice, ki so
povezane z genskim izrazanjem, kaZejo Sele po nekaj urah ali dneh. Pod dolgotrajne
dogodke pristevamo proliferacijo limfocitov, proizvajanje citokinov in kemokinov,
diferenciacijo naivnih celic T v razli¢ne efektorje ali spominske celice T ter vzpostavitev

anergije (ob odsotnosti kostimulacije) (Oh-hora in Rao, 2009).

Pri sesalcih je torej aktivacija ali inhibicija limfocitov odvisna od §tevilnih imunskih in
drugih signalov, ki so lahko pozitivni ali negativni. Ti spodbudijo tar¢ne limfocite, ki na
koncu dolo€ijo celicni odziv nanje, kot so celicna proliferacija, izlo€anje citokinov ali
apoptoza celice. Spremembe v koncentraciji znotrajcelicnega Kalcija igrajo klju¢no vlogo
pri dolo¢anju limfocitne celi¢ne aktivnosti (Lidy Verburg-Van Kemande in sod., 1998).
Tako je na primer aktivacija limfocitov T z antigenskim receptorjem tesno povezana s
povisanjem koncentracije znotrajceli¢nega Ca?*. Del dviga koncentracije Ca?* je odvisen
od pretoka Ca®*, na katerega se aktivirane celice T odzovejo s povedanim iztokom K.
Dvig koncentracije Ca®* preko receptorjev za pogon kanalov ali drugih signalnih poti je
odvisen od membranskega potenciala. Depolarizacija limfocitne membrane zavira z
mitogenom aktiviran prevzem Ca?* v &loveskih limfocitih T (Shirley Lin in sod., 1993).
Medtem sta iniciacija proliferacije in apoptoze kot odgovor na navzkrizno povezovanje
membranskih Ig povezani s povecanjem koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v celicah B.
Celice T, nevrotransmiterji, hormoni in rastni faktorji delujejo preko G-proteina ali s
tirozin kinazo povezanimi receptorji za spodbujanje nastanka drugega sporo¢evalca InsP3
(inositol 1,45 -trifosfataza), ki nato difundira v citosol in z aktivacijo Ca*" kanalekov

sprosti Ca®** iz endoplazmatskega retikuluma. Kalcijevi signali in spremembe v
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koncentraciji znotrajceli¢nega kalcija se lahko hitro konéajo s pomo&jo Ca®* &rpalk, kar
omogo&a nastanek kratkih Ca®* vrhov (oscilacije) in valov (Lidy Verburg-Van Kemande in
sod., 1998).

Ko v procesu diferenciacije celice dobijo vsaka svojo nalogo, se navadno nehajo deliti.
Diferencirane celice ohranijo moznost ponovnega vstopa v celi¢ni cikel, kar je ponavadi
odgovor na rastne faktorje. Koncentracija Ca* je eden izmed klju¢nih regulatorjev celi¢ne
proliferacije, delovanja in povezovanja z drugimi signalnimi potmi. V primeru odgovora
limfocitov na antigen je le-ta v vlogi rastnega faktorja. Z vezavo antigena na T-celi¢ni
receptor (TCR) in kaskado dogodkov povzroci sestavljanje supramolekularne aktivacijske
skupine (Berridge in sod., 2000).

Glavni dogodek po stimulaciji limfocitov je torej sprememba v koncentraciji
znotrajcelicnega kalcija, kar za sabo potegne Stevilne celi¢ne procese — kemotakso,
oksidativni izbruh, proizvajanje citokinov in fagoctiozo. Merjenje sprememb v
koncentraciji znotrajceli¢nega kalcija levkocitov lahko prispeva k pojasnitvi patofiziolosko
pomembnih mehanizmov celi¢ne aktivacije, ki jih sumimo za dovzetnost na okuzbe,

vnetja, hiranje in podhranjenost ter poskodbe srca (Shepers in sod., 2009).

2.3 PRETOCNA CITOMETRIJA

Pretocna citometrija je tehnika, s katero merimo in analiziramo lastnosti posameznih celic,
Ki v suspenziji ena za drugo potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe. V eni sekundi
lahko analiziramo ve¢ sto celic, kar nam da zanesljivo podobo o fizikalnih in biokemi¢nih
lastnostih celic. Svetlobni zarek zadane ob celico, se odbije, lomi ali pa se absorbira v
fluorokromih, ¢e smo jih predhodno vezali na celice in celica s fluorokromom nato oddaja
svetlobo daljse valovne dolzine (Kotnik in sod., 2010). S preto¢no citometrijo merimo
relativno velikost in granuliranost delcev ter relativno intenziteto fluorescence. Te lastnosti
dolo¢amo z uporabo sklopljenega opti¢no-elektronskega sistema, ki belezi, kako celica ali

delec razprsi lasersko svetlobo in odda fluorescenco.
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Preto¢ni citometer je sestavljen iz treh glavnih povezujo¢ih se sistemov: fluidnega,
optiCnega in elektronskega. Fluidni sistem z usmerjenim tokom prenasa delce do
laserskega zarka, ki osvetli tok delcev vzorca, opti¢ni filtri pa usmerjajo svetlobne signale
do ustreznih detektorjev. Elektronski sistem pretvori zaznane svetlobne signale v
elektronske signale, ki jih nato obdela racunalnik. Vsak delec ali celica, velika od 0,2 do
150 mikrometrov, je primerna za analizo na citometru. Pred analizo je potrebno celice iz

masivnega tkiva raz¢leniti.

Del fluidnega toka, kjer se nahajajo delci, se imenuje jedrni vzorec. Ko delce prestrezemo
z laserskim zarkom, sipajo svetlobo. Vse fluorescentne molekule, prisotne na delcu,
fluorescirajo, razprsena in fluorescentna svetloba se zbirata na ustrezno namescenih lecah.
Razcepitveni zarek in filtri usmerjajo razprSeno in fluorescentno svetlobo do primernih
detektorjev. Detektorji proizvedejo elektronske signale, sorazmerne optiénim signalom, ki
so jih dosegli. Podatki se zbirajo za vsak delec ali dogodek. Znacilnosti ali parametri

vsakega dogodka temeljijo na njegovem sipanju svetlobe in fluorescentnih lastnostih.

Ko svetloba iz laserja zadane celico, se Zarek svetlobe sipa. Sipanje zaradi uklona svetlobe
na robovih celice zazna prednji detektor sipanja (»Forward Scatter«, FSC) in nam pove,
kako velika je posamezna celica - jakost signala na FSC je v korelaciji z velikostjo celice.
Sipanje zaradi odboja svetlobe meri stranski detektor sipanja (»Side Scatter«, SSC) in je
odvisno od granuliranosti celice. Merjenje sipanja svetlobe nam torej omogoci lo¢evanje
celiénih populacij glede na velikost in granuliranost. Povezava meritev FSC in SSC
detektorjev omogoca razlikovanje celicnih vrst v heterogenih populacijah celic (BD

Biosciences, 2000).

Z merjenjem fluorescence pri razlicnih valovnih dolzinah dobimo kvantitativno in
kvalitativno informacijo o s fluorokromi oznacenih celi¢nih oznacevalcih. Lahko jih
ozna¢imo s specificnimi protitelesi, neposredno oznacenimi S fluorokromom ali pa
uporabimo sekundarna, s fluorokromom oznadena protitelesa. Ce uporabljamo razli¢ne
fluorokrome, ki absorbirajo svetlobo v enakem valovnem obmocju, emitirajo pa jo v
razli¢nih, lahko opazujemo ve¢ razli¢nih oznaevalcev naenkrat. Vecina citometrov ima

vsaj tri detektorje fluorescence: FL1 za zeleno, FL2 za rumeno in FL3 za oranzno
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fluorescenco (BD Biosciences, 2000). V detekcijski coni se nahaja sistem le¢, ki sprejeto
svetlobo posredujejo fotopomnozevalkam, ki opticne impulze spremenijo v elektricne,
konvertorji pa v kon¢ne digitalne impulze. Izmerjene vrednosti elektri¢nih signalov po
racunalniski obdelavi graficno prikazemo in tako o vsaki celici dobimo podatke o njeni
relativni velikosti, zrnatosti in o vrstah ter jakosti oddanih fluorescen¢nih signalov (Than,

1999).

Preto¢ni citometer se uporablja za merjenje razli¢nih funkcionalnih parametrov, ki so
zanimivi tudi za imunologe (June in Moore, 2004), dragocena je predvsem za lo¢evanje in
merjenje odzivov pri razli¢nih vrstah levkocitov, med njimi limfocitov (Shepers in sod.,
2009). Z metodo pretocne citometrije lahko analiziramo limfocitne populacije v Kkrvi.
Analiza je zlasti pomembna za opredeljevanje prirojenih in pridobljenih imunskih
pomanjkljivosti, pri katerih lahko ugotovimo pomanjkanje dolocene vrste limfocitov. Ker
manjkajoci limfociti ne opravljajo predvidenih nalog, imunski odziv ni popoln ali pa ga ni.
Merjenje koncentracije 0z. dolocanje deleza celic T pomagalk v Kkrvi je najboljsi
laboratorijski pokazatelj napredovanja bolezni, kakor tudi uspe$nosti zdravljenja (June in
Moore, 2004).

Razvoj Stevilnih novih fluorescentnih sond pa omogoca tudi merjenje koncentracije
razli¢nih znotrajceli¢nih ionov v posameznih Zivih celicah. Mednje spadajo kalcij,
magnezij, natrij, kalij in vodik (merjenje pH). Vse prejSnje tehnike merjenja znotrajceli¢nih
ionov so dolocile srednjo vrednost za populacijo celic, kar pa ne omogoca optimalne
lo€ljivost celi¢nih odzivov na stimulacije. Preto¢ni citometer je Se posebej uporaben za ta
namen, saj lahko meri ionske koncentracije v velikem $tevilu posameznih celic in omogoca
povezavo ionske koncentracije z drugimi parametri, kot so imunofenotip in celi¢ni cikel
(June in Moore, 2004).

Spremembe v koncentracijah znotrajcelicnega kalcija lahko torej vrednotimo in opazujemo
z uporabo fluorescentnih Ca®* indikatorjev, kot je Fluo-3, ki ga lahko vnesemo v intaktne
celice (Shepers in sod., 2009). Fluo-3 je eden izmed najustreznejsih kalcijevih indikatorjev
za uporabo pretocne citometrije. Absorbcijski in emisijskih vrh ima pri 506 in 526 nm.

Vzbujen je lahko z argonskim ionskim laserjem pri 488 nm, njegova oddaja fluorescence
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pa se povea s povetano koncentracijo Ca®*, ki je lahko od 5 do 10-kratna, pri tako
velikem razponu pa Se vedno ostaja visoko obcutljiv (Takahashi in sod.,1999). Filtri za
fluorescin in njegova visoka afiniteta do Ca** z argonsko ionskim laserjem omogogajo

vidljivost fiziolo§ko pomembnih sprememb v koncentracijah Ca®* (Shepers in sod., 2009).

Ker vecina kemijskih fluorescentnih indikatorjev v celico ne more prodirati, se je za vnos
Ca®* indikatorjev potrebno posluziti posebnih invazivnih ali biokemisjkih tehnik. Veliko
fluorescentnih kalcijevih indikatorjev je derivatiziranih z AM — acetoksimetil ester (June in
Moore, 2004), ki so celi¢no propustni. Za razliko od prvotne aktivne oblike lahko indikator
v obliki AM s pasivno difuzijo potuje po celicni membrani in ko je enkrat v notranjosti
celice, esteraze cepijo AM skupino s sonde, kar pripelje do vnosa indikatorja, ki v celici

sicer ni dovoljen (Takahashi in sod., 1999).

2.4  SPODBUJEVALCI ZNOTRAJCELICNEGA Ca®*

lonomicin, PHA, aktivirajoca protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28 in
LPS so snovi, ki ob vezavi na limfocitne receptorje delujejo kot spodbujevalci in

povecujejo koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija.

2.4.1 lonomicin

lonofor je v lipidih topna proteinska molekula, ki jo navadno sintetizirajo mikroorganizmi
za transport ionov preko lipidnega dvosloja celicne membrane. Obstajata dve vrsti
ionoforov. Mobilni prenasalci ionov so male molekule, ki se veZejo z dolocenim ionom in
s tem zascitijo njegov naboj pred medijem, ki ga obdaja, nato pa ga prenesejo preko
hidrofobne lipidne membrane. Medtem kanal¢ki v membrani ustvarijo hidrofilno poro in s
tem omogocijo ionom prehod brez kontakta z membrano. Ionofori prekinejo
transmembranski koncentracijski gradient ionov, ki je potreben za pravo delovanje in

prezivetje mikroorganizmov, zato pravimo, da imajo antibioti¢ne lastnosti. Mikrobi jih

izdelujejo zato, da se branijo pred drugimi konkuren¢nimi mikrobi. V laboratorijskih
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raziskavah jih uporabljamo za porast prepustnosti bioloSkih membran za doloCene ione,

nekateri so v uporabi tudi kot antibiotiki (Robi¢, 2008).

lonomicin je ionofor, ki izhaja iz aktinobakterije Streptomyces conglobatus. Deluje kot
gibljivi prenasalec kationov preko lipidne membrane. Samostojen je prosta kislina z
molekulsko maso 709 Da in empiricno formulo C41H7209, kot kalcijeva sol pa ima
molekulsko maso 746 Da in empiricnho formulo C41H7009Ca. Za prenos 1 mola kalcija
preko membrane je tako potreben 1 mol ionomicina (Liu in Hermann, 1978). lonomicin
deluje celicno nespecifi¢no in poveca koncentracijo kalcija v celici zaradi prenosa kalcija
iz zunajceliCnega prostora in iz znotrajcelicnih predelov, ki vsebujejo zalogo kalcija
(Clementi in sod., 1994).

lonomicin z odpiranjem kalcijevih kanalckov povisa koncentracijo kalcija v celici in tako
posnema delovanje IP3 (Gajewski in sod., 1990). V raziskavah se uporablja za zviSevanje
koncentracije Ca®" pri opazovanju transporta Ca?* preko bioloske membrane. Uporablja se
tudi za stimulacijo znotrajceli¢cne produkcije citokinov, interferona, perforina, IL-2 in IL-4,
navadno v kombinaciji s PMA (4-metoksiamfetamin, ki deluje kot pozivilo). Ti citokini so
pomembni pri vnetnem odgovoru. Ionomicin se veze v membrane celice in porusi gradient
Ca?* med zunanjostjo in notranjostjo citosola, kar se splosno uporablja kot umeritev
koncentracije kalcijevih ionov, saj lahko dobimo najmanjsi in najveéji odgovor celic na
Ca?* (Robig, 2008).

Z ionomicinom, ki je selektiven za Ca®*, na preprost nain proucujemo zmogljivost celic
glede na koncentracijo Ca®*. V plazemsko membrano vstavimo fiksno preto¢no pot Ca* in
spremljamo spremembe koncentracije Ca?*. Poleg ostalih celic ionomicin povzro¢i
spremembe tudi v limfocitih B in T. V teh celicah je sprememba koncentracije Ca*
odvisna od membranskega potenciala s stimulacijo hiperpolarizacije in inhibicijo
depolarizacije, kar povzroci dvig Ca’*. Dvig v koncentraciji Ca** po dodatku ionomicina je

veliko vigji pri celicah T kot pa pri B (Mason in Grinstein, 1993).
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2.4.2 Fitohemaglutinin (PHA)

Lektini so proteini, ki vezejo ogljikove hidrate reverzibilno in na specificen nacin. Pogosto
imajo hemaglutininske lastnosti. Mednje spada tudi fitohemaglutinin (PHA), ki je lektinski
izvlecek rdecega fizola v zrnju (Phaseolus vulgaris). Sestavljen je iz dveh sorodnih si
proteinov, levkoaglutininov PHA-L in PHA-E. Crki L in E v imenu oznaéujeta, da proteina
aglutinirata bodisi levkocite bodisi eritrocite. Lektini imajo Stevilne ucinke na celi¢ni
metabolizem: inducirajo mitozo, ucinkujejo na celicno membrano in permeabilnost
proteinov, prav tako pa aglutinirajo vecino sesalskih rde¢ih krvni¢k (Hamelryck in sod.,
1996). Poleg aglutinacije ¢loveskih eritrocitov ima tudi zmoznost stimulacije limfocitov T,

medtem ko ima na limfocite B malo ali ni¢ vpliva (Kosti in sod., 2010).

Fitohemaglutinin je mocan spodbujevalec limfocitov, spodbudi lahko od 70 do 90%
preoblikovanja obic¢ajnih ¢loveskih limfocitih, prisotnih v krvnem obtoku. Ta lastnost PHA
omogoca preprost, vendar uporaben nadin za raziskovanje limfocitnega vedenja
(Trubowitz in sod., 1966). Ravno zaradi tega ga uporabljamo kot enega izmed

spodbujevalcev limfocitnih celic pri opazovanju koncentracije znotrajceli¢nega Ca?*.

2.4.3 Monoklonska protitelesa CD3 in kostimulatorna protitelesa CD28

Ker so si limfociti med seboj morfolosko zelo podobni, jih med seboj razlikujemo s
hibridiziranimi monoklonskimi protitelesi CD. Posamezna vrsta monoklonskih protiteles je

specifi¢na za eno vrsto molekul na povrsinah ¢loveskih limfocitov (Ihan, 2002b).

Protitelesa CD3 so specifi¢na za TCR, ki se nahaja samo na limfocitih T. Kadar delamo
imunofluorescenéni test s fluorescenéno oznacenimi protitelesi, so vse celice, ki

fluorescirajo, limfociti T (lhan, 2002b).

CD28 je najbolje poznana kostimulatorna molekula, kostimulacija CD28 pa ima jasno
opredeljeno vlogo. Ob prvem stiku s tujim patogenim aktivira CD8 naivne celice T
(citotoksi¢ni limfoctiti T). Njihova aktivacija zahteva sprejem dveh signalov antigen

predstavitvene celice (APC). Prvi signal potuje preko TCR, drugi, kostimulatorni signal je
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zagotovljen s CD28 po vezavi na ligande (CD80 ali CD86) APC. Ta dva signala oblikujeta
osnovno dvosignalno teorijo aktivacije limfocitov. Signaliziranje preko CD28 povecuje
aktivacijo naivnih celic T, proliferacijo in njihovo preZivetje. Prav tako je ta isti signal
nujno potreben za razvoj primarnih CD8 T celi¢nih odgovorov na vecino patogenov. Med
primarnim CDS8 celi¢nim odgovorom CD28 deluje kot dopolnilni signal skozi TCR -
znizuje aktivacijski prag in z izboljSanjem prezivetja celic T §Citi pred celicno smrtjo,
inducirano z aktivacijo, medtem ko sekundarni celi¢ni odgovor (ob ponovnem srecanju z

istim antigenom) najverjetneje ne zahteva njihove prisotnosti (Borowski in sod., 2007).

2.4.4 Lipopolisaharidi (LPS)

Bakterijska stena je trdno ogrodje, ki daje bakterijam obliko in jim omogoca ziveti V
okolju, kjer koncentracije osmozno aktivnih molekul niso uravnovesSene z bakterijsko
citoplazmo. Bakterija v citoplazmo koncentrira Stevilne osmozne aktivne molekule, ki proti
okolici povzrocijo velik notranji osmotski tlak. Nastali tlak dale¢ presega trdnost
citoplazemske membrane in bakterijo bi razneslo, ¢e je ne bi obdajala trdna stena. Znacilna
komponenta bakterijske stene je peptidoglikan, ki sestoji iz N-acetilglukozamina in N-
acetilmuraminske kisline. Peptidoglikanska mreza ovija po Gramu pozitivne bakterije v
Stevilnih plasteh in tvori do 50 % mase bakterijske stene. Po Gramu negativne bakterije so
ovite le z enojno ali dvojno plastjo peptidoglikana (5 do 10 % mase bakterijske stene)
(Ihan, 2002a).

Bakterijska stena po Gramu negativnih bakterij vsebuje dve dodatni plasti, ki obe navzven
obdajata peptidoglikan; ti sta zunanja membrana in periplazemski prostor, ki je vmesni
prostor med peptidoglikanom in zunanjo membrano. Zunanja membrana je zgrajena kot
asimetri¢ni lipidni sloj, v katerega so vlozeni proteini, med njimi so zlasti pomembni
porini. Notranji lipidni sloj je podoben fosfolipidnemu sloju citoplazemske membrane.

Zunanji lipidni sloj pa sestavljajo lipopolisaharidne molekule (Ihan, 2002a).

Lipopolisaharidi (LPS ali endotoksin) so sestavljeni iz lipidne molekule, imenovane lipid

A. Nanj je vezan sredi$¢ni polisaharid, iz katerega §trlijo navzven terminalne polisaharidne
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verige. Osnovo lipida A tvorijo enote fosforiliziranega glukozamina, na katerega so
pritrjene dolgoverizne mascobne kisline. Vrsta mas¢obnih kislin je odvisna od bakterijske
vrste. SrediS¢ni polisaharid je sestavljen podobno kot pri vseh po Gramu negativnih
bakterijah, ki imajo LPS. Po sestavi terminalnih polisaharidnih verig obstajajo med po
Gramu negativnimi bakterijami velike razlike. Terminalna polisaharidna veriga je
sestavljena iz osnovnih enot. Terminalni polisaharidi Strlijo iz bakterijske stene in zaradi
svoje zunanje lege izzovejo mocan protitelesni imunski odziv, zato so pomembni kot
antigeni po Gramu negativnih bakterij (antigeni O). Zaradi raznolike sestave terminalnih
polisaharidov obstajajo Stevilne razli¢ice antigenov O, samo pri salmonelah jih je znanih

ve¢ kot 2000 (Than, 2002a).

Molekule LPS so pomembne zaradi toksi¢nih ucinkov. LPS spodbudi makrofage, da
izlocajo velike koli¢ine mediatorjev imunskega odziva — citokinov. Vecja koli¢ina
citokinov v organizmu povzro¢i hude okvare zilja, zato obseznejSa okuzba z Gram
negativnimi bakterijami lahko povzroci nastanek septi¢nega Soka. Toksi¢ni u€inek LPS je

skoraj v celoti vezan na lipid A (lhan, 2002a).

Nekatere po Gramu negativne bakterije, ki so sicer naseljene na sluznicah (npr. najserije,
hemofilusi), imajo namesto dolgoveriznih terminalnih polisaharidov mnogo krajSe in
razvejane polisaharide. Zato pri takih bakterijah namesto o LPS govorimo o
lipooligosaharidu. Nekateri lipooligosaharidi imajo terminalne sladkorje, ki so podobni
eritrocitnim molekulam. Na te sladkorje lahko bakterija encimsko veze ¢lovesko siali¢no
kislino in z njo zamaskira svojo povrsino, da je imunske celice in protitelesa ne prepoznajo
(Ihan, 2002a).

LPS je glavni virulentni dejavnik po Gramu negativnih bakterij, odgovoren za letalne
uc¢inke in kliniéne manifestacije bolezni pri ljudeh in Zivalih. Sesalci smo zelo obcutljivi
nanj ze v manjSih odmerkih (Swain in sod., 2008). Pri nenadzorovanem razmnoZevanju in
Sirjenju bakterij po krvi pride do preplavljanja organizma z bakterijami in njihovimi
toksi¢nimi sestavinami. Toksi¢ni del molekule LPS je lipid A, ki se sprosti, kadar se
bakterije razkrojijo, npr. zaradi delovanja komplementa, fagocitov ali antibiotikov (Koren,

2002). T-celi¢ni receptorji TLR-4 (angl. toll-like receptor, TCR) specificno prepoznajo

16



Skrjanc N. Merjenje znotrajcel. kalcija po spodbujanju limfocitov z razli¢nimi bakterijskimi LPS in gliviénimi betaglukan molekulami.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniika fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

lipid A in aktivirajo gostiteljev imunski odziv. LPS oziroma lipid A v krvnem obtoku
povzroci obsezno sproscanje biolosko aktivnih citokinov (Swain in sod., 2008). Odgovoren
je za zacetek procesov, ki zaradi burnega sistemskega odziva pripeljejo do sepse in
septi¢nega Soka. Inducira nenadzorovano sproscanje vnetnih mediatorjev imunskih celic,
zlasti monocitov in makrofagov. Glavni vnetni citokini, proizvedeni med okuzbo (TNF-q,
interlevkin IL-1p, interferon IFN-y in 1L-12) nepravilno aktivirajo gostiteljev imunski
odziv. Obsezna apoptoza limfocitov je klju¢na tocka patogeneze vsake sepse (Jeong in
sod., 2009). Sepsa se v najhujSih primerih razvije v septicni Sok s hudo prizadetostjo
krvnega obtoka, trdovratnim znizanje krvnega tlaka in odpovedjo ve¢ organov. Bolnikovo

zivljenje je ogrozeno (Koren, 2002).

2.5 MODULATORIJI ZNOTRAJCELICNEGA Ca?*

Modulatorji imunskega odziva po dolocenem casu izpostavljenosti spremenijo odzivnost
celice. Spremenjena celica se tako ob stiku z dolocenimi mitogeni na le-te odzove drugace,

njena odzivnost je lahko povisana ali zmanjSana.

2.5.1 Betaglukan

Betaglukani so naravni polisaharidi mikrobnega izvora (Kim in sod., 2007). Betaglukan je
poglavitna komponenta celi¢ne stene veCine gliv, nekaterih bakterij in rastlin. V celi¢ni
steni gliv je sestavljen iz D-glukoz, povezanih z (1,3)-p-vezmi, in vsebuje razli¢ne koli¢ine
stranskih verig, povezanih z (1,6)-pB-vezmi. V celi¢ni steni gliv je betaglukan povezan s
hitinom, drugimi polisaharidi in manoproteini in tvori do 60 % suhe teze celi¢ne stene gliv.
Betaglukani imajo razli¢no molekulsko maso, razli¢no stopnjo razvejanosti in se pojavljajo

......

strukturah. Vecinoma so netopni v vodi, raztopijo pa se v razred¢enih bazah (StopinSek in
sod., 2011).

Betaglukani imajo imunomodulatorne lastnosti. Delujejo protivnetno in zavirajo nastanek

raka, sprozijo nastanek reaktivnih kisikovih spojin, vnetnih mediatorjev in citokinov ter
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ojacajo celi¢no citotoksi¢nost (Stopinsek in sod., 2011). Receptorji naravne imunosti, ki
prepoznajo betaglukane, so dektin-1 na makrofagih, ki posredno aktivira fagocite in
proizvodnjo citokinov; komplementni receptor 3 ter odstranjevalni receptorji (CD5, CD36
in SCARF1). Aktivirani receptorji komplementa na naravnih celicah ubijalkah, nevtrofilcih
in limfocitih so lahko povezani s citotoksi¢nostjo tumorja (Chen in Seviour, 2007; Kim in
sod., 2007).

Med seboj se betaglukani strukturno razlikujejo, imajo razlicne afinitete na receptorje in
posledicno ustvarjajo razlicne imunske odzive gostitelja (Stopinsek in sod., 2011).
Clovesko telo ni sposobno naravne sinteze betaglukanov, zato so molekule v imunskem
sistemu prepoznane kot tuje in sprozijo tako pridobljen kot specificen imunski odziv, ki
sestoji iz celic B in T (Chen in Seviour, 2007). Zaradi tega je potrebna posebno skrbna
izbira betaglukanskih produktov, ¢e zelimo optimizirati njihovo uporabo. Tudi stene
patogenih gliv vsebujejo betoglukan. Ceprav se betaglukan patogenih gliv ne uporablja v
klinicne namene, je prav tako pomemben za sprozitev protiglivhega odziva gostitelja.
Katera komponenta celi¢ne stene je spodbujevalec, ni vedno jasno, kot tudi to, ali imajo
vse glive podoben nacin delovanja. Nekateri glivicni betaglukani mo¢no spodbujajo nas
imunski sistem in delujejo protivnetno — §¢itijo pred napadom patogenih mikrobov in

Skodljivim u¢inkom okoljskih toksinov ter karcinogenih snovi (Stopinsek in sod., 2011).

2.5.2 Glatiramer acetat

Pomemben cilj raziskav avtoimunskih bolezni, kot je na primer multipla skleroza, je razvoj
novih terapij, ki bi specifi¢no prepoznavale samoreaktivne imunske celice. Zeleni cilji so
spremeniti TCR s kostimulatorno signalno molekulo ter njune znotrajceli¢ne signalne poti.
Za multiplo sklerozo so znacilne perivaskularne infiltracije CD4 celic T in mononuklearnih
celic v centralni zivéni sistem z naknadno demielizacijo aksonskih poti, kar vodi v

progresivno paralizo (Metz in sod., 2004).

Zdravilo glatiramer acetat s komercialnim imenom Copaxone je sestavljeno iz meSanice

aminokislin glutamina, lizina, alanina in tirozina razli¢nih dolzin. Bolniki z recidivno
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reminentno multiplo sklerozo si ga s pomoc¢jo injekcije vsakodnevno vbrizgavajo v
podkozje. Zdravljenje z glatiramer acetatom sprozi premik limfocitov iz oblike
proinflamatornih celic pomagalk Thl, ki bolezen ves ¢as spodbujajo z indukcijo nizke
ravni stimulacije TCR, proti Th2 regulatornem celi¢cnem fenotipu. Th2 regulira bolezen in
zavira vnetni odziv. Glatiramer acetat lahko tudi blokira predstavitev antigenov s
kompetitivno vezavo na molekule MHC (Podojil in Miller, 2009). V klini¢nih $tudijah je
glatiramer acetat izkazal zmanj$anje Stevila in jakosti izbruhov bolezni (Metz in sod.,
2004).

2.5.3 Natrijev nukleinat

Natrijev nukleinat (angl. sodium nucleinate, SN), v Rusiji registriran kot Tamerit®, je 2-
amino-1,2,3,4,-tetrahidroftalazin-1,4-dion dihidrat natrijve soli, derivat dobro poznane
kemi¢ne substance luminol. V Ruski farmakopeji je opisan kot imunomodulatorna
substanca s protivnetnimi in antioksidativnimi lastnostmi. Sestavljen je iz dveh zelo
aktivnih aminoftalhidratov. SN je obetaven zaviralec veckratnega vnetnega izloCanja
citokinov, to pa lahko sprozi ali podalj$a znatno Stevilo patoloskih procesov. Inhibicija

sproscanja citokinov lahko sluzi kot orodje za nadzor bolezni (Juki¢ in sod., 2011).

Natrijev nukleinat ob spodbujanju sepse z LPS pri mi$jih modelih zavira razvoj le-te.
Zavira nastanek vnetnih citokinov v citoplazmi in zaradi tega pri mi§jih modelih zavre
razvoj sepse. V CloveSskih mononuklearnih celicah, predhodno spodbujenih z LPS-om,
ravno tako vpliva na zmanjSanje Stevila vnetnih citokinov (TNF-a, IFN-y, IL-6). Juki¢ in
sodelavci so s svojimi poskusi pokazali, da je natrijev nukleinat zaviralec izlo€anja vnetnih
citokinov in se bo v prihodnosti lahko uporabljal za zdravljenje sepse — zdravilo za

zaviranje patogenosti molekule LPS (Juki¢ in sod., 2011).

2.5.4 Metilprednizolon

Kortikosteroidi so hormoni, ki jih proizvaja nadledvi¢na Zleza. Ti hormoni pomagajo
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telesu, da se borijo proti vnetju, alergijskim reakcijam in drugim stresom. Zdravilo
metilprednizilon spada pod glukokortikosteroide in metilprednizolna zdravila. Ima dve
glavni znacilnosti: zmanjSuje vnetja v telesu in delovanje imunskega zdravila, zato mu
pravimo tudi protivnetno zdravilo. Prednizolna (Prednisolone) in metilprednizolna
(Medrol, Methylpred, Solu-Medrol) zdravila so torej skoraj nepogresljiva pri zdravljenju z
imunosupresijo. Na molekularnem nivoju ti glukokortikosteroidi zavirajo transkripcijo
gena za IL-2 in s tem vplivajo na signalno pot pri aktivaciji celic T. Prav tako blokirajo
izrazanje IL-1, IL-6 in TNFa, zavirajo migracijo monocitov in makrofagov ter zmanjSajo

stevilo celic T, eozinofilcev in bazofilcev v obtoku (Prokai in sod., 2012).

Glukokortikosteroidi mo&no zavirajo krozenje Ca®* in Na* preko plazemske membrane.
Metilprednizol inhibira prevzem Ca®* in Na* s plazemske membrane, sintezo RNA/DNA
in oksidacijske reakcije ter spodbuja odliv protonov preko mitohondrijskih notranjih
membran. Zmanjuje prosti znotrajceli¢ni Ca®* in odpravlja morebiten dvig v koncentraciji
Ca’*. To mu omogola njegova lastnost raztapljanja v membranah - v velikih
koncentracijah vpliva na fizikalno-kemijske lastnosti membrane ter aktivira z membrano

povezane proteine (Buttgereit in sod., 1997).
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3 MATERIALI IN METODE

IZOLACIJA MNC
1x10° celic/ml.

A 4

PRIPRAVA PLOSCICE (24 vdolbinic) ZA
INKUBACIJO Z IZBRANIMI SPODBUJEVALCI IN

MODULATORIJI
\ 2 y L
18-urna inkubacija 40-urna inkubacija 72-urna inkubacija
° LPS
e Betaglukan e lonomicin + PMA
e Natrijev nukleinat e PHA e CD3"+CD28"
o Glatiramer acetat e Metilprednizolon
N/
PO INKUBACIHJI:
PRIPRAVA CELIC ZA MERJENJE NA PRETOCNEM
CITOMETRU
v v
Dodatek
MERJENJE sprozilcev tik (" H:SA
BAZICNEGA Ca** pred merjenjem .
e __lonomicin

ODCITAVANIE REZULTATOV NA PRETOCNEM
CITOMETRU (FACS Diva Software)

Slika 1: Shema poskusa.

Legenda: CD3 + CD28 (aktivirajo¢a protitelesa CD3 skupaj z kostimulatorno molekulo CD28); PHA
(fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).
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3.1

3.1.1

MATERIALI

Uporabljeni reagenti

MEDIJ MlII:
— RPMI: 1640 medium (hepes modificated), Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
— Fetal bovine serum (FCS): Gibco; Auckland, Nova Zelandija
— Penicilin — Streptomicin: Gibco; Auckland, Nova Zelandija
—  L-glutamin: GlutaMAX ™ 1, Gibco; Auckland, Nova Zelandija
PHA: Phytohemaglutinin 5mg, Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
lonomicin: lonomycin Ca®* salt 1mg, Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
PMA: Phorbol 12 myristate 13 acetat 1mg, Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
E. coli: Escherichia coli ATCC 25922 1 McF (8. 6. 2012)
Beta-glukan: Wako Chemicals USA, Inc.; ZDA
Natrijev nukleinat (Tamerit): Dekopharm; Rusija
Glatiramer acetat (Kopakson): Teva Pharmaceuticals VB (Teva LTD); Izrael
Metilprednizolon (Medrol): Pfizer Luxemburg; Luksemburg
CDa3: Purified NA/LE mouse anti-human CD3 0,5 mg, BD Biosciences; San Jose,
Kalifornia, ZDA
CD28: Purified NA/LE mouse anti-human CD28 0,5 mg, BD Biosciences; San
Jose, Kalifornia, ZDA
LPS: Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA
Ficoll — pague ™ plus (endotoxin tested), GE Healthcare, Svedska
Epruvete z EDTA: Epruvete BD Vacutainer ® K2E 10,8 mg, BD Phymouth UK;
Velika Britanija
Medij za pripravo celic pred merjenjem na preto¢nem citometru (pripravljen na
Institutu za biokemijo)
Probenecid (25 g): Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
Fluo-3 AM; Sigma-Aldrich; St. Louis, ZDA
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e Test Edu: Invitrogen™ Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Flow Cytometry Assay
Kit, Invitrogen, California, USA

3.1.2 Priprava reagentov

3.1.21 Medij Il

Za pripravo medija Il smo zmesali:

e 400 ml RPMI
e 20mlFCS
e 4 ml Penicilin — Streptomicin

e 1,6 ml L-glutamin
Priprava medija II je potekala v mikrobioloski komori.

3.1.2.2 Betaglukan
Konéna koncentracija Curdlana (komercialno ime Betaglukan) je bila 10 mg/ml. Natehtali
smo 400 mg Curdlana in dodali 40 ml RPMI. Nato smo meSanico dobro premesali na

vorteksnem mesalu. Shranili smo pri -20 °C.
Priprava Betaglukana je potekala v mikrobioloski komori.

3.1.2.3 Medij za pripravo celic pred merjenjem na pretoénem citometru

HBSS (angl. Hank's balanced salt; Hanksova ozmolarna raztopina soli) smo dodali:
e 1 mM Kalcij
e 1 mM magnezij

e 1% (v/v) FBS (toplotno obdelan 1 uro na 56 °C) ali 0,5 % (w/v) BSA
Medij smo hranili na 4 °C (June in Moore, 2004).

Medij za pripravo celic pred merjenjem na pretoénem citometru so pripravili na Institutu

za biokemijo.
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3.1.2.4 Fluo-3 AM (acetoksimethil ester)

10 mg Fluo-3 AM smo raztopili v 1 ml DMSO, da je bila kon¢na koncentracija 10 mg/ml.
200 pl tako pripravljenega Fluo-3 AM smo zmesali z 800 ul medija za pripravo celic pred
merjenjem na preto¢nem citometru (do konéne koncentracije Fluo-3 AM 2 mg/ml).

Shranili smo v temo na -20 °C (June in Moore, 2004).

V 1 ml celi¢ne suspenzije smo zeleli 4 ug/ml Fluo-3 AM, ki smo ga zato k vzorcem

dodajali 2 pl.

3.1.2.5 Probenecid, 100 mM

Probenecid (Sigma) smo zmesali z vodo do 100 mM raztopine. Dodali smo 1M NaOH,
dokler se probenicid ni raztopil (pH od 9 do 10). Shranili smo na 23 °C (June in Moore,
2004).

3.1.3 Aparature in pribor

e Stojala za epruvete

e Epruvete

e Pipete

e Pasteurjeve pipete

e Centrifuga

e Vorteksno mesalo

e Neubauerjeve komore

e Ploscice za gojenje celi¢nih kultur z 24 vdolbinicami
e Pretocni citometer BDFACSCanto

e RacunalniSka oprema preto¢nega citometra (BD FACSDiva Software)
e Inkubator

e Vodna kopel

e Mikrobioloska komora

e Hladilna omara (2-8 °C)

e Zamrzovalna omara (-20 °C)
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e Zamrzovalna omara (-85 °C)

e Mikroskop

3.2 METODE

3.2.1 Nacrt poskusa

Vzorce krvi smo vsakotedensko pridobili iz Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino v Ljubljani, na oddelku za preskrbo s krvjo. Darovanje krvi je koordinirala vodja
Centra za izbor dajalcev in zbiranje krvi, Polonca Mali, dr. med. Kri so darovali zdravi
krvodajalci razlicne starosti in razlicnega spola. Vsak krvodajalec je ob darovanju krvi
podpisal soglasje za darovanje krvi v znanstvene namene. Vsa dokumentacija je shranjena
v Centru za izbor dajalcev in zbiranje krvi. Skupno smo iz Zavoda RS za transfuzijsko
medicino dobili 14 vzorcev. Poskus je trajal 7 tednov. Na zacetku vsakega tedna smo iz
dobljenih vzorcev (2 ali 3 vzorci) izolirali PBMC (mononuklearne celice, osamljene iz
krvi, angl. Peripheral Blood Mononuclear Cells). Celice smo inkubirali s spodbujevalci in
modulatorji ter tekom tedna merili koncentracijo znotrajcelinega kalcija, ki smo jo

dodatno spodbudili z razli¢nimi sprozilci.

V poskusu smo preverjali, kako razlicne snovi bodisi spodbujajoce bodisi zaviralno
vplivajo na koncentracijo in posledi¢no signalizacijo znotrajcelinega Kkalcija v
mononuklearnih krvnih celicah zdravih ljudi. Le-ta nosi kljuéno vlogo pri dolo¢anju
nadaljnje limfocitne aktivnosti (na primer razmnozevanja) (Lidy Verburg-Van Kemande in
sod., 1998).

Snovi, ki smo jih dodajali mononuklearnim krvnim celicam, smo razdelili v tri skupine.
Prvo skupino smo poimenovali spodbujevalci, za katere smo predvidevali, da mocno
povisajo koncentracijo kalcija v celici. Drugo skupino predstavljajo modulatorji, ki ob
svoji prisotnosti koncentracijo znotrajcelicnega kalcija lahko povecajo ali pa tudi

zmanjsajo.
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Vsakemu vzorcu smo po inkubaciji s spodbujevalci ali modulatorji izmerili njegovo
bazi¢no vrednost kalcija, to je bila koncentracija znotrajceli¢nega kalcija brez dodanih
sprozilcev. Nato smo tik pred merjenjem koncentracije kalcija na preto¢nem citometru
vsakemu vzorcu dodali razline sprozilce, snovi iz tretje skupine, za katere smo
predvidevali, da koncentracijo znotrajcelicnega kalcija po inkubaciji s spodbujevalci ali
modulatorji dodatno spodbudijo. Sprozilci so bili v nasem poskusu LPS, PHA in

ionomicin.

Preglednica 1: Spodbujevalci, modulatorji in sproZilci v na§em poskusu.

SPODBUJEVALCI MODULATORJI SPROZILCI
lonomicin + PMA E. coli + betaglukan LPS

CD3"+ CD28" E. coli + glatiramer acetat PHA

PHA E. coli + natrijev nukleinat IONOMICIN
E. coli E. coli + metilprednizolon

Legenda: PHA (fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).

3.2.2 Osamitev PBMC iz venske krvi

Mononuklearne celice smo iz krvi izolirali z metodo Ficoll Pague. Metoda je temeljila na
razlikah v gostoti mononuklearnih celic v primerjavi z drugimi krvnimi celicami. Za
izolacijo PBMC na gostotnem gradientu smo kot lo¢evalni medij uporabili Ficoll Paque.
Le-ta povzroc¢i nastajanje skupkov eritrocitov, ki se po centrifugiranju usedejo na dno
epruvete. Granulociti zaradi svoje gostote med centrifugiranjem prepotujejo plast medija v
celoti, po centrifugiranju jih zato najdemo nad eritrociti in pod plastjo lo¢evalnega medija.
Limfociti, monociti in trombociti so prisotni na meji med Ficoll Paque-om in krvno plazmo
v obliki belega obrocka. Na vrhu ostane krvna plazma in trombociti. Za osamitev PBMC
odpipetiramo limfocitni pas. Z nadaljnjim spiranjem odstranimo Se trombocite. Tako
dobimo suspenzijo celic, ki vsebuje 95+5 % mononuklearnih celic. Delez zivih celic je
95+5 %. S to metodo lahko iz vzorca krvi osamimo 50+15 % vseh limfocitov (Boyum,

1964; Isolation of mononuclear cells: Methodology and applications, 2007).
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krima plazma s trombocitt
kri, razredCena z RPMI
plast limfocitov m drugth mononukleamih celic

Ficoll-Paque
Ficoll-Paque

eritrociti i granulociti

Slika 2: Shemati¢ni prikaz lo¢itve krvi na Ficoll-Hypaque (Isolation of mononuclear cells, 2007: 9).

Postopek osamitve PBMC je potekal v sterilnih pogojih. Vzorec krvi posameznega
krvodajalca je bil razdeljen v dve 10-ml epruveti z EDTA. Vsak vzorec krvi smo ponovno
razdelili v dve enaki epruveti, dobro premesali na vorteksnem mesalu in jo nato z RPMI
razred¢ili v razmerju 1:1. Vsakega izmed stirih vzor¢kov smo razdelili na dva enaka dela
in previdno nadplastili na gostotno blazinico Ficoll — Paque (2 ml). Nato smo vzorce
centrifugirali 20 minut pri 1800 obratih na minuto in 20 °C. Po centrifugiranju smo s
Pasteurjevo pipeto odstranili krvno plazmo, limfocitni pas pa previdno locili od plasti
Ficoll - Paque in odpipetirali v novo epruveto. Pri tem smo pazili, da s pipeto nismo zajeli
granulocitov, ki so se posedli na dno epruvete. Iz dveh epruvet, napolnjenih z lo¢evalnim
medijem Ficoll — Paque-om, smo limfocitne oblake zdruzili v eno epruveto. Limfocite smo
ponovno red¢ili z RPMIv razmerju 1:1, ro¢no premesali in centrifugirali 10 minut pri 1800
obratih na minuto in 20 °C. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in celice razbili z
meSanjem na vorteksnem mesalu. Na koncu smo vsakemu vzorcu dodali 5 ml hranilnega
medija Ml in zdruzili vsak vzorec v svojo epruveto. Suspenzija PBMC je bila pripravljena

za Stetje na Neubaurjevi komori.

3.2.3 Uravnavanje koncentracije celic in dolo¢anje $tevila PBMC v vzorcih
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Osamljene celice smo resuspendirali v mediju za pripravo celic pred merjenjem na
pretodnem citometru in uravnali koncentracijo celic do 1 x 10° celic/ml. Krvne celice smo
Steli pod mikroskopom v komorah za Stetje krvnih celic. To so steklene ploscice, ki imajo
v osrednjem delu vrisano mrezo. Razli¢ne vrste komor imajo razlicne mreze. Uporabili
smo Neubauerjevo komoro. Celice smo §teli v $tirih velikih kvadratih s ploséino 1 mm?, Ki
jih sestavlja 16 manjsih kvadratov. Prostornina pod velikim kvadratom med objektnim in

krovnim stekelcem je 0,1 mm® (Zemva, 1968).

i

o]
13
3343 i 3

1 mm

|

Slika 3: MreZni sistem, vrisan na Neubauerjevi komori (Zemva, 1968: 176).

Za ugotavljanje Stevila zivih, neposkodovanih celic smo uporabili tripansko modrilo. To je
vitalno kislo barvilo, ki ga celice z normalno prepustnostjo membrane ne vsrkavajo, ¢e pa
je membrana poSkodovana, barvilo vdre v celico. Mrtve in okvarjene celice se zato
obarvajo modro (Vozelj, 1996). V 1 ml-epruveto smo odpipetirali 900 ul tripanskega
modrila (0,1 % modrila v 0,154 M NaCl) in 100 ul celi¢ne suspenzije ter premesali na
vorteksnem mesalu. Tako pripravljeno razredéeno suspenzijo celic smo nanesli na
Neubauerjevo komoro. PBMC, ki smo jih opazovali s svetlobnim mikroskopom, so bile

okrogle, imele so debelejso membrano in svetile zeleno.

PBMC smo preiteli v §tirih velikih kvadratih in izra¢unali povpre&je (N). Stevilo celic v
enem mililitru prvotne suspenzije izraCunamo po enacbi (1), ki upoSteva vsa red€enja med
pripravo suspenzije za Stetje celic. Nato Smo suspenzijo s hranilnim medijem uravnali do

koncentracije 1 x 10® PBMC/ml in Jjo uporabili za pripravo celi¢nih kultur.

stevilo celic/mililiter =N /0,1 x 10* .. (1)
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3.2.4 Stimulacije limfocitov z razlicnimi modulatorji in merjenje koncentracije

znotrajcelicnega kalcija

Po uravnavanju koncentracije mononuklearnih celic smo jih pripravili za inkubacijo z
razlicnimi spodbujevalci in modulatorji. Za vsak spodbujevalec in modulator smo
preracunali zacetni volumen (ul) v 1 ml celic, da smo dobili Zeleno kon¢no koncentracijo.
Modulatorjem imunskega odziva smo predhodno dodali tudi dolo¢eno koncentracijo
inaktivirane E. coli. Celice in njihove stimulatorje ter modulatorje smo napipetirali v
plos¢ico za merjenje celi¢nih kultur z 24 vdolbinicami. Za vsak vzorec smo pripravili tudi
negativno kontrolo, ki je bila suspenzija PBMC v hranilnem mediju MII. Plos¢ico smo

inkubirali na 37 °C po pripadajocih inkubacijskih ¢asih.

Preglednica 2: Kon¢na koncentracija in inkubacijski Casi spodbujevalcev in modulatorjev koncentracije
znotrajcelicnega kalcija v vzorcih.

SPODBUJEVALEC KONCNA KONCENTRACIJA  INKUBACIJA
/IMODULATOR

LPS 10 ng/ml 18 ur
E. coli 1x10° CFU/ml 18 ur
BETAGLUKAN + E. coli 200 pg/ml + 1x10° CFU/ml 18 ur
NK + E. coli 7 pg/ml + 1x10° CFU/m 18 ur
GA + E. coli 50 pg/ml + 1x10° CFU/mI 18 ur
IONOMICIN + PMA 500 nM + 3,33 ng/ml 40 ur
PHA 5 pg/ml 40 ur
MP + E. coli 1 pg/ml + 1x10° CFU/ml 40 ur
CD3" + CD28" 1 pg/ml + Sug/ml 72 ur

Legenda: LPS (lipopolisaharid); NK (natrijev nukleinat); GA (glatiramer acetat); PHA (fitohemaglutinin);
MP (metilprednizolon).

3.2.5 Priprava celic za merjenje na preto¢nem citometru
Po dolo¢enem casu inkubacije s spodbujevalci ali modulatorji smo celice iz vdolbine na

ploséice prenesli v plasticne epruvete. Celicam z njihovimi spodbujevalci ali modulatorji

smo dodali 100 mM probenecida do kon¢ne koncentracije 40 pg/ml ter 2 mg/ml Fluo3-AM
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do kon¢ne koncentracije 2 ug/ml. Po dodatku reagentov smo celice 30 minut inkubirali v
vodni kopeli pri 37 °C in jih nato centrifugirali 6 minut pri 180 g in sobni temperaturi.
Supernatant smo odlili in previdno resuspendirali v 200 ul medija za pripravo celic pred

merjenjem na pretoénem citometru Konéna koncentracija celic je bila 3x10° celic/ml.

3.2.6 Imunokarakterizacija in merjenje koncentracije znotrajceli¢nega ca’* na

pretonem citometru

Tako pripravljene celice smo lahko pomerili na preto¢nem citometru. V laboratoriju za
celicno imunologijo (CEL) na Katedri za mikrobiologijo in imunologijo InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo se uporablja preto¢ni citometer BD FACSCanto, na katerem

je namesc¢ena programska oprema BD FACSDiva.

Slika 4: BD Biosciences. 2005. BD FACSCanto™ Flow Cytometer. San Jose, BD: 12 str.

Na preto¢nem citometru smo vedno najprej izmerili bazi¢no vrednost koncentracije
znotrajcelicnega kalcija, nato pa celice dodatno spodbudili z razli¢nimi sprozilci (LPS,

PHA, ionomicin), ki smo jih dodali tik pred merjenjem na preto¢nem citometru.
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Preglednica 3: Konéna koncentracija sprozilcev koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih.

SPROZILEC KONCNA KONCENTRACIJA
LPS 100 ng/ml

PHA 5 pg/ml

IONOMICIN 0,02 pg/ml

Legenda: PHA (fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).

Vsak vzorec, ki smo mu dodali sprozilec, smo tik pred merjenjem dobro premesali. Cas od
dodatka sprozilca do merjenja na preto¢nem citometru je moral biti zaradi hitrega odziva

koncentracije znotrajceli¢nega kalcija na sprozilec ¢im krajsi.

Epruveto z vzorcem celic smo ro¢no pripeli na nosilec citometra. Koncentracijo

znotrajceli¢nega kalcija smo merili priblizno 5 minut oziroma dokler vzorca ni zmanjkalo.

Po merjenju na preto¢nem citometru je le-ta v programu FACSDiva izrisal tockast
diagram, ki je prikazoval svetilnost Fluo3-AM v odvisnosti od ¢asa. 1z svetilnosti Fluo3-
AM smo sklepali na koncentracijo znotrajcelicnega kalcija razlicno spodbujenih ali

moduliranih celic z razli¢nimi sprozilci.

S pomocjo programske opreme pretocnega citometra, BD FACSDiva, smo na grafih
opazovali svetilnost Fluo3-AM, ki se je vezal na znotrajceli¢ni Ca?*, v odvisnosti od &asa
(Shepers in sod., 2009; June in Moore, 2004). Glede na rezultate svetilnosti (povpre¢na
vrednost fluorescence v opazovani populaciji limfocitov) smo sklepali na koncentracijo
znotrajceli¢nega kalcija. Vec kot je bilo celic pri visji svetilnosti, ki so tvorile zgoS¢en vrh,
visja je bila koncentracija znotrajceliénega kalcija. Ce je bilo $tevilo celic vedje pri nizjih

svetilnostih, je bila koncentracija znotrajceli¢nega kalcija manjsa.
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Slika 5: Koncentracija znotrajceli¢nega kalcija brez dodanega spodbujevalca ali modulatorja (slika levo), ob
dodatku metilprednizolona, ki je mocan zaviralec imunskega odziva (slika na sredini) ter ob sprozilcu z
ionomicinom (slika desno). Na wvsaki izmed slik je v prvem stolpcu prikazana bazi¢na koncentracija
znotrajceli¢nega kalcija (brez dodatka sprozilca), drugi stolpec prikazuje koncentracijo znotrajceli¢nega
kalcija ob dodatku sprozilca LPS-a ter tretji ob dodatku sprozilca PHA. Vsaka slika prikazuje en vzorec.

3.2.7 Oznacevanje celic po metodi EdU

Za preverjanje delovanja molekule LPS na koncentracijo znotrajcelicnega kalcija smo
uporabili metodo EdU. Metoda EdU temelji na proliferaciji limfocitov, ki je posledica

razli¢nih koncentracij znotrajceli¢nega kalcija.

EdU ali 5-etinil-2’-deoksiuridin nukleozidni je analog timina, ki se vgradi v DNK med
aktivnim podvojevanjem dvoverizne DNK. Zaznavanje vgrajenega EdU temelji na
kovalentni reakciji med azidom in alkinom (Invitrogen Click-iT® EdU flow cytometry
assay kits, 2011).

Celice smo inkubirali od 7 dni pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO2. Zadnjih 20 ur inkubacije
smo jih dodali 10uM EdU.

200 pL celicam smo po koncani inkubaciji dodali 3 ml 1 % BSA v PBS pufru ter
centrifugirali 5 minut pri 300 g. Nato smo celice resuspendirali v 100 pl Click-iT fiksativa
(Invitrogen™ Click-iT® EdU kit) ter dobro premesali in inkubirali 15 minut pri sobni
temperaturi v temi. Po koncani inkubaciji smo celicam znova dodali 3 ml 1 % BSA v PBS

pufru ter jih centrifugirali 5 minut pri 300 g. Nato smo celice resuspendirali v 100 ul Click-
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iT saponin-based permebealization and wash reagent (Invitrogen™ Click-iT® EdU kit) ter
dobro premesali. Celice smo inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi v temi. Po konéani
inkubaciji smo dodali 0,5 ml Click-iT reakcijske mesanice* (Invitrogen™ Click-iT® EdU
kit) ter dobro premesali. Celice smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi v temi ter
jim po koncani inkubaciji dodali 3 ml 1x Click-iT saponin-based permebilization and wash
reagenta (Invitrogen™ Click-iT® EdU kit) ter znova centrifugirali 5 minut pri 300 g. Na
koncu smo celice resuspendirali v 200 ul 1x Click-iT saponin-based pemebilization and
wash reagentu (Invitrogen™ Click-iT® EdU kit) in na pretonem citometru izmerili

koli¢ino vgrajenega EdU.

3.2.8 Priprava kulture Escherichia coli

Za spodbujanje limfocitov smo namesto komercialnega LPS v drugem delu poskusa
uporabili inaktivirano kulturo E. coli (Haller in sod., 2000). Kulturo E. coli smo inaktivirali

s kuhanjem pri 100 °C za 30 minut.

Za kontrolo inaktivacije smo pripravili 2 epruveti po 200 ul kulture skupaj z 1 ml RPMI.
Eno epruveto smo inkubirali v inkubatorju s CO», pri 37 °C, drugo pa v inkubatorju brez

CO,. Inkubacija je potekala 4 dni.

V kolikor je bilo gojisc¢e po 4-dnevni inkubaciji bistro, smo smatrali, da je bila inaktivacija

uspesna, ker kultura E. coli ni zrastla.

3.2.9 Statisti¢na analiza podatkov

Iz dobljenih podatkov smo izracunali povprec¢ne vrednosti (x), standardne odklone (SD) ter
standardne napake (SE) in jih predstavili na stolpi¢astem grafikonu. Testirali smo razlike v
variancah, pri ¢emer smo za normalno porazdelitev uporabili Studenotov t- test, in sicer
dvostransko t-statistiko za povpre¢ne vrednosti. Za stopnjo tveganja smo izbrali 0,05, kar
pomeni, da je razlika med vzorcema statisti¢no znacilna, ¢e je vrednost p manjsa od 0,05 in

ni znacilna, ¢e je veéja od 0,05.
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Podali smo izraCunane normalne vrednosti za negativnho kontrolo ter pozitivne
spodbujevalce znotrajcelicnega kalcija in pripadajoCe indekse v primerjavi z negativno

kontrolo.

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili programsko opremo Microsoft Excell, MS
Office 2010.
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4 REZULTATI

41 NEGATIVNA KONTROLA POSKUSA

V nasem poskusu so negativno kontrolo predstavljale mononuklearne celice brez
dodanih spodbujevalcev ali modulatorjev. Koncentracijo kalcija negativne
kontrole smo izmerili prvi dan nastavitve poskusa (kontrola 1) ter zadnji dan, 72 ur
po inkubaciji (kontrola 2). Ker se rezultati obeh kontrol niso bistveno razlikovali,
smo izracunali njuno povprecno vrednost in le-to upostevali kot skupno negativno

kontrolo za primerjavo rezultatov koncentracije znotrajceli¢nega kalcija ostalih

VZOrcev.
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Slika 6: Povpre¢ne vrednosti znotrajcelicnega kalcija negativne kontrole po 24. urah (kontrola 1) in po 72.
urah (kontrola 2) ter primerjava bazi¢nega kalcija kontrole s sprozilci LPS, PHA in ionomicinom za 12
vzorcev.

Legenda: PHA (fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).

Opombe:

* - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (bazi¢ni kalcij) pri 0,01 <p < 0,05

** - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (bazi¢ni kalcij) pri p < 0,01
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4.2 BAZICNE VREDNOSTI KONCENTRACIJE ZNOTRAJCELICNEGA KALCIJA

S pomocjo bazi¢ne vrednosti koncentracije kalcija v vzorcu smo primerjali vpliv razli¢nih
sprozilcev (LPS, PHA, ionomicin) na koncentracijo kalcija po inkubaciji s spodbujevalci in
modulatorji. Prav tako smo primerjali bazi¢ne vrednosti koncentracije kalcija glede na
dodan spodbujevalec ali modulator, da bi ugotovili razlike med razli¢nimi spodbujevalci in

modulatorji na kasnejSo koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija.
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Slika 7: Povpre¢ne vrednosti bazi¢ne koncentracije znotrajceli¢nega kalcija za 2 (ionomicin + PMA), 8 (E.
coli + GA), 10 (CD3 + CD28, PHA, E. coli, E. coli + betaglukan, E. coli + NK, E. coli + MP) ter 12 vzorcev
(kontrola).

Legenda: CD3 + CD28 (aktivirajoa protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28); PHA
(fitohemaglutinin); GA (glatiramer acetat); NK (natrijev nukleinat); MP (metilprednizolon).

Opombe:

* - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri 0,01 <p < 0,05

** _ statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri p < 0,01

# - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E.coli) pri 0,01 <p < 0,05

## - statistiéno razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E.coli) prip <0,01
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4.3 SPODBUJEVALCI KONCENTRACIJE ZNOTRAJCELICNEGA KALCUA

Prva skupina dodanih ucinkovin, ki smo jih v poskusu preucevali, so spodbujevalci
znotrajceli¢nega kalcija. To so ucinkovine z znanim na¢inom delovanja, Ki koncentracijo
kalcija v celici ob svoji prisotnosti povecujejo. Sluzile so nam kot pozitivne kontrole, ki
smo jih nato primerjali s snovmi, katerih u¢inkov ne poznamo ter negativno kontrolo in na
podlagi rezultatov sklepali na njihovo delovanje. Spodbujevalci so v nasem poskusu
ionomicin skupaj z PMA, PHA ter aktivirajoGa protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno
molekulo CD28.

Za statisticno znacilno primerjavo smo testirali razlike v variancah, pri ¢emer smo
uporabili Studentov dvostranski t-test za povprecne vrednosti. Za stopnjo tveganja smo
izbrali 0,05, kar pomeni, da je razlika med vzorcema statisticno znacilna, ¢e je vrednost p
manj$a od 0,05 in ni znacilna, ¢e je vecja od 0,05. Nasa nicelna hipoteza je bila, da je
povprecje razlik enako ni€. V nasprotnem primeru smo hipotezo zavrgli in obdrzali

hipotezo, da povprecje razlik ni enako nic.

Vpliv spodbujevalcev ionomicina skupaj z PMA, PHA ter protitelesa CD3 skupaj s
kostimulatorno molekulo CD28 na koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija smo statisticno

primerjali z vrednostmi znotrajceli¢nega kalcija negativne kontrole brez spodbujanja.

V grafikonih smo predstavili povpre¢ne vrednosti, standardne napake in statisticno
znalilne rezultate vseh spodbujevalcev glede na bazicno koncentracijo kalcija (brez

dodanega sprozilca) ter dodanih sprozilcev: LPS, PHA in ionomicina.
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Slika 8: Bazi¢na koncentracija znotrajceli¢nega Kkalcija ter koncentracija znotrajcelicnega kalcija
spodbujevalcev po dodatni stimulaciji s sprozilci LPS, PHA in ionomicinom za 2 (ionomicin + PMA), 10
(CD3 + CD28, PHA) ter 12 vzorcev (kontrola).

Legenda: CD3 + CD28 (aktivirajoca protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28); PHA
(fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).

Opombe:
* - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri 0,01 <p < 0,05

** - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri p < 0,01

43.1 Normalne vrednosti in razmerja povpreénih vrednosti koncentracije

znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih kontrole in spodbujevalcev

Za negativno kontrolo (mononuklearne celice brez dodanih spodbujevalcev) in
spodbujevalca CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28 ter PHA smo izracunali
normalne vrednosti bazi¢ne koncentracije znotrajcelicnega kalcija in sprozilce LPS, PHA
ter ionomicin. V preglednosti so podane svetilnosti, ki predstavljajo povpreéne vrednosti

fluorescence v opazovani populaciji limfocitov.

Vrednosti negativnih kontrolnih vzorcev smo primerjali z vrednostmi, ki smo jih izmerili v

vzorcih s spodbujevalci in za vsak sprozilec med parom izracunali indekse.
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Preglednica 4: Normalne vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija zdravih krvodajalcev: negativna
kontrola in spodbujevalci CD3 + CD28 ter PHA brez dodanih sprozilcev (bazi¢na koncentracija
znotrajceli¢nega kalcija) in ob dodanih sprozilcih LPS, PHA in ionomicinu za 10 (CD3 + CD28, PHA) ter 12
vzorcev (kontrola). Na sliki so prikazane normalne vrednosti svetilnosti (povpre¢ne vrednosti fluorescence v
opazovani populaciji limfocitov).
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Slika 9: Razmerja povprec¢nih vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija med negativno kontrolo in
spodbujevalcema CD3 in CD28 ter PHA brez dodanih sprozilcev (bazi¢na koncentracija znotrajceli¢nega
kalcija) in ob dodanih sproZilcih LPS, PHA in ionomicinu za 10 (CD3 + CD28, PHA) ter 12 vzorcev

(kontrola).

Legenda: CD3 + CD28 (aktivirajoca protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28); PHA
(fitohemaglutinin); LPS (lipopolisaharid).

4.4 SPODBUJANJE LIMFOCITOV Z MOLEKULAMI LPS

Ob dodatku izbrane koncentracije LPS-a mononuklearnim celicam se koncentracija

znotrajcelicnega kalcija ni niti poviSala niti zmanjSala. Da bi ugotovili, kakSna
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koncentracija LPS-a vpliva na koncentracijo znotrajcelinega kalcija, smo naredili
titracijsko krivuljo vpliva LPS-a na proliferacijo limfocitov po metodi EdU pri razli¢nih

koncentracijah.

Proliferacija limfocitov je ena izmed reakcij, ki so posledica spremembe v koncentraciji
kalcija v celici (Oh-hora in Rao, 2008). Na podlagi rezultatov metode BrdU smo zato
sklepali, da razlicne koncentracije LPS-a enako vplivajo tudi na koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija. Proliferacijo limfocitov smo merili ob razli¢nih koncentracijah

LPS-a: 250, 500 ter 1000 ng/ml, 7 zaporednih dni inkubacije z mononuklearnimi celicami.

% EdU pozitivnih celic

O P N W bk~ 01O N
1

negativna LPS 250 ng/ml  LPS 500 ng/ml LPS 1000 ng/ml
kontrola

Slika 10: Titracijska krivulja spodbujanja limfocitov z lipopolisaharidom s tremi razli¢nimi koncentracijami
(LPS: 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml). Na sliki je prikazan delez dele¢ih limfocitov (% EdU +) za 6
ponovitev (Skale, 2013).

Po izvedeni titracijski krivulji rezultati vpliva razli¢nih koncentracij LPS-a na proliferacijo
limfocitov niso bili pricakovani (proliferacija se ob dodatku spodbujevalca ni bistveno
spremenila), zato smo se odlocili, da kot vir LPS-a uporabimo kulturo E. coli (Haller in
sod., 2000). Kulturo E. coli smo inaktivirali, da ne bi prerasla monunklearnih celic in jo

namesto LPS-a dodajali mononuklearnim celicam.

Koncentracijo znotrajcelicnega kalcija po spodbujanju z E. coli smo primerjali s
koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija v vzorcu negativne kontrole, kjer limfociti niso bili

spodbujeni.
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Slika 11: Povprec¢ne vrednosti koncentracije znotrajcelicnega kalcija v vzorcih negativne kontrole (brez
spodbujanja) in v vzorcih s spodbujevalcem koncentracije znotrajceli¢nega kalcija, kulturo E. coli za 10 (E.
coli) ter 12 vzorcev (kontrola).

Legenda: LPS (lipopolisaharid); PHA (fitohemaglutinin).
Opombe:
* - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri 0,01 <p < 0,05

** _ statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo pri p < 0,01

45 MODULATORJI KONCENTRACIE ZNOTRAJCELICNEGA KALCIJA

Med modulatorje smo uvrstili snovi, katerih uc¢inek na koncentracijo znotrajcelicnega
kalcija smo zeleli preveriti. Tu je nastopal $e en mikrobni produkt, sestavna molekula
glivnih sten, betaglukan, ter zdravila glatiramer acetat, natrijev nukleinat in
metilprednizolon. Na limfocite delujejo modulatorno — imunosupresivno ali
imunostimulatorno; imunski odziv torej zavirajo ali pa ga spodbujajo. Metilprednizolon je
zaviralec imunskega odziva in posledi¢éno zmanjSuje koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija
v limfocitih (Prokai in sod., 2012; Buttgereit in sod., 1997), zato je sluzil kot negativna

kontrola v primerjavi z ostalimi modulatorji.
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Pred inkubacijo celic z betaglukanom, glatiramer acetatom, natrijev nukleinatom in
metilprednizolonom smo limfocite ob nastavitvi poskusa dodatno spodbudili z dodatkom

neaktivne kulture E.coli, ki je bila v naSem primeru vir molekul LPS-a.

Za statisticno znacilno primerjavo smo testirali razlike v variancah, pri ¢emer smo
uporabili Studentov dvostranski t-test za povpre¢ne vrednosti. Za stopnjo tveganja smo
izbrali 0,05, kar pomeni, da je razlika med vzorcema statisticno znacilna, ¢e je vrednost p
manjsa od 0,05 in ni znacilna, ¢e je vecja od 0,05. Nasa nic¢elna hipoteza je bila, da je
povprecje razlik enako ni¢. V nasprotnem primeru smo hipotezo zavrgli in obdrzali

hipotezo, da povprec¢je razlik ni enako nic.

Vpliv modulatorjev betaglukana, glatiramer acetata in natrijevega nukleinata na
koncentracijo znotrajcelicnega kalcija smo statisittno primerjali z vrednostmi
znotrajcelicnega kalcija ob spodbujanju limfocitov s kulturo E. coli ter modulacijo z

zdravilom metilptednizolonom.

V grafikonih smo predstavili povpreéne vrednosti, standardne napake in statisticno
znacilne rezultate vseh modulatorjev glede na bazi¢no koncentracijo kalcija (brez

dodanega sprozilca) ter dodanih sprozilcev — LPS, PHA in ionomicina.
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Slika 12: Povpre¢ne vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih, spodbujanih z E. coli, in
modulatorjih (betaglukan, GA, NK, MP) na ravni bazi¢nih vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija
(brez dodatnega spodbujanja s sprozilci) za 8 (E. coli + GA) ter 10 vzorcev (E. coli, E. coli + betaglukan, E.
coli + NK, E. coli + MP).

Legenda: GA (glatiramer acetat); NK (natrijev nukleinat); MP (metilprednizolon).
Opombe:

* - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E.coli) pri 0,01 <p < 0,05
** _ statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E. coli) pri p < 0,01

## - statistiCno razli¢na koncentracija v primerjavi z metilprednizolonom pri p < 0,01
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Slika 13: Povpre¢ne vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih, spodbujanih z E. coli, in
modulatorjih (betaglukan, GA, NK, MP) ob dodatnem spodbujanju s sprozilcem LPS za 8 (E. coli + GA) ter
10 vzorcev (E. coli, E. coli + betaglukan, E. coli + NK, E. coli + MP).

Legenda: GA (glatiramer acetat); NK (natrijev nukleinat); MP (metilprednizolon); LPS (lipopolisaharid).
Opombe:

** - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E. coli) pri p < 0,01

## - statistiCno razliéna koncentracija v primerjavi z metilprednizolonom pri p < 0,01
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Slika 14: Povpre¢ne vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih, spodbujanih z E. coli, in
modulatorjih (betaglukan, GA, NK, MP) ob dodatnem spodbujanju s sprozilcem PHA za 8 (E. coli + GA) ter
10 vzorcev (E. coli, E. coli + betaglukan, E. coli + NK, E. coli + MP).

Legenda: GA (glatiramer acetat); NK (natrijev nukleinat); MP (metilprednizolon); PHA (fitohemaglutinin).
Opombe:

** - statisti¢no razli¢na koncentracija v primerjavi s kontrolo (E. coli) pri p < 0,01

## - statistiCno razliéna koncentracija v primerjavi z metilprednizolonom pri p < 0,01
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Slika 15: Povpre¢ne vrednosti koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v vzorcih, spodbujanih z E. coli, in
modulatorjih (betaglukan, GA, NK, MP) ob dodatnem spodbujanju s sprozilcem ionomicinom za 8 (E. coli +
GA) ter 10 vzorcev (E. coli, E. coli + betaglukan, E. coli + NK, E. coli + MP).

Legenda: GA (glatiramer acetat); NK (natrijev nukleinat); MP (metilprednizolon).

Opombe:

** - statistiCno razliéna koncentracija v primerjavi s kontrolo (E. coli) pri p < 0,01

## - statistiCno razli¢na koncentracija v primerjavi z metilprednizolonom pri p < 0,01
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5 RAZPRAVA

Znotraj celic imunskega odziva je kalcij nujno potreben za raznolikost celicnih funkcij in
procesov kot so proliferacija, diferenciacija, apoptoza ter prepisovanje genov (Oh-hora in
Rao, 2008). Zaradi njegove klju¢ne vloge v celicah mora biti koncentracija kalcija
natan¢no uravnana po ¢asu, prostoru in amplitudi njegovega prehajanja. Ker je ena izmed
pomembne;jsih signalnih molekul, so napake v njenem delovanju lahko usodne in vodijo v
razli¢ne bolezni, od Alzheimerjeve bolezni do hipertenzije, ali celo smrti (Missiaen in sod.,
2000).

S spodbujanjem imunskih celic, limfocitov, smo v na$i raziskavi Zeleli spodbuditi ali
zavreti koncentracijo kalcija v celici. Pozitivni ali negativni signali nato vplivajo na
razli¢ne signalne poti, ki vodijo do tarénega limfocita, ta pa se nanje odzove s specifi¢nim
celi¢nim odzivom (Lidy Verburg-Van Kemande in sod., 1998). Z razli¢nimi spodbujevalci,
modulatorji ter sprozilci smo zeleli ugotoviti, ali je naSa metoda primerna za merjenje

koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v limfocitih.

Zanimalo nas je, kako na koncentracijo znotrajcelinega kalcija vplivata bakterijski
endotoksin LPS ter sestavina glivnih sten, betaglukan. Oba mikrobna produkta sta znana
kot spodbujevalca oziroma modulatorja imunskega odziva (Swain in sod., 2008; StopinSek
in sod., 2011). Z merjenjem znotrajcelicnega kalcija po doloCenem casu spodbujanja na
pretocnem citometru smo zeleli ugotoviti, ali lahko z naso metodo merimo znotrajceli¢ni

kalcij po spodbujanju z mikrobnimi produkti, kot sta LPS in betaglukan.

Z merjenjem spodbujevalcev in modulatojrev, katerih delovnje smo poznali (ionomicin,
CD3 skupaj z CD28, PHA ter metilprednizolon) smo Zeleli potrditi, da je metoda za

merjenje znotrajceli¢nega kalcija uspesna in deluje.
Merjenje znotrajcelicnega kalcija smo po izolaciji mononuklearnih celic in gojenju le-teh z

dolo¢enimi spodbujevalci ali modulatorji nadaljevali na preto¢nem citometru, katerega

filtri za fluorescin in visoka afiniteta barvila Fluo-3 AM do Ca”* z argonsko ionskim
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laserjem omogo&ajo vidljivost fiziolosko pomembnih sprememb v koncentracijah Ca®*

(Shepers in sod., 2009).

Na grafih, ki nam jih je izrisal program FACSDiva, smo opazovali svetilnost (MFI, angl.
mean fluorescence intensity) Fluo-3 AM, ki se je vezal na Ca*", v odvisnosti od &asa
(Shepers in sod., 2009; June in Moore, 2004). Glede na rezultate svetilnosti smo sklepali
na koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija v opazovanih limfocitih. Ve¢ kot je bilo celic pri
vigji svetilnosti, ki so tvorile vrh, vi§ja je bila koncentracija znotrajceliénega kalcija. Ce je
bilo Stevilo celic vec¢je pri nizjih svetilnostih, je bila koncentracija znotrajcelicnega kalcija

manjsa.

5.1 KONCENTRACIJA  ZNOTRAJCELICNEGA  KALCIA  NEGATIVNE
KONTROLE

Negativno kontrolo so predstaviljali limfociti brez dodanih spodbujevalcev ali
modulatorjev. Koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija negativnih kontrol smo izmerili ob
zacetku poskusa (kontrola 1) ter zadnji dan, 72 ur po inkubaciji (kontrola 2). Med
primerjavo obeh kontrol (Slika 6) nismo ugotovili razlik, ki bi kazale na povisano
koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija takoj po izolaciji mononuklearnih celic oziroma po
72-urni inkubaciji. Ker se rezultati obeh kontrol med seboj niso bistveno razlikovali, smo

izracunali njuno povpre¢no vrednost in le-to upostevali kot negativno kontrolo.

Negativna kontrola nam je nadalje sluzila za primerjavo koncentracije znotrajceli¢nega
kalcija z vsemi spodbujevalci (Slika 8). Tudi pri kontroli smo najprej izmerili bazi¢no
koncentracijo kalcija, nato pa vzorec spodbudili s sprozilci LPS-om, PHA-jem in

ionomicinom.
Koncentracija bazicnega znotrajceli¢cnega kalcija je bila pri obeh kontrolah statisticno

znacilno nekoliko visja kot pri sprozilcu LPS, s ¢imer smo ugotovili, da v nasem primeru

sprozilec LPS ne deluje kot hipni sprozilec pri poviSanju koncentracije znotrajceli¢nega
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kalcija. Spoznali smo, da je LPS S$ibek sprozilec in je primeren za merjenje

znotrajceli¢nega kalcija v celicah, ki so predhodno spodbujene.

Nasprotno PHA in ionomicin statistiéno znacilno povisata koncentracijo znotrajceli¢nega
kalcija negativne kontrole. Ob dodatku sprozilca PHA limfocitnim celicam smo
pri¢akovali vi§ji skok v koncentraciji znotrajcelicnega kalcija, saj je mo¢an spodbujevalec
limfocitov (Trubowitz in sod., 1966), medtem ko je ionomicin opravicil svojo vlogo
ionofora in z odpiranjem kalcijevih kanal¢kov mo¢no povisal koncentracijo kalcija v celici
(Gajewski in sod., 1990). Z uporabo ionomicina smo lahko pri naslednjih primerjavah med
kontrolnim poskusom in poskusi z razlicnimi spodbujevalci in modulatorji proucevali

najvisjo zmogljivost celic v dvigu koncentracije kalcija (Mason in Grinstein, 1993).

52 PRIMERJAVA BAZICNEGA ZNOTRAJCELICNEGA KALCIJA MED
POSAMEZNIMI POSKUSI

S primerjavo srednjih vrednosti in standardnih napak svetilnosti bazi¢nega
znotrajcelicnega kalcija med kontrolo, spodbujevalci, modulatorji ter mikrobnimi produkti
celi¢nih sten opazimo ocitne razlike med posameznimi dodanimi snovmi. Rezultate smo

skupaj s statisti¢nimi znacilnostmi prikazali na stolpi¢astem grafikonu (Slika 7).

Kontrola, ki ji nismo dodali spodbujevalca ali modulatorja, je sluzila kot negativna
kontrola. V skupini spodbujevalcev (ionomicin z PMA, CD3 skupaj z CD28 ter PHA) smo
ugotovili, da so le-ti dosegali visoke svetilnosti in koncentracije bazi¢nega kalcija. Kljub
temu, da pred merjenjem na preto¢nem citometru spodbujevalcem nismo dodali dodatnih
sprozilcev, ki so pokazatelji hitrih, kratkotrajnih sprememb v koncentraciji
znotrajcelicnega kalcija, je bila koncentracija znotrajceli¢nega kalcija $e vedno visoka
(Slika 7). Oh-hora in Rao (2008) ugotavljata, da limfociti, ki so izpostavljeni mo¢nim
spodbujevalcem, dozivijo nadaljnje dolgotrajnejSe celicne diferenciacije, na primer
proliferacijo ali moc¢no izloCanje citokinov. Ker so za celotno kaskado dogodkov

proliferacije potrebni moc¢nejsi signali znotrajceli¢nega kalcija, je njegova koncentracija se
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vedno zaznana v visokih vrednostih tudi po ve¢dnevni izpostavljenosti spodbujevalcem.
TakSne posledice zaradi poviSane koncentracije znotrajceliCnega kalcija imenujemo
dolgotrajni dogodki, ki v nekaj urah ali dnevih spremenijo gensko izrazanje limfocitov
(Oh-hora in Rao, 2008). Iz tega sklepamo, da spodbujevalci, ki smo jih proucevali v nasem
poskusu, sprozajo dolgotrajne dogodke, ki se kasneje lahko izrazajo v razli¢nih oblikah (na

primer razmnozevanje limfocitov).

Najvi§jo vrednost koncentracije znotrajceli¢nega kalcija je dosegel bakterijski ionofor
ionomicin, ki skupaj s PMA sluzi kot pozitivna kontrola (June in Moore, 2004). Prav tako
smo ugotovili visok skok v koncentraciji znotrajcelicnega kalcija ob spodbujanju s
specificnimi monoklonskimi protitelesi, CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28, ki
se vezejo na TCR receptorje limfocitov T (lhan, 2002b) ter PHA, ki je mocan
spodbujevalec limfocitov T (Trubowitz in sod., 1966; Meszanos in sod., 2012).

Nasa hipoteza, da spodbujevalci spodbujajo koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija, je
potrjena ze po primerjavi njegovih bazi¢nih koncentracij. Iz tega sklepamo, da je test
merjenja koncentracije znotrajcelicnega kalcija v limfocitih s pretoénim citometrom
uspesen in ga bomo lahko uporabljali tudi v prihodnje. Prav tako smo za merjenje izbrali
primerne pozitivne kontrole, saj vse mo¢no spodbujajo koncentracijo znotrajcelicnega

kalcija v limfocitih.

V nadaljnjem poskusu smo namesto komercialno dostopnega LPS, ki je prav tako izoliran
iz celi¢ne kulture bakterije Escherichia coli, in s katerim nismo dobili statisti¢no znacilnih
razlik v primerjavi s kontrolami, limfocitom dodajali toplotno inaktivirano kulturo E. coli
(Haller in sod., 2000). Haller in sod. (2000) so potrdili, da spodbujanje s kulturo E. coli
izzove moc¢nejsi imunski odziv in povzro€i proliferacijo limfocitov. Ker je proliferacija
eden izmed dogodkov, ki jih izzove poviSana koncentracija znotrajceli¢nega kalcija (Oh-
hora in Rao, 2008), smo predvidevali, da bo spodbujanje s kulturo E. coli uspesnejse kot

spodbujanje z izoliranim LPS-om (Slika 11).

Pred dodatkom vseh modulatorjev smo limfocite dodatno spodbudili z inaktiviranimi

celicami E. coli. Na ta nacin smo Ze na zacetku poskusa na vseh nivojih (koncentracija
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bazi¢nega znotrajcelicnega kalcija ter koncentracija znotrajceli¢nega kalcija po inkubaciji z
modulatorji in dodanih sprozilcih) preverjali vpliv modulatorjev na limfocite, Ki Smo jim
dodali antigen. S tem smo nadalje Zeleli sklepati na mehanizem delovanja mikrobnih
produktov na taréne limfocite ter preveriti, ali modulatorji delujejo kot spodbujevalci ali

zaviralci koncentracije kalcija spodbujenih in moduliranih limfocitov.

Na Sliki 7 opazimo, da se bazi¢na vrednost znotrajceli¢nega kalcija po dodatku same
kulture E. coli in inkubaciji statisticno znacilno ne spremeni, prav tako vrednost po
dodatku betaglukana in zdravila glatiramer acetata. Iz tega ugotavljamo, da naS test
merjenja bazi¢ne koncentracije znotrajcelinega kalcija pri omenjenih modulatorjih ni

primeren.

Bazi¢na vrednost koncentracije znotrajceli¢nega kalcija ob dodatku metilprednizolona je
izrazito nizka, saj zdravilo deluje moc¢no protivnetno, kar so dokazali ze Prokai in
sodelavci (2012) in tako znizuje tudi baziéno koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija
(Buttgereit in sod., 1997). Nasa hipoteza je v primeru bazi¢ne koncentracije

znotrajcelicnega kalcija potrjena.

Zdravilo natrijev nukleinat je v primerjavi z modulacijo z zdravilom metilprednizolom ter
spodbujevalcem E. coli na koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija delovalo spodbujajoce in
ne zaviralno (Juki¢ in sod., 2011). V primerjavi z negativno kontrolo — celicami,
spodbujenimi s kulturo E. coli, se je koncentracija znotrajceli¢nega kalcija ob dodatku

natrijevega nukleinata statisti¢no znacilno povisala.

5.3 VPLIV SPODBUJEVALCEV NA KONCENTRACIJO ZNOTRAJCELICNEGA
KALCIJA

Med spodbujevalce znotrajcelicnega kalcija smo umestili tiste znane uc¢inkovine, za katere
smo predvidevali, da ob dolo¢eni inkubaciji z limfociti povisujejo koncentracijo kalcija v

njih. V to skupino spadajo bakterijski ionofor ionomicin skupaj s PMA, aktivirajoca
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protitelesa CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28 in PHA. Po koncanem
spodbujanju limfocitov smo vsakemu izmed spodbujevalcev izmerili bazi¢no vrednost in

dodali razli¢ne sprozilce — LPS, PHA in ionomicin.

Za vse poskuse smo izracunali povpre¢ne vrednosti, ki smo jih skupaj s pripadajocimi
standardnimi napakami in statisticnimi znac¢ilnostmi predstavili na stolpi¢astem grafikonu.
Vsakega izmed spodbujevalcev smo po merjenju z vsemi sprozilci s pomocjo t-testa

primerjali z negativno kontrolo (Slika 8).

Prvi spodbujevalec in pozitivna kontrola, ionomicin skupaj s PMA (June in Moore, 2004),
na vseh nivojih dodajanja sprozilcev (LPS, PHA in ionomicin) dosega najvisje vrednosti v
koncentraciji znotrajcelicnega kalcija. V primerjavi z negativno kontrolo pri bazi¢ni
vrednosti znotrajceli¢nega kalcija so rezultati statisti¢no znacilni in potrjujejo domnevo, da
je ionomicin spodbujevalec znotrajceli¢nega kalcija. Po dodatku sprozilca, ki je prav tako
spodbujevalec limfocitov, PHA-ja (Meszanos in sod., 2012; Trubowitz in sod., 1966), smo
dobili statisti¢no znacilne rezultate in dokazali, da Ze prej spodbujeni limfociti po dodatku
drugega sprozilca dodatno dvignejo raven znotrajcelicnega kalcija. Povprecja meritev
kazejo na to, da so limfociti, ki smo jih predhodno ze 40 ur spodbujali z ionomicinom, $e
vedno dovzetni za dodatni dvig znotrajcelicnega kalcija z razlicnimi sprozilci. Nasi
rezultati se ujemajo s podatki Masona in Grinsteina (1993), ki sta dokazala, da je
ionomicin najbolj$i spodbujevalec za proucevanje najvisje zmogljivosti celic v dvigu

koncentracije kalcija.

Za protitelesna spodbujevalca, CD3 skupaj s kostimulatorno molekulo CD28", ki se
specifi¢no vezeta na limfocite T in njihove TCR receptorje (Ihan, 2002b; Borowski in sod.,
2007), smo z vsemi sprozilci pridobili statisticno znacilne rezultate. Dokazali smo, da
molekuli CD3 in CD28 po 72-urni inkubaciji mo¢no vplivata na povisano koncentracijo

znotrajcelicnega kalcija limfocitov T.
Le pri spodbujevalcih CD3 z CD28 smo ob sprozilcu LPS dobili vi§jo koncentracijo

znotrajcelicnega kalcija kot je bila koncentracija bazi¢nega znotrajcelicnega kalcija. 1z tega

sklepamo, da LPS $e dodatno spodbudi koncentracijo znotrajcelicnega kalcija v ze prej
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aktiviranih limfocitih T. Nasa hipoteza je potrjena — protitelesi CD3 in CD28 sta

spodbujevalca znotrajceli¢nega kalcija.

Zadnji v skupini kontrolnih poskusov, PHA, ki je mocan spodbujevalec limfocitov
(Meszanos in sod., 2012; Trubowitz in sod., 1966), je prav tako z vsemi dodanimi sprozilci
spodbudil koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija. Tudi ob ponovnem dodatku sebi enakega
sprozilca se je vrednost znotrajceli¢nega kalcija povisala. Sklepamo, da so limfociti po 40
urah inkubacije s PHA Se dovzetnejSi za moc¢ne sprozilce (ionomicin, PHA). Rezultati so
bili ob vseh sprozilcih, razen ionomicinu, statisticno znacilni. Vrednost koncentracije
znotrajcelicnega kalcija je bila ob dodatku sprozilca LPS nizja kot bazicna vrednost

kalcija. Nasa hipoteza je potrjena — PHA je spodbujevalec znotrajcelicnega kalcija.

Za vse snovi prve skupine (ionomicin, molekuli CD3 in CD28, PHA) smo statisticno
dokazali, da po dolo¢enem c¢asu gojenja z mononuklearnimi celicami spodbujajo in
povisujejo koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija v limfocitih. Z naSimi poskusi smo
pokazali, da je povisana koncentracija znotrajcelicnega kalcija znotraj celice lahko
dolgotrajen, vecdneven dogodek, ki se kaze v naslednjih celi¢nih stopnjah ali pa
kratkotrajen dogodek, ko ze aktivirane limfocite T dodatno spodbudimo s hitrimi sprozilci

za povisanje koncentracije znotrajceli¢nega kalcija (LPS, PHA, ionomicin).

Dokazali smo, da je naSa metoda merjenja koncentracije znotrajcelicnega kalcija v
limfocitih s pretoénim citometrom primerna metoda za merjenje koncentracije

znotrajceli¢nega Kalcija limfocitov.

5.3.1 Primerjava normalnih vrednosti koncentracij znotrajcelicnega Kkalcija in

razmerij povprecij negativne kontrole ter spodbujevalcev

Za negativno kontrolo, kjer smo gojili mononuklearne celice brez dodanih spodbujevalcev
in pozitivni kontroli, za kateri smo vzeli spodbujevalca CD3 skupaj z CD28 in PHA, smo
zeleli izraCunati normalne vrednosti koncentracije znotrajcelicnega kalcija v humanih

limfocitih T glede na svetilnosti, ki smo jih imerili. Normalne vrednosti nam predstavljajo
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vrednosti, v katerih se giblje svetilnosti in posledi¢no tudi koncentracija znotrajcelicnega
kalcija zdravega ¢loveka ob bazi¢nem merjenju ter spodbujanjem z LPS-om, PHA-jem ter

ionomicinom.

Ugotovili smo, da so najnizje vrednosti koncentracij znotrajcelicnega kalcija vrednosti
kontrol brez spodbujanja, medtem ko je najviSja koncentracija znotrajceli¢nega kalcija
dosezena ob spodbujanju z molekulama CD3 in CD28 hkrati s sprozilcem ionomicinom.

Najmocne;jsi sprozilec je v vseh treh primerih ionomicin, sledita mu PHA ter LPS.

Razmerja povprecnih vrednosti pozitivnih kontrol v primerjavi z negativno kontrolo so
sorazmerna ucinku posameznih sprozilcev na koncentracijo znotrajcelicnega kalcija.
Razmerja med obema spodbujevalcema, CD3 in CD28 in PHA, so si podobna, s ¢imer
ugotavljamo, da sta oba spodbujevalca merilo za uspeSnost metode merjenja

znotrajceli¢nega kalcija.

5.4 LPS KOT MIKROBNI SPODBUJEVALEC ZNOTRAJCELICNEGA KALCIA

Molekule LPS so pomembne zaradi toksi¢nih ucinkov, saj spodbudijo makrofage k
1zlo€anju velike koli¢ine mediatorjev imunskega odziva, ki lahko v organizmu povzrocijo
hude okvare Zilja ter pripeljejo do septi¢nega Soka (Than, 2002a). Sesalske celice so na LPS
obcutljive ze v manjs$ih odmerkih (Swain in sod., 2008). Predvidevali smo, da se bo pod
vplivom bakterijskega LPS-a koncentracija znotrajceli¢nega kalcija kalcijevi povisala in

sprozila nadaljnjo deljenje limfocitov ter imunski odgovor na antigen.

Na zacetku poskusa smo mononuklearne celice inkubirali z izoliranimi molekulami LPS,
tako za proucevanje ucinka LPS kot tudi za spodbuditev celic pred dodatkom betaglukana
ali ostalih zdravil (metilprednizolon, glatiramer acetat in natrijev nukleinat). Ker smo v
stirih poskusih spodbujanja z LPS-om dobili podobne rezultate kot pri celicah brez
spodbujanja, smo naredili titracijsko krivuljo z razlicnimi koncentracijami LPS in s
pomoc¢jo metode BrdU opazovali proliferacijo limfocitov (Skale, v pripravi) ter glede na

kon¢ni delez dele¢ih se limfocitov sklepali tudi na vpliv LPS-a na koncentracijo
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znotrajceli¢nega kalcija. Izmerili smo vpliv razliénih koncentracij LPS-a (250 ng/ml, 500
ng/ml ter 1000 ng/ml) na razmnoZevanje limfocitov v razli¢nih ¢asovnih intervalih: prvi,
drugi, tretji, Cetrti in sedmi dan po zaCetku poskusa. Ugotovili smo, da se odstotek
limfocitov, ki so se delili, bistveno ne razlikuje od limfocitov, ki so se delili brez
spodbujanja z LPS-om. Haller in sodelavci (2000) navajajo, da se koncentracija citokinov,
ki so posledica zviSane koncentracije kalcija v celicah, po spodbujanjem z LPS-om povisa
Sele po 5-dnevni inkubaciji. V nasem poskusu smo s titracijsko krivuljo dokazali, da ne
pride do razlik v razmnozevanju po spodbujanju glede na ¢as spodbujanja. Sklepamo, da
metoda merjenja razmnozevanja limfocitov ni dovolj obcutljiva za nase potrebe merjenja
(Slika 10).

Namesto komercialno dostopnega LPS-a smo nato poskusili kot bakterijski spodbujevalec
dodajati ¢isto kulturo inaktivirane po Gramu negativne nepatogene bakterije Escherichia
coli (Haller in sod., 2000), katere celi¢ne stene sestavljajo velike koli¢ine antigena LPS-a
(Ihan, 2002a). Haller in sod. (2000) so limfocite spodbujali z E. coli (ATCC 25922, 1
MCF) z dodatkom antibiotika gentamicina. V naSem primeru smo kulturo E. coli (ATCC
25922, 1 MCF) predhodno toplotno inaktivirali, saj bi v nasprotnem primeru lahko
prerastla mononuklearne celice. Inaktivacijo bakterij smo preverili z gojenjem kulture E.
coli na TIO gojiscu v inkubatorju pri 37 °C tako s CO, kot tudi brez njega. Po koncani
inkubaciji je bila kultura bistra, s ¢imer smo dokazali, da smo uni¢ili Zive celice ter

pridobili le produkte bakterijskih sten.

Nadaljnje poskuse smo izvajali z inaktivirano kulturo E. coli. Kot sprozilec za hitro
poviSanje koncentracije znotrajcelicnega kalcija Ze aktiviranih limfocitov T pa smo Se

vedno uporabljali komercialno dostopne molekule LPS in ne kulture E. coli.

Ob primerjavi negativne kontrole in celic, gojenih z inaktivirano kulturo E. coli (Slika 11),
smo dokazali statisticno znacilno razliko ob dodatnem spodbujanju znotrajceli¢nega kalcija
s sprozilcema LPS in PHA. Dokazali smo, da sprozilca LPS in PHA spodbujata povisanje
koncentracije znotrajceli¢nega kalcija v primeru spodbujanja limfocitov z LPS-om kulture

E. coli.
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Ob dodatku sprozilca ionomicina ter merjenju bazi¢nega kalcija nismo dobili statisticno

znacilnih rezultatov.

Nasa hipoteza, da LPS oziroma kultura E. coli spodbuja koncentracijo znotrajceli¢nega
kalcija, je delno pravilna. Pri sprozilcih LPS in PHA hipotezo potrjujemo, za bazi¢ni kalcij
jo zavrzemo zaradi statisticno neznaCilnih rezultatov. Sprozilec ionomicin je mocno
spodbudil naSe limfocite, vendar pa rezultati niso statisticno znacilni, zato hipoteze ne

moremo potrditi.

55 VPLIV MODULATORJEV NA KONCENTRACIJO ZNOTRAJCELICNEGA
KALCUA

V zadnjem delu poskusa smo proucevali vpliv modulatorjev na koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija. Modulatorji koncentracije znotrajcelicnega kalcija le-to povisujejo
ali znizujejo. Da bi v kulturi mononuklearnih celicah ustvarili celiéne pogoje ob vdoru
antigena v organizem in proucili modulatorne lastnosti betaglukana, glatiramer acetata,
natrijevega nukleinata ter metilprednizolona ob okuzbi, smo celicam predhodno dodali
kulturo po Gramu negativne bakterije E. coli (Haller in sod., 2000), ki ima v svojih

celi¢nih stenah LPS. Po eni uri smo tako spodbujenim celicam dodali Se modulatorje.

Vse modulatorje smo primerjali z limfociti, spodbujenimi s kulturo E. coli in zdravilom
metilprednizolonom glede na dodani sprozilec (LPS, PHA, ionomicin) oziroma bazi¢no
raven koncentracije znotrajcelicnega kalcija. Poskus spodbujanja koncentracije
znotrajceliénega kalcija E. coli nam je sluzil za negativno kontrolo, saj smo vse
mononuklearne celice, ki smo jim nadalje dodali modulatorje, najprej spodbudili z LPS-
om. Prav tako je bila negativna kontrola modulacija limfocitov z metilprednizolonom, za
katerega so ze Buttgereit in sodelavci (1997) dokazali, da zavira krozenje Ca* preko

plazemske membrane ter znizuje koncentracijo znotrajcelicnega kalcija imunskih celic.

Znano je, da imajo betaglukani imunomodulatorne lastnosti. Stopinsek in sodelavci (2011)

navajajo, da delujejo protivnetno, vendar pa se med seboj betaglukani strukturno
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razlikujejo, imajo razli¢ne afinitete na receptorje in posledi¢no ustvarjajo razliéne imunske
odzive gostitelja (Chen in Seviour., 2007). Ker smo v nasem poskusu uporabljali enak
betaglukan kot StopinSek in sodelavci (2011), pricakujemo protivnetno delovanje
betalgukana na imunski odziv in poslediéno zmanjSanje koncentracije znotrajcelicnega

kalcija v limfocitih.

Prav tako smo pric¢akovali, da bosta zdravili glatiramer acetat in natrijev nukleinat delovali
protivnetno (Podojil in Miller, 2009; Juki¢ in sod., 2011) in posledi¢no zavirali
koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija. Glatiramer acetat namre¢ sprozi premik limfocitov
iz oblike proinflamatornih celic pomagalk Thl, ki bolezen ves ¢as spodbujajo z indukcijo
nizke ravni stimulacije TCR, proti Th2 regulatornem celi¢cnem fenotipu. Th2 nadalje
regulira bolezen in zavira vnetni odziv (Podojil in Miller, 2009). Juki¢ in sodelavci (2011)
so potrdili, da je natrijev nukleinat obetaven zaviralec veCkratnega vnetnega izlocCanja
citokinov, iz Cesar smo sklepali na njegovo zaviralno delovanje na koncentracijo

znotrajcelicnega kalcija.

55.1 Vpliv razliénih modulatorjev na Dbaziéne koncentracije znotrajceli¢nega

kalcija

Med primerjanjem bazi¢ne koncentracije znotrajcelicnega kalcija v kontrolnih vzorcih in v
vzorcih z razli¢nimi modulatorji in E. coli, smo pri inkubaciji mononuklearne kulture z
natrijev nukleinatom opazili statisticno znacilno povisano koncentracijo znotrajceli¢nega
kalcija, kar pomeni, da kot modulator nanj deluje spodbujevalno in ne zaviralno (Slika 12).
Z dvigom koncentracije znotrajcelicnega kalcija natrijev nukleinat spodbudi imunski
sistem v odgovor na tujek (LPS) v mononuklearnih celicah. Juki¢ in sodelavci (2011)
opisujejo, da natrijev nukleinat zmanjSuje odziv citokinov TNF-a, IFN-y in IL-6, Ki so
mediatorji mocnega vnetnega odziva (IThan, 2002a). Obstaja moznost, da je poviSana
koncentracija znotrajcelicnega kalcija posledica regulatornega odziva, ki v nadaljevanju
povzro¢i protivnetni odziv. V nadaljnjih poskusih bi lahko preverili Se aktivnost

regulatornih limfocitov T (proizvodnjo 1L-10, TGF-B, IL-2R).
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Statisticno znacilne razlike smo prav tako dobili pri modulaciji metilprednizolona, ki kaze
na moc¢no protivnetno delovanje na ravni bazi¢ne koncentracije znotrajcelicnega kalcija.
Metilprednizolon je znan zaviralec koncentracije znotrajcelicnega kalcija, saj zavira
njegovo krozenje preko periplazemske membrane in zmanjSa Stevilo limfocitov T
(Buttgereit in sod., 1997; Prokai in sod., 2012). Nasa hipoteza, da metilprednizolon zavira

koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija je potrjena.

Prav tako so statisticno znacilni vsi rezultati bazicne koncentracije znotrajcelicnega kalcija,
ko smo primerjali vpliv ostalih modulatorjev z vplivom metilprednizolona. To smo tudi
pricakovali, saj je metilprednizolon glede na ostale modulatorje mocnejsi zaviralec
imunskega sistema. S tem dokazujemo, da je test merjenja koncentracije znotrajcelicnega
2012) uspesen. Merjenje koncentracije znotrajceli¢nega kalcija limfocitov s preto¢nim
citometrom je torej primerna metoda za proucevanje vpliva razliénih modulatorjev na

krozenje kalcija v imunskih celicah.

5.5.2 Vplivin delovanje sprozilca LPS

Po dodatku sprozilca LPS k spodbujenim in moduliranim mononuklearnim celicam smo
med primerjavo z negativno kontrolo (kulturo E. coli) in ostalimi modulatorji pridobili
statisticno znaéilnih razlik le ob modulaciji limfocitov z metilprednizolonom (Slika 13).
Tudi ob dodatku sprozilca LPS-a, za katerega smo dokazali, da spodbudi imunski odziv, je
koncentracija znotrajcelicnega kalcija pri modulaciji z metilprednizolonom zelo nizka.
Ponovno potrjujemo hipotezo, da metilprednizolon zniZuje raven kalcija v limfocitnih

celicah in mo¢no zavira imunski odziv.

Povprecne vrednosti koncentracij znotrajcelicnega kalcija so ob dodatnem spodbujanju s
sprozilcem LPS nekoliko vi§je od bazi¢ne vrednosti znotrajcelicnega kalcija, s ¢imer
dokazujemo, da molekule LPS spodbujajo imunski odziv in poviSujejo koncentracijo

znotrajcelicnega kalcija v limfocitih.
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Rezultati po modulaciji mononuklearnih celic z betaglukanom, glatiramer acetatom in
natrijevim nukleinatom v primerjavi z negativno kontrolo (spodbujanjem s kulturo E. coli)

niso statisti¢no znacilni.

V primerjavi z modulatorjem in zaviralcem koncentracije znotrajcelicnega kalcija,
metilprednizolonom, pri vseh modulatorjih (betaglukan, glatiramer acetat in natrijev
nukleinat) dokazemo statisticno znacilne razlike. S tem ponovno potrdimo uspeSnost
metode merjenja znotrajcelicnega kalcija po modulaciji limfocitnih celic z

metilprednizolonom.

5.5.3 Vplivin delovanje sprozilca PHA

Podobno kot pri dodatnem spodbujanju kalcija znotraj celice z dodajanjem sprozilca LPS,
smo s sprozilcem PHA, ki je moc¢an spodbujevalec imunskega odziva in kot smo dokazali
v prvem poskusu dobra pozitivna kontrola, v primeru poviSevanja koncentracije
znotrajceli¢nega kalcija, pridobili statisticne razlike le ob modulaciji z metilprednizilonom
(Slika 14).

Povpreéne vrednosti ob dodatku sprozilca PHA so v primerjavi z bazi¢no koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija in sproZzilcem LPS statisticno znacilno vi§je. S tem smo dokazali,
da kljub mo¢nemu zaviralnemu delovanju metilprednizolona dodatek prav tako mocnega

sprozilca Se vedno nekoliko poviSa koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija.
Med primerjanjem modulatorjev betaglukana, glatiramer acetata in natrijevega nukleinata z

modulatorjem metilprednizolonom smo tudi ob spodbujanju s sprozilcem PHA-jem

dokazali, da je metoda primerna za merjenje koncentracije znotrajceli¢nega kalcija.

5.5.4 Vpliv in delovanje sprozilca ionomicina

Kot zadnji sprozilec smo mononuklearnim celicam po dolo¢enem gojenju z modulatorji tik

pred merjenjem na pretonem citometru dodali Se najmocnejSi spodbujevalec
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znotrajcelicnega kalcija in imunskega odziva, ionomicin (Slika 15) (Clementi in sod.,
1994; Robi¢, 2008; Mason in Grinstein, 1993).

V primerjavi s spodbujanjem limfocitov s kulturo E. coli so statisticno znacilne razlike
vidne pri modulatorju metilprednizolonu. Za razliko od ostalih dveh sprozilcev (LPS in
PHA) je povprecna vrednost koncentracije znotrajcelicnega kalcija po spodbujanju z
ionomicinom nizja kot bazi¢na vrednost ter vrednosti po spodbujanju z LPS in PHA.
Pricakovali smo, da bo koncentracija znotrajcelicnega kalcija kljub modulaciji z
metilprednizolonom po spodbujanju z ionomicinom moc¢no narasla in presegla vrednosti

po spodbujanju z LPS-om in PHA-jem.

Ostali rezultati modulatorjev znotrajceli¢nega kalcija (betaglukana, glatiramer acetata in

natrijevega nukleinata) niso bili statisticno znacilni.
Ko pa smo ostale modulatorje ponovno primerjali z modulatorjem metilprednizolonom po

spodbujanju z ionomicinom, smo tudi v zadnjem delu poskusa dokazali statisti¢ne razlike

in potrdili, da je metoda primerna za merjenje znotrajceli¢nega kalcija limfocitov.
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6 SKLEPI

Iz pregleda objav smo tekom naSega poskusa ugotovili, da je naSe raziskovalno delo eno
prvih, ki se osredotoa zgolj na merjenje koncentracije znotrajcelicnega kalcija v
limfocitnih celicah zdravih darovalcih po dodatku razli¢nih spodbujevalcev, modulatorjev

ter sprozilcev.

Vsi spodbujevalci znotrajcelicnega kalcija v naSem poskusu, ionomicin, aktivirajoca
protitelesa CD3 s kostimulatorno molekulo CD28 in PHA, moc¢no povisajo koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija v limfocitnih celicah. Za test merjenja znotrajcelicnega kalcija so
vsi spodbujevalci primerne pozitivne kontrole za dolo¢anje maksimalne zmogljivosti v
koncentracijah kalcija znotraj celic. Poskus merjenja koncentracij znotrajcelicnega kalcija

na preto¢nem citometru je torej za omenjene spodbujevalce primerna metoda merjenja.

Mikrobni spodbujevalec imunskega odziva, LPS, ni dosegal pri¢akovanih poviSanih
koncentracij kalcija v celicah. Pri¢akovali smo, da bo LPS mocan spodbujevalec in tudi
sprozilec. V nasem poskusu smo ugotovili, da metoda merjenja znotrajceli¢nega kalcija ob
dodatku spodbujevalca LPS-a zanj ni dovolj obc¢utljiva. Metoda merjenja znotrajcelicnega

kalcija s samo molekulo LPS kot spodbujevalcem torej ni primerna.

Namesto molekul LPS-a smo kulturi mononuklearnih celic kot spodbujevalec dodajali
kulturo E. coli. Ob dodanih sprozilcih LPS in PHA kultura E. coli spodbuja in nekoliko
poviSuje koncentracijo kalcija znotraj limfocitnih celic. S tem dokazujemo, da je kultura E.

coli sibak spodbujevalec znotrajceli¢nega kalcija.

Med merjenjem znotrajceli¢nega kalcija po modulaciji imunskega odziva z betalgukanom
in glatiramer acetatom v primerjavi s spodbujanjem z E. coli nismo dobili statisticnih
razlik, zato ne moremo sklepati na njun vpliv na koncentracijo kalcija znotraj celice. Ker
sta to Sibka modulatorja imunskega odziva, metoda merjenja znotrajceli¢nega kalcija za

merjenje betaglukana in glatiramer acetata torej ni primerna.
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Modulator imunskega odziva in zaviralec citokinov, natrijev nukleinat, je v nasprotju s
priCakovanji spodbudil koncentracijo znotrajceli¢nega kalcija in jo poviSal. Metoda

merjenja znotrajceli¢nega kalcija je za merjenje natrijevega nukleinata primerna.

Metilprednizolon, ki zavira krozenje kalcija preko periplazemske membrane, je dobra
negativna kontrola merjenja koncentracije znotrajcelinega kalcija, saj le-to mocno
znizuje. Metilprednizolon je uspeSen zaviralec koncentracije znotrajcelicnega kalcija tako
v primerjavi s spodbujevalcem E. coli kot tudi z ostalimi modulatorji. Na podlagi
rezultatov merjenja z metilprednizolonom lahko potrdimo uspe$nost metode merjenja

znotrajcelicnega kalcija s preto¢nim citometrom.

Sprozilei, ki smo jih tik pred merjenjem dodajali spodbujevalcem in modulatorjem, so
dokazali, da lahko dodatno spodbudijo Se tako visoko ali nizko koncentracijo

znotrajceli¢nega kalcija.

Ob dodatku sprozilca ionomicina spodbujevalcu CD3 s CD28, se je koncentracija
znotrajcelicnega kalcija poviSala za enkrat. Sprozilec PHA je poviSal koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija pri vsaki izmed pozitivnih kontrol, medtem ko sprozilec LPS pri

pozitivnih kontrolah nima ucinka.
Merjenje koncentracije znotrajceli¢nega kalcija s preto€nim citometrom je ob dolo¢enih

spodbujevalcih, modulatorjih ter sprozilcih primerna in ob¢utljiva metoda za proucevanje

imunskega odziva zdravih ljudi.

62



Skrjanc N. Merjenje znotrajcel. kalcija po spodbujanju limfocitov z razli¢nimi bakterijskimi LPS in gliviénimi betaglukan molekulami.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniika fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

7 POVZETEK

Spodbujanje ali zaviranje limfocitov T, ki z antigenskimi receptorji prepoznavajo antigene
na celicah lastnega organizma, je odvisno od $tevilnih imunskih in drugih signalov, ki so
lahko pozitivni ali negativni. Razli¢ni signali vzpodbudijo taréne limfocite, ki na koncu
doloCijo celi¢ni odziv nanje, na primer celicno proliferacijo, izloCanje citokinov ali
apopotozo celice. Celi¢ni odziv na antigen je klju¢nega pomena pri razvoju in zdravljenju

élovekovih bolezni.

Ena najpomembnejsih vlog pri prenosu signala in dolo¢anju limfocitne celi¢ne aktivnosti
pripada koncentraciji znotrajceli¢nega kalcija (Ca®"). Glavni dogodek po spodbujanju
limfocitov je namre¢ sprememba v koncentraciji znotrajceli¢nega kalcija (ki prehaja skozi
celi¢cno membrano), kar za sabo potegne Stevilne celi¢ne procese — na primer kemotakso,
oksidativni izbruh, proizvajanje citokinov ali fagoctiozo. Merjenje sprememb v
koncentraciji znotrajceli¢nega kalcija limfocitov lahko prispeva k pojasnitvi patofiziolosko
pomembnih mehanizmov celi¢ne aktivacije, ki jih sumimo za dovzetnost na okuzbe,

vnetja, hiranje in podhranjenost ter poskodbe srca.

S spodbujanjem imunskih celic, limfocitov, smo v nasi raziskavi zeleli spodbuditi ali
zavreti koncentracijo kalcija v celici. Z razli¢nimi spodbujevalci, modulatorji ter sprozilci
smo zeleli ugotoviti, ali je nasa metoda primerna za merjenje koncentracije

znotrajcelicnega kalcija v limfocitih.

Ugotovili smo, da vsi spodbujevalci znotrajceli¢nega kalcija v naSem poskusu, ionomicin,
protitelesa CD3 s kostimulirajo¢o molekulo CD28 in PHA, moc¢no povisajo koncentracijo
znotrajcelicnega kalcija v limfocitnih celicah in so zato primerne pozitivne kontrole v
poskusu merjenja znotrajcelicnega kalcija. Metilprednizolon je uspeSen zaviralec
koncentracije znotrajcelicnega kalcija in primerna negativna kontrola, ki potrjuje uspeSnost
metode merjenja znotrajcelinega kalcija s pretoénim citometrom. Metoda merjenja
znotrajcelicnega kalcija se je prav tako izkazala za uspesno ob dodajanju modulatorja,

natrijevega nukleinata ter Sibkem spodbujevalcu, kulturi E. coli.
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