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ROVIDITESEK JEGYZEKE

[Ca?*]ext: extracellularis calcium koncentracié

[Ca? |ine: intracellularis calcium koncentracio
4-1BB/OX-40: kostimulacios domének

Asza-receptor: adenozin receptor 2A

AM: acetoxi-metilészter

APC: antigén prezentalo sejt

ATP: adenozin-5'-trifoszfat

BSA: bovine serum albumin

bTT: benignus tumor T-sejt

CA-125: karcindma antigén-125

CAR: kiméra antigén receptor

CC: CAR-T sejtek szama

CCRF-CEM: T-limfocita sejtvonal
CD3/CD3/CD8/CD16/CD19/CD28/CD32: differenciaciés klaszter
CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CRAC: kalcium felszabadulas aktivalta kalcium csatorna
CTL: citotoxikus T-sejt

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DC: dendritikus sejt

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

ER: endoplazmatikus retikulum

ER: osztrogénhormon receptor

5



FBS: fetalis szarvasmarha-szérum

FCS: magzati borjuszérum

FDA: Food and Drug Administration

Gkcaza: KCa3.1 csatornak teljes-sejt vezetoképessége
Gkvi3: Kv1.3 csatornak teljes-sejt vezetoképessége
GrB: granzim B

HBSS: Hank's Balanced Salts Modified Solution
HD: egészséges donor

HER2: human epidermalis receptor 2

HLA: human leukocita antigén

HNC: head and neck cancer, fej-nyaki daganat
hT: egészséges T-sejt

IL-2: interleukin-2

IL-7: interleukin-7

IL-15: interleukin-15

1P;: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

IPs;R: IP;3 receptor

IR: infiltracios rata

KCa3.1: Ca’*-aktivalt kalium csatorna

KE: 0lési hatékonysag

KR: olési rata

Kv1.3: Fesziiltség-aktivalt kalium csatorna

LB: Luria Bertani Broth agar

LBCL: nagy B-sejtes limfoma



MDSC:

MHC:

mTT:

NFAT:

NFW:

NK:

NT CEM:

NTT:

OC:

PD-1:

PD-L1:

PFA:

PBMC:

PBS:

PI3K:

PIP2:

PLC:

PR:

RPMI:

sGFP:

SOC:

SOCE:

STAT3:

T1:

mieloid szuppresszor sejtek

f6 hisztonkompatibilitasi komplex
malignus tumor T-sejt

aktivalt T-sejtek nuklearis faktora
nukleaz mentes viz

természetes 0losejt

nem transzdukalt CEM sejt

nem transzdukalt T-sejt

ovarium daganat

programozott sejthalal fehérje 1
programozott sejthalal ligand 1
paraformaldehid

periférias vér mononuklearis sejt
foszfattal pufferolt sooldat
foszfatidil-inozitol-3-kinazok
foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat
foszfolipaz C

progeszteron receptor

Roswell Park Memorial Institute médium
superfolder zold fluoreszcens fehérje
Super Optimal browth with Catabolites repression
intracellularis kalciumraktar altal vezérelt Ca**-belépés
transzkripcios faktor

tetramerizacios domén



TAA:

TAM:

TAN:

TB:

TC:

TCM:

TCR:

Tem:

TEMRA:

TG:

TIL:

TME:

TRUCK:

tumor asszocialt antigén
tumor asszocialt makrofag
tumor asszocialt neutrofil
Terrific Broth agar

0ssz sejtszam

kozponti memoria T-sejt
T-sejt receptor

effektor memoria T-sejt
CCR7 CD45RA" T-sejt
thapsigargin
tumor-infiltralo limfocita
tumor mikrokornyezet

T cells Redirected for Universal Cytokine Killing



1. ELOSZO

A T-sejtek szerepet jatszanak a tumor novekedés visszaszoritasaban és az immunterdpiaban. A
T-limfocitak ioncsatornai, mint a fesziiltség-fiiggé Kv1.3, kalcium-aktivalt KCa3.1 kalium
csatornak ¢és a kalcium-felszabadulas aktivalt, CRAC csatorna (CRAC: calcium release-
activated channels,) a Ca®" jelatvitel szabalyozasaval befolyasoljak a T-sejtek Ca*"-fiiggd
funkcioit, mint példaul az aktivaciot, proliferaciot, valamint mas effektor funkcidkat, mint a
citokin/granzim termelés, migracié és akar a tumordlés. A Kv1.3 és KCa3.1 K* csatornak
stabilizaljak a T-sejtek negativ membranpotencialjat a CRAC csatornakon keresztiil torténd
Ca®" bedramlas fenntartasa érdekében. Akarcsak T-sejtek esetében ezen ioncsatornak kiméra
antigén receptorral (CAR) rendelkezé T-sejtekben is kiemelkedd szerepet jatszhatnak. A T-
sejtek genetikai modositasa, hogy CAR-t fejeznek ki, lehetdvé teszi szdmukra, hogy felismerjék
a daganat felszinén 1€v0 specifikus antigént, €s aztan elpusztitsdk a daganatot. Dolgozatom két
témat olel fel, melyben feltérképeztiik a T limfocitak ioncsatornainak lehetséges szerepét €s

expresszigjat patologias allapotokban.

Megvizsgaltuk a Kv1.3, a KCa3.1 és a CRAC expressziojat petefészekrakos (OC) betegek
CD8" sejtjeiben. Célunk az volt, hogy OC esetében jellemezziik mind a rosszindulatd, mind a
joindulati daganatos betegek vérébol izolalt CD8" T-limfocita ioncsatornak aktivitasat, ezzel

egy potencialis biomarkert szolgaltatva a prognosztikdban, diagnosztikaban.

Akércsak a T-sejteknél, ugy a CAR-T sejtek esetében is kiemelkedd szerepet jatszhatnak a
Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatorndk. Célunk az volt, hogy megkideritsiik, hogy a CAR-T sejt
ioncsatorndk (Kv1.3 és KCa3.1) milyen szerepet toltenek be a CAR-T sejtek altali tumor
infiltracioban ¢és eliminacioban in vitro koriilmények kozott monolayer és 3D szferoid
tumormodellben. Tovabba, hogy a Kvl.3 (Vm24) és KCa3.l (TRAM34) inhibitorok
alkalmazésa hogyan befolyasolja a CEM-CAR ¢és a CAR-T sejtek tumordlési hatékonysagat

szferoidokban.



2. BEVEZETES

2.1 Az immunrendszer szerepe, mitkodése

Az immunrendszer mikddése rendkiviil Osszetett, ugyanis képes elpusztitani a korokozokat €s
a korossa valt belsd struktirakat, miel6tt azok komoly ¢€s tartdés kart okoznanak. Kétféle
immunrendszer alakult ki az evolicid soran: a velesziiletett és a szerzett immunrendszer,
amelyek egymadssal szorosan egyiittmiikodve és egymast kiegészitve segitik fenntartani az
immunhomeosztazist. [1-3]. Az immunrendszer sejtjei elszortan, elsdsorban a vérben és a
nyirokrendszerben taldlhatok meg, nem pedig egyetlen szervbe tomoriilve. A nyirokszerveket
funkciojuk alapjan elsddleges vagy masodlagos nyirokszerveknek nevezziik (1. abra). A voros
csontveld, mint elsddleges nyirokszerv a limfocitdk immunkompetens sejtté éréséhez
biztositanak megfeleld mikrokdrnyezetet, mig a masodlagos nyirokszervek helyszint
biztositanak az antigének és patogének idegen struktardinak specifikus receptorokkal valo

felismeréséhez, ezaltal a fajlagos immunvalasz kialakulasahoz [4-6].

Elsodleges limfoid szervek \ Masodlagos limfoid szervek

Nyak (nyaki)

nyirokcsomok

Timusz

Peyer plakk

Lagyéki (agyeéki)
nyirokcsomo

1. abra: Elsidleges és masodlagos nyirokszervek [6]
Az elsodleges nyirokszervek (voros csontvelo, timusz) az immunsejtek képzodésének/érésének
helyei, mig a masodlagos nyirokszervek (nyaki, honalj, lagyéki nyirokcsomok, lép, Peyer-plakk)
az immunvalasz kozponti teriiletei.
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Antigéninger hatdsara elindul a sejtek klonszelekcio folyamata, amely magaba foglalja az
azonos antigénkotd receptormolekuldkat hordozo limfocitak klonjainak kialakuldsat, amely a
speciﬁkus immunvélasz, illetve a differenciacio alapjét képezi. A proliferélédé sejtek

.....

is differencidlodhatnak, amelyek képessé valnak a patogén eliminalasara. [7, 8].

A csontvel6i hemopoetikus 0ssejtekbdl mieloid és limfoid eldalakok fejlédnek, majd ezekbdl
alakulnak ki az immunrendszer sejtjei (2. dbra). A mieloid fejlddési titvonalon keletkeznek pl.
a dendritikus sejtek (DC), granulocitak, makrofagok és a hizosejtek, mig a limfoid fejlodési
uton a limfocitdk elé alakjai differencidlodnak, melyekbdl végiil B sejtek, T sejtek vagy
természetes 616 (NK) sejtek jonnek 1étre [1, 4, 6, 9].

/.(Lf\ ———— 3 Hematopoietikus

ossejtek

| / \ Eozinofilek
Limfoid Mieloid

progenitor sejtek progenitor sejtek (‘%

@ O B Basophllok

‘ } T-limfocitak Vérlemezké
‘ I M Neut IO,.)H ilek

\ ‘ Monocntak
\ , .
4 \ B-limfocitak Vardsvers le(_'(
(7 | —_—
A | Vz \
(» '_‘:? //' 5 " //

2. abra: A hematopoézis folyamata [6]
A hematopoézis soran keletkeznek az immunrendszer kiilonféle sejtjei. Minden sejt egy kozos
hematopoietikus ossejtbol ered, majd fejlodik tovabb mieloid vagy limfoid fejlodési utvonalon.

2.2 T-sejtek szerepe az immunvalasz soran

Az adaptiv immunvélasz kiemelked6 szerepldi a T-sejtek, melyek szerepe a szervezetbe bejutd
baktériumok, virusok, valamint daganatok és koéros dgensek elleni védekezés [7, 10, 11]. A T-
sejtek eldalakjai a csontveldben képzddnek, majd a csecsemOmirigybe, azaz a timuszba

vandorolnak, és kornyezeti tényezok hatdsara immunkompetens T-sejtekké érnek [5, 6, 12]. A
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periférias nyirokszervekbe mar a receptorstruktirakkal rendelkezd T-limfocitakként jutnak el,
amelyek antigéneket képesek felismerni. Ezen T-sejteket két csoportba sorolhatjuk be
miikodésiik alapjan: citotoxikus (CD8") és helper (CD4") T-sejtek [7, 13]. Az immunvalasz
kialakitasanak kiilonb6z6 szakaszaiban jatszanak szerepet. A CD8" és a CD4" T-sejt egyarant
rendelkezik antigén-specifikus T-sejt receptorral (TCR), amelyet Ig-szupercsaladba tartozo
gének kodolnak [14-17]. A helper T-sejtek az immunvalaszt egyéb immunsejt aktivacioja révén
(példaul B-limfocita, makrofag) szabalyozzak, iranyitjak, ezaltal vesznek részt a fertdzések
elleni kiizdelemben. Immunologiai memoriat csak a limfocitdk képesek kialakitani, mivel
kizarolag ezek a sejtek képesek az antigének specifikus felismerésére. A citotoxikus T-sejtek
képesek felismerni és elimindlni a fert6zott és daganatos sejteket, ezzel gatolva a fert6zés
tovabbi elterjedését €és segitve a daganatos betegség lekiizdését. [1, 7, 13]. A T-limfocitak az
antigénprezentalo sejtek (APC-k) membranjan megjelend f6 hisztokompatibilitdsi komplex
(MHC) molekuldkhoz kotott forméaban ismerik fel a fehérjetermészetli antigénekbdl szdrmazo
peptidek linedris szekvenciait [9]. APC kozé sorolhatok a B-limfocitdk, a makrofagok,
dendritikus sejtek, de bizonyos mértékig a szervezet valamennyi sejtje képes az idegen
antigéneket prezentalni. Az antigén prezentacio kovetkeztében szdmos szignalizacids utvonal
indul el a sejtben, mint példaul a Ca*'-fiiggd jelatviteli utvonal, amely kovetkeztében a sejt
proliferalodni, differencidlodni fog [18]. Aktivacio hatdsara a citotoxikus T-limfocitakban és
NK sejtekben a proteazok csalddjéba tartozo, granzim citotoxikus protein termelés megno,
amely fontos szerepet jatszik a sejtek apoptodzisdnak szabédlyozisaban, ezzel hozzdjarulva
fertdzott sejtek elpusztitdsdhoz. A célsejtek citoplazmdjaba granzim aramlik be a citotoxikus T-
sejtek altal kibocsatott granzim, perforin és szerglicin tartalmi komplexeket altal [19]. A
citoplazmaba jutott granzimok kaszpdzokat is hasitanak, ezaltal apoptozist indukalva a

célsejtben [7, 20-22].

2.3 Ovarium (petefészek) tumor

A petefészekrak (OC) gyakori négyogyaszati rosszindulatu daganat, amely a vildgon sok nét
érint. Az OC incidenciaja magas, €s korlatozott, <50%-o0s 5 éves tulélési aranya (incidencia:
3,4% az 0Osszes daganatos megbetegedére vonatkozodan, ndk esetében és 22,5% az Osszes
ndgyogyaszati rakos megbetegedés esetében) [14]. Az OC felismerése a korai stddiumban
problematikus; az OC-ben szenvedd betegeket a betegség eldrehaladott szakaszaban (III-IV.
stadium) diagnosztizaljak, és addigra a rak mar attéteket képzett a felsd hasiiregben. A talélés
kritikus pontja a betegség stddiuma és a mutéti beavatkozas utan megmarad6 tumoros csomok

mennyisége. A nem mucinozus epitelidlis petefészekrak leggyakrabban hasznalt biomarkere a
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karcindma antigén-125 (CA-125) mint szérummarker, de mucindzus rakokban és csirasejtes
daganatokban nem informativ [15]. A platina-alapu gyogyszerek rendelkezésre allnak
elsddleges kezelésként, de eldrehaladott stadiumu betegeknél ez nem bizonyul hatékonynak

[19, 23].

2.4 Ioncsatornak

Az ioncsatorndk olyan porusformald fehérjék, melyek biztositjadk az ionok szabélyozott és
szelektiv atjutdsat a sejtmembranon az elektrokémiai gradiens irdnyaban. Az ioncsatornakat
szelektivitas és kapuzas alapjan tobb csoportja oszthatjuk. A szelektivitds alapjan
megkiilonbdztethetiink nagy szelektivitdsi csatorndkat melyek leginkabb K*, Na®, Ca®* és CI
szamara atjarhatd, ezek jellemzden 4 alegységbdl allnak. A kis szelektivitdsu ioncsatornak
kationokra specifikusak és jellemzden 5 alegységbdl allnak, mig azok a csatorndk, melyek nem
szelektivek jellemzden 6 alegységbdl. Kapuzés alapjan megkiilonboztetiink ligand-kapuzott,
intracellularis  (i.c.) hirvive 4altal kapuzott, fesziiltség-kapuzott, membran-fesziilés
(mechanoszenzitiv) kapuzott és hattér csatornat. A ligand kapuzott ioncsatornak esetében egy
extracellularis ligand kotédés, mig az i.c. hirvivé altal kapuzott csatorndk esetén a ligand
bekotddése az intracellularis oldalrol jelenti az ingert. A fesziiltség-kapuzott ioncsatornak
esetében a membranpotencialvaltozas, mig a mechanoszenzitiv csatornak esetében a membran
fesziilése jelenti az ingert [24]. A nyugalmi potencial fenntartasat a hattér csatornak segitik eld,
amelyek konstitutivan aktiv ioncsatorndk [25]. Az ioncsatornak lehetséges allapotai: nyitott,
zart €s esetenként inaktiv, mely allapotokat kiilonféle konformacio jellemez [24, 26]. Hosszan
tarto elektromos vagy kémiai stimulus hataséara az ioncsatornak inaktivalt allapotba keriilhetnek
az adott inger megsziinés€ig. Az ioncsatorndk mutacioi szamos betegség hatterében huzoédnak
meg, ezen okbol kifolydlag a gyogyszeripar szdmara igen jo célpontoknak tekinthetdk, erre
példa a cisztas fibrozis, amely esetén a betegség hatterében a CFTR kloridion csatorna mutacioi

allnak [27].

2.5 Fesziiltség-kapuzott kalium csatorna, Kv1.3

A kélium csatorndk az ioncsatornak egyik legnépesebb csoportja. A fesziiltségfiiggd kalium
(Kv) csatornak a sejt membranpotencialjat és a kiilonféle jelatviteli folyamatokat szabalyozzak
[28-32]. A Kv csatornak négy alegységbdl allnak 0ssze, melyek egyarant lehetnek hetero- és

homomerek. Egy alegység hat transzmembran hélixet tartalmaz. Az egyes alegységek ER-ban
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torténd Osszeszerelddését a csatorna intracelluldrisan elhelyezkedd N-termindlisan talalhato
tetramerizacios un. T1 domén teszi lehetdvé. Az N-terminushoz hozzakotodve a Kvp alegység
altal tovabbi jelatviteli molekuldk kapcsoldodhatnak [33]. Az ionvezetést lehetévé tevo
konzervalt porusrégio kialakuldsért 5. és 6. transzmembran szegmens (S5 és S6) kozotti hurok
¢s a S6 szegmens bizonyos részei felelosek (3. abra). Ezen régi6 tartalmazza a kalium
szelektivitasaert felelOs szelektivitasi sziird szekvenciat. A Kv csatornak fesziiltség szenzoranak
negyedik transzmembran szegmenst tekintjik [32, 34, 35]. A csatornak porusa négy K*
kotohelyet tartalmaz [35]. A funkciondlis fesziiltség-fiiggd kaliumcsatorna alfa-alegység
alapjan 12 alcsaladot irtak le, melyek koziil a Kv1.3 a Kvl.x alcsalad tagja [36]. Kimutattak,
hogy a Kv1.3 ioncsatorna kulcsfontossagli eleme annak az itvonalnak, amely a CD8" T-sejtek
szamoltak be, hogy a Kv1.3 expresszidjanak felszabalyozasa a tumorspecifikus CD8" sejtekben

csOkkentette a melanoma tumor ndévekedését [38].

i
il

T1

;r_l

S4-S5 nker

3. abra: A fesziiltség-fiiggd Kv ioncsatornak felépitésének sematikus dabrdja [39]
A Kvl.3 csatorna négy azonos alegységbdl szerelodik oOssze, melynek mindegyike hat
transzmembran szegmensbol (S1-S6) tevodik ossze. Az ionvezetést a porusrégio kialakulaseért
felelds 5. és 6. transzmembran szegmens kézotti hurok és a S6 szegmens teszi lehetové. A T1,
azaz tetramerizacios domeén az alegységek ER-ban torténd osszeszerelodéséhez sziikséges.

2.6 KCa3.1: egy kalcium-kapuzott kalium ioncsatorna

Fiziolédgiai, vezetOképessége és farmakoldgiai tulajdonsagok alapjan a kalciummal aktivalt

kéaliumcsatornakat harom kategoriaba sorolhatjuk: lehetnek nagy vezetéképességii (BKCa, 100

14



-300 pS), kdzepes vezetdképességli (IKCa, 25-100 pS) ¢€s kis vezetdképesség kalcium-aktivalt
kaliumcsatornak (SKCa,2-25 pS). Kdzepes vezetdképességii K csatornak kdzé tartozik a Ca'-
aktivalt KCa3.1 [40, 41]. A KCa3.1 ioncsatorna 4 alfa alegységet tartalmazd transzmembran
fehérje, ami egyenként 6 transzmembran szegmenset (S1-S6) tartalmaz (4. abra). Az
ionvezetést lehetévé tevd porus régid az S5 és S6 kozott helyezkedik el. A C-termindlisnal
talalhatd egy kalmodulin k6t6 domén, melyhez Ca?*-aktivalt kalmodulin kapcsolodik, amely
aktivalni fogja a csatorndt, azaz nyitott allapotba keriil. A csatorna aktivaciojanak
szabalyozasaban elsésorban az intracellularis Ca?* szint novekedése vesz részt. Az aktivalt
csatorna hozzajarul K kidramlés altali membranpotencial és az az intracellularis Ca* szint

szabalyozéasahoz [32, 40, 42-44].

Extracellularis oldal
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4. abra: A kalcium aktivalt KCa3.1 ioncsatornak felépitésének sematikus dbrdja
Forras: https://www.cusabio.com/c-20939.html (Letéltés datuma: 2025. februdr)
A KCa3.1 egy tetramer fehérje, amelynek minden alegysége hat transzmembran szegmensbe és
egy porus régioba (P) szervezddik az 5. és 6. szegmens kozott. A csatorna Ca’* érzékenységéért
a C-termindlison taldlhaté kalmodulin-kété6 domén felelds, amely Ca’" szenzorként
funkciondlva érzékeli az intracellularis Ca’* koncentrdciot.

KCa3.1 csatorna fontos immunszabélyoz() szerepet jétszik kiilonféle sejtbéli folyamatokban,
tovabba azok effektor funkciot eloseg1t0 gének expresszmjaban [23]. Daganatos betegekbol
szarmazo CD8" sejtek KCa3.1 diszfunkcidja korlatozza a kemokin éltal indukalt migracidjukat,
amikor a sejteket magas adenozin-szintnek tették ki [23, 45]. Diszfunkcioja szerepet jatszik
kiilonféle autoimmun korképekben, mint példaul a reumatoid artritisz vagy immunrendszeri

gyulladésos betegségek kialakuldsaban [46, 47].
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2.7 CRAC-csatorna

A T-sejtek aktivicidja sordn a Ca’*-vélasz kialakulasahoz hozzajaruld egyik kulcsfontossagi
mechanizmus a raktar-iiriilés altal indukalt Ca®* bearamlds (SOCE: store-operated calcium
entry) [48]. A SOCE csatornak koziil leginkabb tanulmanyozott a kalcium-felszabadulas
aktivalta kalcium csatorna. A CRAC csatorna egy alacsony vezetoképességii (10-30 fS) és
magas Ca’’-szelektivitdsu csatorna, mely szinte az Osszes éllati sejtben expresszalodik. A
CRAC csatornat két alegységbdl épiil fel: Orail és STIMI [49]. Az Orail egy
plazmamembranban lokalizalt porusképzo6 fehérje, mig az endoplazmatikus retikulumban (ER)
lokalizaloddo STIM1 Ca®" szenzorként funkcional. Az Orail egy alegysége négy darab,
citoszolikus N- és C-végekkel rendelkezd transzmembran domént tartalmaz. A STIM1 az ER
Ca?’-szenzorként funkcionald luminalis EF-kéz motivumot és két citoplazmatikus coil-coil
amely konformaci6 valtozas utan képes az Orail-hez kozvetleniil kotddni, mely a CRAC
csatorna aktivacidjahoz vezet, ezaltal extracellularis Ca®" 4ramlik be CRAC csatornakon
keresztiil [53] (5. 4bra). A T-sejt aktivacio és az effektor funkciok kulcsfontossagu 1épése a Ca*-
ionok CRAC csatorndkon keresztiili bedramlasa. NK-sejtek (természetes 6l0sejtek) esetében
egy nemrégiben késziilt tanulmdny szintén arrol szamolt be, hogy a CRAC ¢és a KCa3.l

csatornak kozotti kolesonhatas sziikséges az optimalis célsejt-eliminacidhoz [54, 55].

Extracellularis tér ...0° P
.... ..‘...........Q...' , h
® ...
o Ne p
e Ner
X Noy III

.'. Citoszol STIM1

Raktar-felszabadulas

Endoplazmatikus retikulum

5. abra: A CRAC csatorna felépitése [53]
A CRAC-csatornat két alegység alkotja: Orail és a STIMI. Az intracelluldris Ca’* raktdr
kitiriilését, az endoplazmatikus retikulumban talalhaté STIMI alegység, mint Ca’* szenzor
érzekeli, ennek kovetkeztében transzlokalodik a plazmamemranban talalhato Orail porusképzo
alegységhez, ezzel aktivalva CRAC csatornat.
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2.8 T limfocitak kalium csatornainak szerepe a T-sejt aktivacioban, effektoros funkciok

betoltésében

A T-sejtekben kifejez6do ioncsatornak, mint a fesziiltség-fiiggd Kv1.3, kalcium-fiiggd KCa3.1
¢s az CRAC ioncsatorna kiemelkedd szerepet jatszanak a T-sejtek aktivacidja, proliferacioja és
tumorsejt-6lése soran (6. abra) [13, 23, 56-58]. A T-sejtek antigén felismerésének kdvetkeztében
olyan jelatvitel kaszkad aktivalodik, amely kovetkeztében foszfolipaz C aktivalodik (PLC). Az
aktivalt PLC a foszfatidil-inozitol-biszfoszfatokat (PIP2) oldhatd inozitol-1,4,5-trifoszfatta
(IP3) hidrolizalja. Az IP3, mint intracelluldris hirvivé az ER membranjaban talalhato 1P3
receptorhoz (IP3R) kotddik, ezaltal Ca?* kidramlast eldidézve az ER-bol az IP3R-en keresztiil.
A Ca’®" kiiiriilését a CRAC-csatorna STIM1 alegysége érzékeli, amely konformécio valtozas
utan a plazmamembranban talalhato Orail csatornahoz transzlokalddik, majd a CRAC csatorna
aktivalodik [51, 53, 59-61]. Ennek kovetkeztében az Orail-en keresztiil Ca?" dramlik be az
intracellularis térbe. A megemelkedett intracellularis Ca®"-szint kovetkezményeként a
sejtmembran depolarizalodik, amely nem kedvezd a Ca®'-fiiggd jelatvitel szempontjabol.
Depolarizaci6 hatasara aktivalodik Kv.1.3 fesziiltségfiiggd ioncsatorna, mig a megemelkedett
Ca?" koncentracié a Ca**-fliiggé KCa3.1 csatornat aktivalja, ezzel a membranpotencialt kellden
negativ értéken tartjak (T-sejtek esetében: -50 — -60 mV) a K'-efflux altal, igy biztositva a
hajtoerdt a megfeleld Ca®’-fiiggd jelatvitelhez [47, 62-64]. Ezen jelatviteli folyamat hozzajarul
bizonyos citokinek, citotoxikus molekuldk expresszidjahoz (pl.: interleukin-2 (IL-2), GrB),
csatornak aktivitasa, membranlokalizacija és expresszidjuk nagymértékben befolyasolja Ca?*-

fiiggd jelatvitel hatékonysagat [14, 23, 63, 65-71].

17



- TCR stimulacio

ORAM At Kv1.3 . . KCadA o
==\
STIM1 s °s W e
dimer o.%
. ® aicium szignalizacié
.... ?’ \ |
% :.' id6 l

IP3 receptor
° ° Sejt aktivacio
Effektor funkcio

sER
(Ca?* raktar) e

6. abra: Az ioncsatorndk szerepe a T-sejtek aktivacioban [72]
A Kvl.3, KCa3.1 és CRAC (Orail, STIMI1) csatorndk dltal szabadlyzott Ca’*-fiiggd jelatvitel

erer

receptor. IP3: inozitol 1,4,5-triszfoszfat. IP3R: IP3 receptor. sER: sima feliiletii
endoplazmatikus retikulum. STIM1 : Sztromalis interakcios molekula 1. CaM: Kalmodulin.

2.9 Kv1.3 és KCa3.1 csatornak T-sejt altipus szerinti expresszidja

A naiv CD4" és CD8" T-sejtek egyarant expresszaljak CD45RA foszfataz és a CCR7 kemokin
receptort, az utdbbi kulcsfehérjeként szolgal a nyirokcsomokba vald belépéshez. A
nyirokcsomodkon beliil a naiv sejtek antigénnel taldlkozas kovetkeztében, aktivalodnak és ,,naiv
aktivalt” vagy ,,naiv effektorokka” valnak. A legtobb naiv effektor sejt elpusztul, de néhanyuk
hosszh életli kozponti memoriasejtekké (Tem: CCR7'CD45RA) differencialodik (7. abra). Az
antigénnel valo ismételt talalkozas autoimmun betegségekben vagy kronikus fertdzések soran
a Tcm sejteket rovid élettartamu effektor memoria (Tem: CCR7CD45RA°) sejtekké
differencialja. A CD8" Tewm sejtek egy része képes visszanyeri a CD45RA-t és ezaltal CCR7
CD45RA™ Temra sejtekké differencialodik. A T-sejtekben kifejez6dd K csatornak, mint a
Kv1.3 és a KCa3.1 szdma fiigg a sejt aktivacios és differencialodasi allapotatol [65, 67, 70, 73-
77]. Nyugalmi allapotban a CD4 és CD8 naiv, Tcm és Tewm sejtjek 1ényegesen tobb Kvl1.3
csatornat (200-300/sejt) expresszalnak, mint a KCa3.1 csatornakat (8—20/sejt). Az antigén vagy
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mitogén stimulacid hatdsara 1étrejovo naiv-effektor és Tcom-effektor sejtek hasonld szamu
Kv1.3 és KCa3.1 csatornat fejeznek ki (Kv1.3: 400-500/sejt; KCa3.1: 200-500/sejt). Az aktivalt
CD4" és CD8" Tem sejtek Kv1.3 csatornakat magas (1500/sejt), mig az KCa3.1 csatornakat
alacsony szdmban fejezik ki (~ 10/sejt) [76-78]. A csatorndk génexpresszidés mintdzataiban
bekovetkezd kiilonbségek jelentésen befolyasoljdk a membranpotencial és a Ca** jelatvitel
szabalyozasat, ezaltal a T-sejtek aktivacidjat és effektor funkcioit [77, 79, 80].

Naiv Tem Tem
CCR7-CD45RA*+ CCR7:CD45RA- CCR7-CD45RA-

. Kvi3 200 250 300

Nyugvo IKCat 20

CD4+ a
IKCa1 500 500
|[KCa1masas KV1 _3magas
Naiv Tem Tem
CCR7-CD45RA° CCR7'CD45RA- CCR7-CD45RA- CCR7-CD45RA"

Nyugys :}(<V<;31 250 Q 250 Q 22050 Q 250

CcDs8* a

Q 20
Aktivalt Kv1.3 400 1600 1800
IKCa1 600 40 50
J | |

IKCa1magas Ky1.3magas

7. abra: Kvl.3 és KCa3.1 csatornak eloszlasa kiilonbozo T-sejt aktivdcios és
differencialodasi dallapotban [76].
A négy alcsoport (naiv, Tcm, Tem és Temra) a CCR7 és a CD45RA expresszidja alapjan
kiilonboztetheto meg. Tcom: centralis memoria T-sejt, Tem: effektor memoria T-sejt, TEmra:
CD45RA" effektor memoria T-sejt

2.10 A Ca*" optimum szabalyozé szerepe a daganatok elleni kiizdelemben

A citotoxikus T-limfocitdk (CTL) és az NK sejtek sziikségesek a szervezet daganat elleni
védelméhez [1, 2]. A Ca®" a nyiroksejtek miikddésének és a rdk homeosztizisanak
kulcsfontossagi metabolikus tényezdje. CTL és NK sejtek esetében az intracellularis ([Ca?*Jinc)
és extracellularis ([Ca®']ext) Ca®'-szint valtozasai fontosak lehetnek a tumorterapia
szempontjabol, ugyanis ezen valtozasok befolyasolhatjak a sejtek migracios, proliferacios és
citotoxikus folyamatait (8. abra). A 100 nM-nal kisebb nyugalmi [Ca* ]int érték esetén a CTL-
¢s NK-sejtek citotoxicitasa kissé csokkent és migracios képességiik nagy mértékben korlatozott

(8 4bra A panel). A [Ca*']int emelkedés 100-300 nM-ra (NK sejteknél valamivel magasabb) az
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optimalis citotoxikus potenciél eléréséhez sziikséges (8. dbra B panel). A 300 nM feletti [Ca?*]int
értek a migracidhoz optimalis, azonban a citotoxicitds mar kissé csokken (8. dbra C panel).
Nagyon magas [Ca* ]int esetén a citotoxicitas és a migracié szuboptimalis, mig a proliferaci6 és

az apoptdzis dominal (8. abra D panel) [81, 82].
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8. abra: A CTL- és NK-sejtek kiilonbozé funkcidihoz sziikséges Ca** optimum koncentrdcio
tartomanyok [81]

Az intracelluldris Ca’*-szint vdltozdsai befolydsoljdk a sejtek migrdcios, proliferdcios és

citotoxikus folyamatait. (4) Nyugalmi [Ca®*]in értéken (<100 nM) a CTL- és NK-sejtek

miikédése korlatozott. (B) Mar nagyon alacsony emelkedésnél, 100-300 nM [Ca®” Jins tartomdny

esetében a citotoxicitds domindl. (C) A 300 nM feletti [Ca’” ] optimdlis a migrdciéhoz, mig a

nagyon magas [Ca’" Jini (>500 nM) esetén a proliferdcié domindl (D).

2.11 CAR-T sejtek felépitése, CAR generaciok

crer

rendelkez6é T-sejtek. Ezen receptorok endogén TCR-rel ellentétben, képesek az MHC/HLA
prezentacid hianyaban felismerni az antigéneket. A CAR négy f6 doménbol all: egy

extracellularis antigén-felismeréd ektodoménbol, egy csuklo régiobol, egy a receptor
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stabilitasaért ¢és sejtfelszini kifejez6désért feleldés transzmembran doménbol, illetve egy
intracellularis endodoménbol, amely lehetévé teszi a szignalfehérjék toborzasat &s
foszforilacigjat (9. abra A panel) [83]. A szintetikus CAR receptorokat expresszaldo T-sejtek
képesek felismerni a tumorsejtek felszinén talalhatod specifikus antigént, majd eliminaljak a

daganatot (9. abra B panel) [84].

TAA: Tumor asszocalt antigén
CAR: kiméra antigén receptor

Granzim
- Perforin

— Antigén felismeré domén

} Csuklo régio

— Transzmembran domén

] Citokinek :
i Tumor sejt
CAR-T sejt )
| Intracellularis

szignalizaciés domén

Tumor sejt apoptoézis

9. abra: A CAR struktura alapelvének (4), a CAR-tipusu T-sejtek tumorsejtekre gyakorolt
hatasanak mechanizmusa (B) [85].
(A) A CAR-ok olyan szintetikus receptorok, amelyek egy antigénkété doménbdl, csuklo
doménbdl, transzmembran doménbdl és intracellularis jelatviteli domeénbol allnak. (B) Az
extracellularis antigénkéto domén felismeri a célzott tumor-asszocialt antigéneket (TAA) és
olyan jelatvitel folyamatot indukal, amely a sejtek apoptozisahoz/sejthalalhoz vezet.

crer

sejtek aktivitasa, proliferacioja és terapids hatékonysaganak novelése céljabol (10. dbra). Az
elsé generacios kiméra antigén receptorok mindossze egy endodomént (CD3( lancot)
tartalmaznak, azonban a masodik generdcio az intracellularis domén mellé egy kostimulator
(CD28/4-1BB/OX-40) régiot ¢épitettek be, amely fokozza a T-sejtek aktivalodasat,
domént kombinaltak (CD3-CD28-OX40 vagy a CD3-CD28-41BB) a proinflammatorikus
kornyezetet indukaldsa, gyors tumor eliminaci6 és a CAR-ok hosszatdva fennmaradasa

céljabol. A 4. generaciés CAR, masnéven TRUCK (T cells Redirected for Universal Cytokine
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Killing) konstrukciojaban a mésodik generacio tulajdonsagait kombinaljak. Ezek esetében az
endodomén NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells,) specifikus kazettat tartalmaz, melyek
aktivalasaval képesek szabalyozni a citokin termelést és az ezaltali sejtaktivaciot, proliferaciot
¢s effektor funkciokat. Ezen CAR-ok alkalmazdsa sordn azonban szamos nem kivant hatas
figyelheté meg, mint példaul a tumoron kiviili aktivacidja és a transzgenikus citokinek
felszabadulasa egészséges szovetekben [86]. Az utols6, azaz 5. generacios CAR-ok
struktarajaba integraltak az IL-2 béta lancat, amely STAT3 transzkripcids faktorral kotddik,
ezaltal indukalva a citokin felszabadulast [85, 87].

1. generacio 2. generacié 3. generacio 4. generacio 5. generacio
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Transzmembran a
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10. abra: CAR generdaciok fejlodése [85]
A CAR-T sejtterapia hatékonysdganak és biztonsdagossaganak javitasa érdekében a CAR-T
sejtek szamos progressziv valtozason mentek keresztiil a CAR szerkezetének az intracellularis
jelatviteli domének alapjan torténé modositasaval. Jelenleg az 1-3 generdcios CAR T sejteket
hasznaljak terapias célokra.

2.12 CAR-T sejt terapia

A CAR-T sejtes terapia elénye, hogy szisztematikusan ¢és hatékonyan pusztitja el a
daganatsejteket anélkiil, hogy karositana a kornyezo egészséges sejteket [88, 89]. CAR T-sejtes
terapia jelentds eldrelépést jelent a személyre szabott rakkezelésben. Az FDA (Food and Drug
Administration) mar tobb, mint hat CAR T-sejtes terapiat hagyott jova hematologiai
malignitasok, példaul a nagy B-sejtes limfoma (LBCL) esetén [90]. A terapia elsé 1épése a

leukoferezis, amely soran leveszik a paciens vérét, majd a T-sejteket szeparaljak beldle (11.
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abra). Ezutan laboratoriumi koriilmények kozott a T-sejteket genetikailag modositjak, hogy
azok expresszaljak a kiméra antigén receptort. Az igy 1étrehozott CAR-T sejteket felszaporitjak,
majd infuzioval visszajuttatjdk a paciensbe, ahol megkezdik a tumor sejtek felkutatasat és
eliminalasat [91, 92]. A terdpia sikerességének ellenére, azonban még szamos kihivas maradt a
terapia hatékonysaganak ¢és biztonsdgossaganak javitdsira a CAR T-sejtek kimeriilése, a
toxicitasi hatas ¢és a szolid tumorok esetében a korlatozott valasz miatt [93]. Tanulmanyok arrdl
szamoltak be, hogy sok beteg nem reagal a kezelésre, valamint neurotoxicitastol €s citokin-
felszabadulasi szindromatdl szenved [94]. Rdadasul a kihivast jelentd szuppressziv tumoros
mikrokornyezet megneheziti e terapia tulélését és megfeleld mikodését [95]. A CAR-T sejt
terapia hatékonysaga javithatd a kiilonb6z0 immunterdpias szerekkel vagy mas terdpias
modszerekkel (sugarterapia vagy kemoterapia) torténd kombindcidjaval, amelyek eldsegithetik
a tumor eliminéciojat [91].

1. A beteg T sejtjeinek 2. CAR expresszioja

begyiijtése W * T sejtekben
/ * %— Lentivirus
|
T sejt
CAR-'T -Sejt 3. CAR-T sejtek
terapia

expanziodja

Tumor sejt

4. CAR-T sejtek
megtamadjak a
tumor sejteket

4. CAR-T sejtek
injektalasa

11. dabra: A CAR-T sejt terapia kezelési ciklusa [92]
A CAR-T sejtterapia egy olyan személyre szabott sejtalapu terapia, amely a beteg sajat T-
sejtieinek CAR-t kifejezo modositdsat jelenti. A terapia tobb lépést foglal magaba: a betegektol
szarmazo T-sejtek begyiijtését, a sejtek tumorspecifikus antigénre iranyulo CAR expressziojat,
a CAR-T sejtek expanzidjat és tisztitasat, valamint a CAR-T sejtek terapias céllal térténo
visszainjektalds a betegbe.
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2.13 Tumor mikrokornyezet (TME)

Az immunrendszer kettds szerepet jatszik a tumorfejlédésben, ugyanis képes azonositani €s
ellendrizni a tumorsejteket egy immunfeliigyeletnek nevezett folyamatban, és kiilonbozo
mechanizmusokon keresztiil immunszuppresszidval eldsegitheti a tumor progressziojat [96].
Azonban az immunrendszer altal végzett immunfeliigyelet gyakran kudarcot vall, mivel a
tumorsejtek képesek atprogramozni a tulélésiiket biztositd 1étfontossagh ttvonalakat. A CD8*
T-sejtek a tumor mikrokdrnyezetében jelen 1évd kilonbdzd immunszuppressziv
mechanizmusok, barrierek miatt nem képesek hatékonyan ellatni az effektoros funkcidkat €s
igy eliminalni a rakos sejteket (12. abra). A TME metabolikus (emelkedett extracellularis K,
H*, ATP- és adenozinszint, hipoxia és fokozott savassag) és sejtkomponensek, példaul a
programozott sejthalal ligand 1 (PD-L1) talreprezentacidja révén akadalyozza a CD8" T-sejtek
effektor funkcioit. Immunszuppressziv tényezok kozé sorolhatok mieloid szuppresszor sejtek
(MDSC), a regulator T-sejtek, a tumorasszocialt makrofagok (TAM) vagy neutrofilek (TAN), a
szuppressziv szolubilis faktorok és citokinek [97]. A megndvekedett extracellularis K™ mellett
a hipoxia gatl6 hatast fejt ki a Kv1.3 csatorndkra azaltal, hogy gatolja a csatorna aktivalodasat
[98]. A tumorsejtek felszinén expresszaloddé PD-L1 a T-sejtek PD-1 receptorahoz kotddik,
ezaltal a PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kin4z) utvonalon keresztiil KCa3.1 gatlast valt ki [99,
100]. A T-sejtek Aza-receptordhoz kotddd adenozin csokkent KCa3.1 csatorna miikodést
eredményez. Mindazonaltal a regulator T-sejtek és a tolerogén dendritikus sejtek elnyomjak az

infiltralé T-limfocitak tumorellenes valaszat [23, 99-101].

Mechanikus gat Szupressziv szolubilis faktorok/citokinek

Kemokin/-R mismatch Inhibitor molekulak: PD-1/L1, CTLA-4

Antigénvesztés MDSC

|

Immunszupressziv

" Heterogenitas Regulator T-sejt
TAM

TAN

Oxidativ stressz

Savas pH @
Hypoxia
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Barrierek a tumor
mikrokornyezetben
barrierek

12. abra: Barrierek a szolid tumorok mikrokéornyezetében [97]
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A tumor mikrokérnyezete a tumort koriilvevo és tumorban kialakulo komplex kérnyezet, amely
donto szerepet jatszik a tumor novekedésében, progressziojaban, attétképzodésében és a
terapiakra adott valaszban.

2.14 Szferoid, in vitro tumor modell

A 2D modellrendszerek haszndlata szamos hatranyt jelent, mig a tumor xenograft
transzplantacio koltséges és iddigényes eljards. Ezt a problémat a nativ tumor és a tumor
mikrokdrnyezet jellemzdit utdnzd, tobb sejttipust is tartalmazé 3D-s tumor modellek
kifejlesztésével kivanjak megoldani. Az 500 um-nél nagyobb atmérdjii tumorszferoidokat
gyakran jellemzik hipoxids teriiletek és nekrotikus kdzpontok, és olyan faktorokat termelnek,
szamos alkalmazasi teriilete van, felhasznalhatok a TME és az angiogenezis modellezésére,
xenograft modellként és biobank-ként, gydgyszersziirésre és terapids szerek fejlesztésének

eldsegitésére [102, 103].

T4

_panyag°k’°z ATP

Proliferacios Nyugalmi  Nekrotikus
zéna zéna zona
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o

Avassgg % Co,

3. abra: Tumor szferoidok szerkezete és biologidja [104]

A tumor szferoidok 3D gomb alaku strukturak, amelyeket gyakran hasznalnak modellként a
tumorok kulcsfontossagu jellemzaoit utanozni, beleértve a sejtek heterogenitdsat, jelatvitelét és
az extracellularis matrixszal valo kolcsonhatasokat. A tumor szferoidokban a kiilso szélen
talalhato a proliferativ zona, ahol a sejtek aktivan osztodnak és névekednek, mivel elegendo
tapanyaghoz és oxigénhez jutnak. A szferoid mélyebb rétegei, a perifériatol tavolabb, nyugalmi
zonat és vegiil nekrotikus zonat alkotnak, ahol a sejtosztodas leadll, és a sejtek a csokkent oxigén-
és tapanyagellatas miatt elhalhatnak.
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3. CELKITUZES

Doktori értekezésemben a T limfocitdk ioncsatorndinak szerepét vizsgaltam patoldgias

koriilmények kozott két kiillonbozo aspektust szem el6tt tartva:

3.1 Kv1.3, KCa3.1 és Orail ioncsatornak aktivitasa daganatos betegek CD8" T-sejtjeiben
A T-sejt ioncsatornak kiilonb6z0 expresszios mintdzattal rendelkezhetnek a kiilonféle
daganatokban. Szdmos esetben ezen csatorndk biomarkerként szolgalhatnak a daganatos
megbetegedésekben. Az eddigi kutatdsok tobbsége tumor infiltrald T-limfocitdkat (TIL)

vizsgalt ezen adatok feltarasara. Célunk az volt, hogy:

1. Ovarium tumoros (malignus €s benignus) betegek és egészséges donorok periférias vérébol
izolalt CD8" T-limfocitdk Kv1.3, KCa3.1 expresszids szintjének jellemezziik patch-clamp

modszerrel.

2. Ovarium tumoros (malignus és benignus) betegek és egészséges donorok CD8" sejtjei Ca’'-

crer

2 alapti Ca*"-imaging modszer segitségével.

3.2 CAR-T sejtek ioncsatornainak (Kv1.3, KCa3.1, CRAC) szerepe a tumor infiltracio és
eliminacio soran

Korabban leirtak, hogy a T-sejtek migracioja €s az effektor funkcidja sordan az Kvl1.3, KCa3.1
és Orail csatornak fontos szerepet jatszanak a Ca®' jelatvitel szabalyozasaval. Akar csak T-
sejtek esetén, CAR-T sejtekben is kiemelkedd szerepet jatszhatnak ezen ioncsatorndk. Célunk

az volt, hogy:

1. A kiméra antigén receptort expresszaljuk CCRF-CEM ¢s human periférids vérbdl izolalt,
aktivalt T-sejtekben, majd a CAR funkcionalitasat validaljuk Calcein-Red AM alapu 2D 61ési
assay-vel, CEM-CAR sejtekkel.

2. A létrehozott CEM-CAR sejtek Kv1.3/KCa3.1 és CRAC ioncsatorna expressziojat

meghatarozzuk és farmakoldgiai mérésekkel azonositsuk.

3. CEM-CAR ¢s CAR-T sejtek ioncsatorndi szerepét vizsgaljuk (Kv1.3 és KCa3.1) tumor 6lési
¢s infiltracids képességiikben Live-or-Dye alapu 3D szferoid assay-vel, specifikus ioncsatorna

gatldszerek segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Egészséges és beteg donorok

Az OC vizsgalatokat 44 és 71 év kozotti, petefészekrakos betegek (4 rosszindulata (malignus)
¢és 3 joindulati (benignus) daganatos beteg) periférids vérén végeztikk. A vizsgéalatba vald
bekeriilési kritérium volt a szdveti biopszidval megerdsitett pozitiv OC diagnodzis, valamint az,
hogy a vérvétel idépontjat megel6zéen nem volt kemo- vagy sugarterapia. Az OC daganat
stadiuma a betegek esetében T2 ¢és T3 volt, NO és N1 csomostatusszal. A vizsgalati alanyok
adatait a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Négyogyaszati és Sziilészeti
Klinikdjan gytjtotték és kezelték. OC vizsgalatokhoz periférids vért vettek tovabba 5
egeészséges ndi donortol (HD), akik 40 és 55 év kozotti korosztalyba tartoztak. A vizsgalatot és
a beleegyez0 nyilatkozatokat a Debreceni Egyetem Regiondlis ¢és Intézményi Kutatasi Etikai

Bizottsaga hagyta jova (RKEB/IKEB sz.:5091-2018; 6627-2023).

4.2 PBMC izolalasa, aktivalasa

A periférias vér mononuklearis sejtjeit (PBMC) teljes vérbdl izolaltuk a kordbban leirtak szerint
[23, 105]. Roviden, a PBMC-ket teljes vér centrifugalasaval izolaltuk SepMate PBMC izolalo
cs6 (STEMCELL Technologies, Cambridge, MA, USA) segitségével, Ficoll-Paque (GE
Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA) stirliséggradiens alkalmazasaval. A PBMC
izolalas soran a frissen levett emberi vért kétszeresére higitottuk HBSS-sel (Hank's Balanced
Salts Modified: (Sigma H4891), Ca*'- és Mg*"-mentes, 15 mM HEPES-t adtunk hozz4, pH =
7,4). A SepMate™ PBMC izolalé csébe (STEMCELL Technologies, USA) 15 ml Histopaque-
1077-et mértiink. A higitott vért a SepMate csObe mértiik a Ficoll rétegre. Centrifugalas utdn az
opalos réteget, amely periféridas mononukledris sejteket tartalmazta, 50 ml-es csdbe helyeztiik
at, majd kétszer mostuk HBSS-sel, és RPMI (Roswell Park Memorial Institute) médiumban
(Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszdg) reszuszpendaltuk. A periférids vér
mononukledris sejtjeit (PBMC-k) 10% magzati borjuszérummal, 15 mM HEPES-sel, 2 mM L-
glutaminnal, 1 mM Na-piruvattal és 200 egység streptomicinnel/penicillinnel kiegészitett
RPMI tapfolyadékban tartottuk. Az aktivalast 48 oran keresztiil végeztiik 24 lyuku sejttenyésztd
plate-ben, amelyet egér anti-human CD3 és CD28 antitestekkel (mindketté 10 pg/ml,
BioLegend, San Diego, CA, USA) [15] vontunk be. A 1étrehozott CAR-T sejtek esetében a 2.
napon a T-sejtek expanzidjat human interleukin-7 (IL-7; 10 ng/ml) és huméan interleukin-15 (IL-

15; 5 ng/ml) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag) segitségével tamogattuk. A
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vizsgalatot és a beleegyezd nyilatkozatokat a Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi

Kutatési Etikai Bizottsaga hagyta jova RKEB/IKEB sz.:5091-2018; 6627-2023.

4.3 Sejttenyésztés

A HEK293T és MCF-7 sejteket (HEK293T: CRL-3216, MCF-7: HTB-22; ATCC, Manassas,
VA, USA) 2 mmol/l GlutaMAX-szal ¢és 10% magzati borjuszérummal (FCS) ¢és
antibiotikumokkal kiegészitett Dulbecco's Modified Eagle Mediumban (DMEM) tenyésztettiik.
A T-limfoblaszt Jurkat-E6-1 (késobb Jurkat, (TIB-152; ATCC, Manassas, VA, USA)) és a
CD19" B-limfoblasztoid Raji sejteket (CCL-86; ATCC, Manassas, VA, USA) 2 mmol/l
GlutaMAX ¢és 10% FCS és antibiotikumokkal kiegészitett RPMI taptalajban tenyésztettiik.

A CCRF-CEM (CCL-119; ATCC, Manassas, VA, USA) T-limfocita sejteket ATCC-formulalt
RPMI-1640 taptalajban (ATCC, Manassas, VA, USA) tenyésztettiik, amelyet 10% magzati
szarvasmarha-szérummal (FBS) és antibiotikumokkal egészitettiink ki.

Primer human T-sejteket és a CAR-T sejteket 25 mM HEPES-sel, 2 mmol/l GlutaMAX-szal,
10% FCS-vel ¢és antibiotikumokkal kiegészitett RPMI taptalajban tenyésztettik. A
sejtvonalakat ~80%-o0s konfluencia mellet tenyésztettiik, 37°C-on, 5% COq-t tartalmazo

inkubatorban taroltuk €s 2-3 naponta passzaltuk,

4.4 Transzformalas

A kodolo plazmidokat (10 ng) 105 ul sajat laboratoriumunkban eldallitott TOP10 (E. coli torzs)
kompetens sejtekhez adtuk, majd 20 percig jégen inkubaltuk. A 20 perc letelte utan 42°C-on
hésokkot alkalmaztunk (60 s), majd ismét jégre helyeztiik a mintakat. A sejteket hozzaadtuk
800 ul SOC (Super Optimal browth with Catabolites repression) médiumhoz, majd 1 6ran at,
37 °C-on razattuk 200 rpm-en. Az 1 ora letelte utdn a mintdkat 4000 rpm-en, 5 percig,
szobahdmérsékleten lecentrifugéltuk, majd a pelletet szélesztettilk a szilard taptalajra. A
petriben 1évd sejteket 12-16 oran keresztiil, 37°C-on ndvesztettiik. A mintdkat késébbi

felhasznalasra 4 °C-on taroltuk.

4.5 Plazmid preparalas

A nagyobb mennyiségli plazmid DNS kinyeréséhez a PureYield Plasmid Maxiprep System-et
(Promega Corporation, USA) alkalmaztunk. A transzformalds soran kindtt baktérium
telepekbdl a megfeleld antibiotikum tartalmu LB (Luria Bertani Broth) vagy TB (Terrific Broth)
tapoldatba (100 ml) oltottunk le egy-egy telepet, és 16 oran keresztiil, 37°C-on, 200rpm-en
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razattuk. Masnap begyljtott sejteket 10 percig 5000 g-n centrifugaltuk, majd a pelletet 12 ml
Cell Resuspension oldatban felszuszpendaltuk. A mintédkat ezutan 12 ml Cell Lysis oldattal
homogenizaltunk, majd 3 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetéen a mintdkhoz 2
ml Neutralization oltatot adtunk, majd a sejtlizatumot 14000g sebességgel centifugaltuk, 20
percig szobahdémérsékleten. A vakuumszivo berendezésre illesztettiik BlueYield Cleaning és
PureYield Maxi Binding Column oszlopokat illesztettiik. A lizatumot az oszlopra toltottiik,
majd bekapcsoltuk a vakuumot. A BlueYield Cleaning oszlopot eltavolitottuk, majd a PureYield
Maxi Binding oszlopra 5 ml Endotoxin Removal Wash oldatot adtunk, majd a vakummal
leszivtuk. Az oszlopra 20 ml Column Wash oldatot adtunk, majd a vakuum segitségével az
oszlop membranjat 5 percig széritottuk. A kikotd oszlopot egy 50 ml-es centrifugacsdbe
helyeztiik, amelyre 0,5 ml NFW-et (nukledz mentes viz) pipettaztunk, majd kilengds rotoru
centrifugdban lecentrifugéltuk szobahdmérsékleten, 2000 g-n, 5 percig. A folyamatot jbol
megismételtik 0,5 ml NFW oszlopra adésa utan. A csé tartalmat egy RNaz/DNéaz mentes
eppendorf-csébe helyeztiik és Nanodrop 2000 segitségével kvantitaltuk a DNS koncentraciot.

4.6 A CD8" sejtek monoklonalis antitest adhézidja

Az aktivalt PBMC-ket egér anti-human CD8 monoklonalis, primer antitesttel (1 pg/ml,
Biolegend, USA) jeloltiik, majd a jeldlt sejteket kecske anti-egér IgG, spoliklonalis antitesttel
(10 pg/ml Thermo Fisher Scientific Inc., Budapest, Magyarorszag) bevont bakterialis mindségii
petri-csészébe helyeztiik [106]. Az elektrofizioldgiai felvételek eldtt a sejteket hdromszor

mostuk extracellularis oldattal.

4.7 Retroviralis transzdukcio, CD19* MCF és CAR-T sejtvonalak létrehozasa

72 éraval a transzfekcié el6tt 3,5 x 10° HEK293T sejtet raktunk ki 10 cm-es tenyésztéedénybe,
10% FBS-sel és 1% L-glutaminnal kiegészitett DMEM médiumba (LifeTechnologies,
Carlsbad, CA, USA). A virusvektor részecskéket a HEK293T sejtekben, az sGFP konjugalt,
CD19-specifikus CAR-t kddolé pBMN retrovirus vektorokkal (4 pg, pPBMN-sGFP-CAR,
Xiaolei Su lab (Yale University, New Haven, CT, USA)) vagy human CD19 markert kdédold
MSCYV vektorral (4 ng; MSCV-hCD19;127889; Addgene, Watertown, Massachusetts, USA),
PAX2 csomagold plazmiddal (4 pg; 12260; Addgene, Watertown, Massachusetts, USA) és
VSVG plazmiddal (4 pg; 14888; Addgene, Watertown, Massachusetts, USA) torténd
transzfekciojaval allitottuk el6 jetPrime transzfekcids reagens (Polyplus, Illkirch,
Franciaorszag) segitségével. A retrovirust tartalmazo feliiliszokat 48 ora elteltével

begytjtottiik. A virus-boritott plate-et allitottunk eld centrifugéalassal (2000 g, 120 min). A
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CCRF CEM és T-sejteket (2,5 x 10* sejt/cm?) retrovirus részecskékkel (250 ul/cm?)
RetroNectin bevonatu (Takara, Kusatsu, Japan) lemezen transzdukaltunk. T-sejtek esetében IL-
7-et (10 ng/ml) és IL-15-6t (5 ng/ml) adtunk a médiumhoz a perzisztencia ndvelésének céljabol.

72 6ras inkubaciot kovetden hasznaltuk fel a sejteket a kisérletekhez.

4.8 Elektrofiziologiai mérések

A CAR-T sejtekben a KCa3.1 és Kvl.3 aramok mérése patch-clamp technika teljes-sejt
B/Axopatch 200 A erésitdvel, amely egy Axon Digidatal440 digitalizatorral (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) volt csatlakoztatva a személyi szamitogéphez. pClamp 10.6
szoftvert (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk az dram rogzitéséhez ¢és a
kés6bbi elemzéshez. Az aszpartatos kiilsé oldat a kovetkezdket tartalmazta (mmol/l-ben): 145
Na-aszpartat, 5 KCl, 2,5 mM CaClz, 1,0 MgClz, 5,5 glikoz, 10 HEPES (pH = 7,4). A patch-
clamp pipetta oldat (belsé oldat) 6sszetétele a kovetkezo volt (mM-ben): 145 K-aszpartat, 10
K2EGTA, 8,5 CaCly, 2 MgClz, 10 HEPES (szabad Ca*" koncentracié 1 uM, pH = 7,2). A patch-
clamp pipettakat (4-6 MQ) GC150F-15 borszilikat kapillarisokbol (Harvard Apparatus, Kent,
Egyesiilt Kiralysag) huztuk. Az 4ramokat egy 200 ms-os rampa protokollal, 15
masodpercenként valtottuk ki, amely -120 mV-t6l +50 mV-ig terjedtek, a tartofesziiltség -70
mV volt [23]. A KCa3.1 csatornak (Gkcaz.1) és a Kv1.3 (Gkvi3) csatorndk teljes-sejt
vezetoképességét a korabban leirtak szerint szamoltuk ki [37]. Minden egyes sejt esetében a

konduktanciat harom egymast kovetd rampa-protokoll atlagaként szamoltuk ki.

4.9 Toncsatornak farmakologia azonositasa

A farmakologiai mérésekhez a kovetkezd gatloszereket adtuk a sejtekhez: Vm24 (1 nM,
specifikus Kv1.3 blokkold) és TRAM34 (KCa3.1 specifikus, 200 nM). A TRAM34-et DMSO-
ban oldottuk, majd 150 mM KCI-t, 1 mM MgClz-t, 2,5 mM CaClz-t, 5,5 mM gliikézt és 10 mM
HEPES-t tartalmazo, magas K tartalmi oldatban higitottuk (pH 7,35). A normal extracelluléris
oldat 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 2,5 mM CaClz, 5,5 mM gliikéz és 10 mM
HEPES, pH 7,35 volt. Az oldatcserét gravitacidval hajtott perfuzios rendszerrel végeztiik. A
Vm24-et aszpartat kiils6 oldattal oldottuk (lasd 4.8). A farmakologiai mérésekhez hasznalt belsd
oldat 0sszetétele megegyezett a patch-clamp mérésekével. A TRAM34-et Heike Wulfftol (UC
Camp Davis, USA) kaptuk, a rekombinans Vm?24-et laboratoriumunkban allitottak elo.
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4.10 Intracellularis Ca%*-mérés

Az intracellularis Ca?* valaszok méréséhez az NT (nem transzdukalt) CEM, CEM-CAR és NT
T-sejteket 1 uM FURA-2-AM-mel (Thermo Fisher Scientific Inc., Budapest, Magyarorszag)
toltottiik. A sejteket elészor 0 majd 2 mM Ca®*-os oldattal (143,3 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 10
mM HEPES, 5,5 mM gliik6z, 1 mM MgClz, 0,1 mM EGTA, pH 7,35) perfundaltuk a sejtek
integritasanak ellendrzése céljabol, majd 1 uM thapsigargint (TG, ER-ban 1évé SERCA pumpa
antagonistdja) (Thermo Fisher Scientific Inc.) tartalmazé 0 mM Ca>" oldatot perfundaltunk az
ER kiiiritéséhez, majd 2 mM Ca?* (143,3 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 10 mM HEPES, 5,5 mM
glikéz, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCL, pH 7,35) oldatot alkalmaztunk, amely 1 pM TG-t
tartalmazott, CRAC-on keresztiili Ca?'-bedramlas és intracellularis Ca?>" emelkedés
detektalasdhoz. Az ioncsatorna-inhibitorok NT T-sejtek intracellularis Ca?‘-vélaszaira
gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz 1 nM Vm24/ 1 uM TRAM34-et adtunk az 1 pM TG-t
tartalmazé 2 mM Ca**-oldathoz. Az NT CEM, CEM-CAR és NT T-sejtek Ca**-véalaszanak
amplitidojat a FURA-2 csucs és az alapjel (2 mM Ca** TG-vel kiegészitett oldat hozzaad4sa
elotti atlagaként szamitott ért€ék) 340 nm/380 nm-es intenzitdsarany kozotti kiilonbség

meghatarozasaval szamoltuk.

4.11 Aramlasi citometria

A CDI19-specifikus CAR expressziot az sGFP (superfolder zo6ld fluoreszcens fehérje)
pozitivitas igazolta. A CD19 pozitivitas vizsgalatdhoz a sejteket centrifugaltuk (400g, 5 perc,
4°C) ¢és 1%-o0s PFA-val fixaltuk, majd 10 percig jégen €s sotétben inkubaltuk. Ezt mosasi 1épés
kovette 1x PBS-sel centrifugdlva. Az Fc-receptorok blokkoldsdhoz a sejteket purified anti-
CD16/CD32 antitesttel (1ug/10° sejt/ 100 pl térfogatban 1x PBS-ben, amely 10% BSA-t
tartalmazott) 10 percig jégen inkubaltuk. A sejteket centrifugaltuk (400g), PBS-szel mostuk,
majd 30 percig jégre helyeztiik Alexa Fluor 647 anti-huméan CD19 (katalogusszam: 302220,
HIB19; Biolegend) antitest jelenlétében. A kiértékelést mintanként legalabb 10* sejten végeztiik
NovoCyte 3000RYB (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) aramlési citométerrel €s
NovoExpress szoftverrel (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) segitségével.

4.12 Calcein Red-alapu o6lési assay
A citotoxicitas vizsgalatdhoz a célsejteket 1 pM Calcein Red AM oldatban reszuszpendaltuk a

gyart6 protokollja alapjan (https://www.biolegend.com/en-gb/products/calcein-red-am-18901,

letoltés datuma: 2024. janudr). Ezt kovette 30 perces inkubacid szobahdmérsékleten, sdtétben.

A sejteket lecentrifugéaltuk (400g, 5 perc, RT), 1x PBS-szel mostuk, majd tapfolyadékban
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reszuszpendaltuk és 10 percig inkubaltuk. A sejteket 8 lyuka ibidi kamrdba (ibidi GmbH,
Németorszag) raktuk ki. A CEM-CAR effektor sejteket és a Raji, NT MCF-7 és CD19 MCF-7
célsejteket 2:1 E:T (effektor : target) ardnyban helyeztiik a kamrakba, és 3 6ran at koinkubaltuk
azokat. A célsejtek Calcein Red festddésének kimutatdsdhoz konfokalis felvételeket
készitettiink Nikon konfokalis mikroszkoppal (gerjesztés: 561 nm-es He-Ne lézervonal,
detektalas: 576 nm-es LP sziir6). A sejtek atlagos Calcein Red fluoreszcencia-intenzitasat

Imagel 1.54F szoftverrel hataroztuk meg.

4.13 Agaroz-alapu szferoid novesztés
A Jurkat, Raji és CD19 MCF-7 sejteket (5 x 10° sejt/ml 55 pl médiumban) 1%-os agaroz géllel
bevont 96 lyukt 3D p-Plate-re (ibidi GmbH, Németorszag) pipettaztuk a gyarté protokollja

szerint (https://ibidi.com/img/cms/downloads/an/AN32 Generation_of spheroids.pdf, letoltés

datuma: 2024.szeptember). A szuszpenziokat szobahdmérsékleten 10 percig, 1000g
sebességgel centrifugéltuk, majd a sejteket 5-7 napig tenyésztettiik. A CD19" szferoidokat
CD19-negativ Jurkat sejtvonalbdl, mig a CD19" szferoidokat Raji és CD19 MCF-7 sejtvonalbdl

generaltuk.

rrrrrr

A CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek haromdimenzids sejtkulturdkban torténd infiltraciojat és
tumordlési képességét Live-or-Dye 640/662 (Biotium, Fremont, CA, USA) alapu 6lési teszttel
hataroztuk meg. A Live-or Dye 640/662 egy olyan festék, amely képes behatolni az elhalt
sejtekbe, melyek membranjai sériiltek és kovalensen megjelolik az intracellularis fehérjék
szabad aminjait. A szferoidokat 24 oran keresztiil effektor sejtekkel egyiitt koinkubaltuk, a
CEM-CAR/CAR-T sejtek szama megegyezett a szferoidok novesztéséhez hasznalt célsejtek
kezdeti szamaval. A megfeleld0 mintdkhoz ioncsatorna-inhibitorokat, TRAM34-et (1 uM,
KCa3.1), Vm24-et (10 nM, Kvl.3) adtunk. A TRAM34, a Vm24 ¢és a DMSO citotoxikus
hatasanak vizsgélatdhoz az effektor sejtek nélkiili szferoidok szolgéltak kontrollként. 24 6ra
elteltével a 3D kokultarakat Live-or-Dye 640/662 festékkel jeloltiik a gyartoi protokoll szerint.
A szferoidokrol Nikon-STORM konfokalis mikroszképpal 10 um vastagsagban z-stack
felvételeket készitettiink. Az ImageJ-t hasznaltunk a Live-or-Dye 640/662 jelolodés és sGFP
minden egyes szeletére meghataroztuk az 0ssz-sejtszamot (total cell # (TC)), a CEM-CAR vagy
CAR-T (# of CAR T cells (CC)) sejtek szamat és a Live-or-Dye pozitiv sejtek szamat (# of dead
cells (DC)). Mintanként legalabb 3 szferoidot elemeztiink. A sejtek szamabol meghataroztuk a
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CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek infiltracios ratajat (IR) (IR = CC / (TC-CC)), az olési ratat (KR)
(KR = DC / (TC-CCQ)) és az 6lési hatékonysagot (KE) (KE = KR / IR). A citotoxikus hatés
méréséhez a halott sejtek szazalékos aranyat (Live-or-Dye pozitiv sejtek) hasznaltuk, amelyet
az Osszes sejt és az elhalt sejtek szdmabol szamoltunk ki. Az antagonistdk proliferaciora
gyakorolt hatasanak nyomon kovetése érdekében kiszamitottuk a szferoidok TC-jének és
atméréjének (um) valtozdsat ioncsatorna-inhibitorok (Vm24, TRAM34) jelenlétében ¢és

jelenléte nélkiil.

4.15 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéshez ¢és éabrazolashoz a GraphPad Prism 9.3.1 szoftvert hasznaltuk
(GraphPad software, Inc., La Jolla, CA). T6bb csoport dsszehasonlitdsahoz egyiranyu ANOVA
vagy Anova on Ranks tesztet végeztiink, két csoport dsszevetéséhez a kétmintés t- vagy Mann-
Whitney-probat alkalmaztunk. A kiilonbségeket p < 0,05 esetén szignifikansnak tekintettiik. Az
adatokat atlag & az atlag standard hib4ja (SEM) formaban mutattuk be.

33



5. EREDMENYEK
5.1 Kv1.3, KCa3.1 és Orail ioncsatornak aktivitasa daganatos betegek CD8" T-sejtjeiben

5.1.1 Malignus betegek vérébol izolalt CD8" T-sejtek alacsony KCa3.1 és magas Kv1.3
konduktanciaval rendelkeznek

A Kvl1.3 és KCa3.1 ioncsatorndk fontos szerepet jatszanak a T-limfocitdk Ca®*-valaszanak
szabalyozasaban a T-sejt receptor specifikus antigénnel torténd érintkezése soran [23, 105, 107-
110]. Az ioncsatornak alapvetd szerepet jatszanak a T-sejtek effektor funkcidiban, és
nélkiilozhetetlenek az olyan folyamatokban, mint példaul a daganatok sejtjeinek elimindcidja
[37, 111, 112]. A mesterséges T-sejtes immunterapia kudarcot vallott a humén petefészekrak
kezelésében: a T-sejtek képtelenek voltak a tumorba vandorolni, ami a betegek sajat T-sejtjeinek

ioncsatorna-expressziojaban bekovetkezett valtozasnak is tulajdonithaté [113].

Ezen okboél kifolyolag a sejtek Ca**-valaszat kialakitd ioncsatorndk aktivitasat kivantuk
vizsgalni. A Kv1.3 és a KCa3.1 csatornak funkcionalis expresszids szintjét patch-clamp
technikaval hataroztuk meg és a teljes-sejt konduktanciaval jellemeztiik az egészséges donorok
¢s olyan betegek periférias vérébdl izolalt aktivalt T-sejtekben, akiknél a petefészekben tumoros
novekedést diagnosztizaltak (14. abra A panel). A patologiai jelentések alapjan (amelyeket a
miitét utan kaptunk meg) a daganatos betegekbdl szarmazo CD8" T-sejteket két csoportba
soroltuk: az egyik joindulata (bTT: benignus tumoros betegbdl szdrmazo T-sejt), a masik
rosszindulati (mTT: malignus tumoros beteg T-sejtje) daganat. Megfigyeltiik, hogy a Kvl1.3
szintje az mTT-k esetében szignifikansan magasabb volt, mint az egészséges betegekbdl vagy
a joindulata daganatos betegekbdl izolalt CD8" sejtekben (a teljes-sejt konduktancia értékei:
2,63 = 0,88 nS egészséges T-sejtek (hT-k) (5 donor, N =29), 5,33 £ 0,76 nS mTT (4 beteg, N =
23)¢s 2,46+ 0,6 nS bTT (3 beteg, N = 22) esetében, p értékek: 0,035 a hT vs. mTT ¢€s 0,002 az
mTT vs. bTT esetében) (14/B abra). A KCa3.1 esetében az ellenkezdje volt megfigyelhetd: a
konduktancia joval alacsonyabb volt az mTT-kben, mig a hT-kben és a bTT-kben a KCa3.1
szintje azonos volt (4,11 + 0,58 nS a hT-ben, 1,82 + 0,34 nS az mTT-ben, 4,7 = 0,7 nS a bTT
csoportban, a p értékek 0,012 voltak a hT vs. mTT ¢€s 0,003 az mTT vs. bTT esetében) (14/C
abra).

Tovabba azt talaltuk, hogy a kiilonb6zé mintak sejtjeinek teljes-sejt kapacitasai statisztikailag
nem kiilonboztek egymastol (a teljes-sejt kapacitas értékek 6,5 + 0,43 pF a hT-k, 5,4 + 0,41 pF
az mTT-k, 6,2 + 0,52 pF a bTT-k esetében, a p érték 0,175 volt): ezek az adatok azt mutatjak,
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hogy a T-sejtek aktivacidja teljes volt és valoszinii, hogy az ioncsatorndk expresszidjanak

kiilonbozésége a CDS sejtek aktivaciojan kiviil inkabb mas funkciokat is modosithat.
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4. abra: A KCa3.1 és a Kv1.3 kiilonbozo expresszios szintjei egészséges donorokbol és
tumoros betegekbdl szarmazé CD8' T-sejtekben. (A) Egy hT-ben, egy mTT-ben és egy bTT-
ben, fesziiltség-rampa protokoll alkalmazasa sorvan (lasd Anyag és modszerek rész) rogzitett
teljes-sejt aramgorbék. (B,C) A KCa3.1 (B) és a Kvi.3 (C) csatornak teljes-sejt
vezetoképességenek box-plotja egészséges donorokban (h1-k), malignus (mTT-k) és benignus
(bTT-k) tumoros betegekben. (D) A Kvi.3 és KCa3.1 teljes-sejt vezetokepesséeg arany box-plotja
egyedi sejtekben. Minden egyes grafikonon egy szimbolum egy egyedi sejtre meghatarozott
dtlagertéket jeloli. Az adatok dtlag + SEM-et dbrazoljak; *: p < 0,05; **: p < 0,01, n.s.: nem
szignifikans.
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A 14 abra D panelje a Kv1.3 és a KCa3.1 konduktancia aranyat abrazolja, mely altal lathatova
valt, hogy az mTT-k KCa3.11owKv1.3nigh fenotipust mutatnak, mig a hT-k és bTT-k jellemzden
KCa3.1nigh és Kv1.310w fenotipusuak voltak (a p értékek 0,002 a hT-k és mTT-k k6z6tt, 0,03 a
bTT-k és mTT-k kozatt).

5.1.2 Az mTT-k magasabb CRAC-fiiggé Ca?* valaszt mutatnak

Amint azt kordbban lefrtuk, ez a harom csatorna - Kv1.3, KCa3.1 és CRAC - képes a Ca*"-szint
valtozéasainak szabalyozasara az antigénfliggd aktivacid korai Iépései soran vagy mas effektor
funkciokban. Ezért megvizsgaltuk az egészséges donorokbdl és tumoros betegekbdl szarmazo
CD8-sejtek altali SOCE mechanizmust. A FURA-2 Ca?*-imaging modszerrel a Ca**-raktar ER-
t Ca’"-mentes oldatban thapsigargin jelenlétében fiiritettiik ki, majd a TG-vel egyiitt Ca*'-t
adtunk vissza extracellularisan a sejtekhez (15/A abra). Mivel a TG kozvetleniil serkenti az
Orail-STIM1 6sszeszerelddését a CRAC kialakitasahoz, nem tudja befolyasolni a CD3/TCR-
en keresztiil torténd jelatviteli 1épéseket; csak a SOCE-n keresztiil torténd Ca>" bearamlassal
van Osszefiiggésben ¢és ezaltal tiikr6zi a CRAC csatornak expresszios szintjét. A hT-k, mTT-k
és bTT-k Ca*"-valaszanak reprezentativ méréseit a 15. dbra A panele mutatja: minden gorbe egy
donor esetében, egy kisérletben mért tobb sejt atlagat jelenti. Erdekes modon az alapvonal
minden csoportban azonos volt, de a Ca?* jel az extracellularis oldatba torténd Ca" visszaadas
utdn a malignus tumoros betegekbdl izolalt CD8" sejteknél volt a legmagasabb. A sejtek Ca*-
valaszanak szamszeriisitéséhez a Ca®" visszaad4sa el6tti (alapvonal) és utdni (cstcs) aranyat
hataroztuk meg. Amint az a 15/B. 4bran lathato, a CD8" sejtek CRAC-fiiggd Ca’* valasza
sokkal magasabb volt az mTT csoportban, mint a hT és bTT csoportban. Az intracellularis Ca*

alapszintje azonban az dsszes csoportban hasonld volt (15/C abra).
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5. abra: Az mTT-k tapsigargin dltal kivaltott Ca’*-vilasza magasabb, mint a hT-ké és a bTT-
ké. (A) A hT-k, mTT-k és bTT-k TG dltal kivaltott Ca’* vilasza. Az adatpontok a FURA-2 340
nm/380 nm-es intenzitasaranyanak atlagat jelolik szamos sejt esetében (15 < n). (B) A hT-k,
mTT-k és bTT-k 2Ca’*/0Ca’" intenzitdsardanydnak box-plotia. (C) A hT, mTT és bTT csoportok
Ca’* intenzitds arany alapjelének (baseline) box-plotja. Minden pont egy-egy sejthez tartozoé
ertékeét jeloli. Az adatok atlag + SEM-et dabrazoljak; *: p < 0,05; **: p < 0,01; n.s.: nem
szignifikans.
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5.2 CAR-T sejtek ioncsatornainak (Kv1l.3, KCa3.1) szerepe a tumor infiltracio és
eliminacio6 soran

5.2.1 CEM-CAR T-sejtek eloallitasa és validalasa

El6szor azt vizsgaltuk, hogy a CD19-specifikus CAR-ok képesek-e tumorsejtet specifikusan
felismerni és eliminalni, ha azokat egy CD19" sejtvonallal egylitt tenyésztjiik (2D assay). A 3.
generacios SGFP-CD19-CAR konstruktot, amely a CDS8 transzmembran régiot, a CD28, a 4-
1BB kostimulator domént, a CD3( intracellularis szignaldomént és az sGFP-t (superfolder zold
fluoreszcens fehérje) kodolja, VSVG pszeudotipust retrovirus részecskékbe csomagoltuk, €s
CCRF-CEM T-sejtvonalakba transzdukaltuk, ezaltal CD19-specifikus CAR-T sejtvonalat
generaltunk (CEM-CAR). A CEM-CAR csoportban a transzdukcié hatékonysaga tobb mint
60% volt (16/A. éabra), melyet a transzdukcidt kdvetd 3. napon, aramlési citometridval
hatdroztunk meg. Kontrollként NT CEM sejteket hasznaltunk. A magasabb CAR-pozitiv
sejtarany elérése érdekében leszortoltuk az SGFP" sejteket (CAR-t expresszald CEM sejtek), és
késObb ezt a homogén sejtpopulaciot hasznaltuk kiilonbozo kisérletekhez (a szortolt populacid
98%-a volt sGFP pozitiv). Ezutan, hogy megfeleld célsejteket valasszunk ki a CAR-expresszald
sejtiink szdmara, a célsejtekként szolgadlod Raji sejtek CD19 pozitivitdsat Alexa Fluor-647-tel
konjugalt egér anti-human CD19 direkt immunofluoreszcens jeloléssel igazoltuk. A Raji sejtek
teljes populéciodja kifejezte a CD19 fehérjét (16/B éabra), negativ kontrollként CD19" Jurkat
sejteket alkalmaztunk. A hCD19 konstruktot MCF-7 emlddaganatos sejtvonalba

transzdukaltuk, és a transzdukcid hatékonysaga tobb mint 93% volt (16/C. abra), amit szintén

Alexa Fluor-647-gyel konjugalt egér anti-human CD19 jel6léssel igazoltunk.
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6. abra: CAR és CD19 expresszidjanak dramldsi citometrids hisztogramja. (A) Az sGFP
fluoreszcens jel segitségével detektalt CD19-specifikus CAR expresszio a CEM sejtekben
(fekete: NT-CEM, z6ld: CEM-CAR T). (B) Egér anti-human CD19-Alexa647 antitesttel jel6lt
Raji (piros) és Jurkat (kontroll, fekete) sejtek. (C) CD19 MCF-7 (piros), NT MCF-7 (fekete,
negativ kontroll) és Raji (kék, pozitiv kontroll) sejtek egér anti-human CDI19-Alexa647
antitesttel jelolve.
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5.2.2 A CEM-CAR sejtek Kv1.3, KCa3.1 és CRAC ioncsatornak expresszioja

Amint azt korabban emlitettem, mind a KCa3.1, mind a Kv1.3 dont6 szerepet jatszik a T-sejtek
kiilonbozo effektor funkcidiban. Ezért CEM-CAR sejtekben patch-clamp modszerrel
hataroztuk meg a K* ioncsatornék aktivitasat, amelyek a Ca®'-fiiggé jelatvitelben kiemelt
szerepet jatszanak. Fesziiltség-rampa protokollt alkalmaztunk (-120 mV és + 50 mV kozott) a
kalium-aramok rogzitésére CEM-CAR/NT-CAR sejtekben (17/A ébra): az aram negativ
fesziiltségeknél (-50 - -60 mV kozott) megfordult, és kb. -50 mV felett markans kifelé iranyulo
aramot észleltiink. Tovabba farmakologiai vizsgélatokat végeztiink specifikus ioncsatorna-
gatloszerekkel (Vm24: Kv1.3, TRAM34: KCa3.1) a csatornak azonositasara. Az 1 nM Vm24
alkalmazasa teljesen blokkolta a kifelé iranyuld dramot (17. dbra B panel, a z6ld vonal jelzi a
kontroll és a Vm24 kezelt aramgorbék kiilonbségét), mely a Kv1.3 csatorna jelenlétére utal. A
TRAM34 jelenlétében és nélkiil, magas K*-tartalmt oldatban végzett teljes-sejt arammérések
igazoltdk, hogy a CEM-CAR sejtek membranjaban funkciondlis KCa3.1 csatorndk aramai
vannak jelen (17/C abra). A Kv1.3 és KCa3.1 konduktancidk 6sszehasonlitasa €s azok aranya a
CEM-CAR, NT CEM ¢s aktivalt CEM sejtek kozott nem mutatott szignifikans kiilonbségeket
(18. abra).
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17. abra: A Kvl.3 és KCa3.1 csatornak azonositisa CEM-CAR T-sejtekben. (A1) CD19-CAR-
t expresszalo CEM-sejtekben rogzitett teljes-sejt aramgorbe, 200 ms hosszusagu, - 120 mV-tol
+50 mV-ig terjedo fesziiltség-rampa protokollal a tartopotencial -70 mV volt (lasd Anyagok és
modszerek). (B) Az aramgorbeket 1 nM Vm24 nélkiil (fekete vonal) és jelenlétében (piros vonal)
regisztraltuk aszpartatos kiilsé oldatban az A panelben leirt rampa protokoll-lal. A z6ld vonal
a fekete és piros mérések kiilonbségét, azaz a Kvl.3 teljes-sejt aramot mutatja. (C) Az
daramgorbét normdl extracellularis oldatban (fekete vonal), majd magas K*-tartalmu oldatban
(kék vonal) és végiil 200 nM TRAM34-ot tartalmazo magas K*-tartalmu oldatban oldott
(narancssarga vonal) rogzitettiik. Ugyanazt a fesziiltségrampa protokollt alkalmaztuk, mint az
A-ban és B-ben.
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18. dbra: A Kvl.3 és a KCa3.1 konduktancia azonos a CEM és a CEM-CAR sejtekben. A
KCa3.1(A) és a Kvi.3 (B) csatorndk teljes-sejt konduktancidjanak box-plotia NT CEM (n=16),
aktivalt CEM (n=17) és CEM-CAR (n=16) sejtekben. (C) A Kvl.3 és KCa3.1 vezetoképesség
aranyanak box-plotjia az egyes sejtekben. Minden abran egy szimbolum az egyes sejtekre
meghatarozott atlagértéket jeloli. Minden egyes sejt esetében a konduktanciat harom egymast
koveto méreés atlagakent szamoltuk ki. n.s.: nem szignifikans.

5.2.3 Csokkent Ca**-valasz a CEM-CAR sejtek esetén

A CRAC aktivacio szamos, a T-sejtek effektor funkcidjaval kapcsolatos utvonalban jatszik
szerepet, ezért a CEM-CAR és a kontroll NT CEM sejtek thapsigargin altal indukalt Ca*'-
valaszat vizsgaltuk FURA-2 Ca*"-imaging modszerrel. Egy CEM-CAR és egy NT CEM sejt
TG altal indukalt reprezentativ Ca>* valaszat a 19/A abra mutatja. A 19/B 4bran lathaté grafikon
jol reprezentdlja, hogy a CEM-CAR sejtek szignifikdnsan alacsonyabb CRAC-specifikus
valaszt mutattak az NT CEM sejtekhez képest (p<0,0001, n= 27 az NT CEM ¢és 30 a CEM-
CAR sejtek esetében). Ezek arra utalnak, hogy a CAR jelenléte befolyasolja a Ca®" bedramlést
a CRAC csatornan keresztiil, ami hatassal lehet az effektor funkciora, ahogyan arrdl kordbban
mar beszamoltunk [58]. Tovabba a TRAM34 (p=0,019, n=24) és Vm24 (p=0,007, n=21)
alkalmazésa szignifikansan csokkentette a CRAC-specifikus vélaszt az NT T-sejtekben (n=24)
(19/C. abra). Az NT CEM és az NT T-sejtek TG altal kivaltott Ca®'-vélasza nem mutat
kiilonbséget (19/D abra).

41



>
w

CRAC csatornak CEM CAR sejtekben

- :u:f’*I 0ca® . 0 Ca™+ TG (1pM) , 2Ca™+ TG , 204 rpap—
> I
.E 14_
= 4,24 0 by
B T 1.5 .
= 1.0 = - .
=4 -—
3 R e
- 0.6 - E - .
5 0.4 d 0.5
2 0.
- 0,24 00
0.0 " NTCEM CEMCAR
0
2.5
ns
2.04 |_|'-IE 2.0+ »

1.5

-
[24]
1
-
a
L]
-
L]

Amplitudo
g
Amplitudo
. Iﬂ%

Ll ':_;;_-g' *e
(3 .iit L]
0.5+ - 0.5+
0.0 r T T 0.0 T
- |-
& o> > A
SEE & &

19. abra: A CEM-CAR sejtek csikkent thapsigargin dltal kiviltott Ca** vilaszt mutatnak. (4)
Az egyes gorbék a CEM-CAR (zold) sejt és az NT CEM sejt (fekete) TG dltal kivaltott Ca’*-
valaszat abrazoljak. Az adatpontok a FURA-2 340 nm/380 nm-es intenzitdsaranyadt jelolik. (B)
A TG dltal kivaltott Ca’* amplituddk box-plotia NT CEM és CEM-CAR sejtekben. (C) A TG
altal kivaltott Ca®* amplitudok boxplotja aktivalt T-sejtekben TRAM34 (1 uM) és Vm24 (1 nM)
jelenlétében. (D) Ca’* amplitiudok NT CEM és NT T-sejtekben. *: p < 0,05; **: p < 0,01, ****:
p<0,0001; n.s.: nem szignifikans.

5.2.4 A CEM-CAR sejtek felismerik és eliminaljak a CD19" Raji és MCF-7 célsejteket

A célsejteliminacios képesség megismerésére Calcein Red AM-alapu 6lési tesztet végeztiink,
amelyben a Raji (CD19"), MCF-7 (CD19) és CD19" MCF-7 sejteket Calcein Red AM
¢letképességi festekkel toltottiik meg, és CEM-CAR T-sejtekkel inkubaltuk 2:1 effektor-célsejt
aranyban 3 6ran keresztiil. Kontrollként toltetlen Raji, MCF-7 és CD19 MCF-7 sejteket, és NT
CEM-sejtekkel egyiitt inkubalt, Calcein Red-del to1tott Raji, MCF-7 és CD19 MCF-7 sejteket
alkalmaztunk. Pozitiv kontrollként a Calcein Red-del t6ltott sejteket CD19 MCF-7 1%-os

TritonX-szel inkubaltuk. Az inkubdaciot kovetden konfokalis mikroszkoppal rogzitettik a
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fluoreszcens felvételeket sejtekrdl (20/A. 4abra). A CEM-CAR sejtek tumorsejt-610
hatékonysagat a Calcein Red pozitiv (Raji, MCF-7, CD19 MCF-7) sejtek atlagos
fluoreszcencia-intenzitasaval jellemeztiik: az elemzés azt mutatta, hogy a Raji (20/B abra, p
<0,001) és CD19 MCF-7 (20/C abra, p <0,0001, n=50) sejtek szignifikdnsan alacsonyabb
fluoreszcencia-intenzitassal rendelkeztek, amikor CEM-CAR sejtekkel egyiitt inkubaltuk dket.
Ez egyértelmiien azt mutatja, hogy a CEM-CAR sejtek képesek felismerni a Raji és a CD19

MCEF-7 sejtek CD19 célantigénjét, és monolayer-kokulturaban tumorellenes valaszt indukalni.
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20. abra: A CEM-CAR sejtek elimindljik a Raji és a CD19* MCF-7 célsejteket. (A) Konfokdlis
felvételek Calcein Red-AM-mel (piros, Raji Red) toltott Raji (CD197) sejtekrdl és CEM-CAR T-
sejtekrol (zold: sGFP-CD19-CAR, CEM-CAR T), amelyeket 3 oran keresztiil koinkubaltunk.
(B) A Calcein Red atlagos fluoreszcencia-intenzitasa Raji sejtekben 3 oras inkubacio utan (Raji
jeloletlen: nincs Calcein Red-AM, Raji Red: csak Raji sejtek, Raji Red + NT CEM: Raji Red és
NT CEM sejtek koinkubalasa, Raji Red + CEM-CAR: Raji Red és CEM-CAR T sejtek
koinkubalasa). (C) A Calcein Red atlagos fluoreszcencia-intenzitasa MCF-7 és CD19 MCF-7
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sejtekben (CD19 MCF-7 jeloletlen: nincs Calcein Red-AM, CD19 MCF-7 Red + 1% TritonX:
CD19-MCF7 sejtek Calcein Red-AM-mel téltve, 1% TritonX-szel inkubdlva, MCF-7 Red: csak
MCF-7 sejtek, CD19 MCF-7 Red: csak CD19 MCF-7 sejtek, CD19 MCF-7 Red + CEM NT:
CD19 MCF-7 Red és CEM NT ko-inkubacioja, CD19 MCF-7 Red + CEM CAR: CD19 MCF-
7 Red és CEM CAR ko-inkubacioja, MCF-7 Red + CEM CAR: MCF-7 Red és CEM CAR sejtek
ko-inkubacioja, MCF-7 Red + CEM NT: MCF-7 Red és CEM NT sejtek ko-inkubdcioja. Egy
szimbolum az egy sejtre meghatarozott Calcein Red dtlagos intenzitasat jeloli. Vizszintes
vonalak: atlag = SEM; N > 100; ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001

5.2.5 A CEM-CAR és a CAR-T sejtek a CD19" Raji szferoidokba vandorolnak és
eliminaljak a CD19" Raji szferoid sejtjeit.

A 2D kultardban végzett sikeres validalds arra 0sztonzott minket, hogy a CAR-expresszald
sejtek CAR-sejtek altali elpusztitisi hatékonysigat megvizsgaljuk. Ezért CD19" és CD19
szferoidokat (negativ kontroll) tenyésztettiink Raji, illetve Jurkat sejtekbdl, és CEM-
CAR/CAR-T sejtekkel kezeltiik. A szferoidokat atlagosan 3-5 napig novesztettiik (a kezdeti
sejtek szdma 5-10 x10% volt), és 400-800 um kozotti méretiire ndvekedtek, a tumorokra
jellemzo, jol lathatd nekrotikus maggal (fekete foltok vagy pontok a képeken, 21. dbra A és B).
Az eljaras standardizalasa érdekében 1x10* CEM-CAR vagy CAR-T sejtet pipettiztunk az
egyetlen szferoidot tartalmazoé sejttenyésztd well-be, melyet 24 6ras inkubacio kovetett. A Raji
(CD19", 21/A 4bra, fent) és Jurkat (CD19", 21/B 4bra, fent) sejtekbdl szarmazo, CEM-CAR
sejtek altal infiltralt tumorszferoidok kozépsd z-stack konfokalis mikroszkopos képei azt
mutatjak, hogy a CAR-expresszalo sejtek (z61d, sGFP jel) a periférias és pericentralis régidba
vandoroltak. A 21. abra A és B hisztogramjai (mindkét abra aljan) a Raji- és Jurkat-szferoidok
egy-egy szeletében 1&vo sejtek szamat mutatjak, ahol az origdt (0. pozicio) arra a konfokalis
metszetre allitottuk be, ahol a legtobb sejtet (TC legmagasabb) detektaltuk. Minden konfokalis
szeletben meghataroztuk a teljes sejtszamot (TC), az sGFP' sejtek szamat (CC, CAR-
expresszalo) és a Live-or-Dye 640/662 festéket tartalmazo elpusztult sejtek szamat (DC). A
CEM-CAR ¢s a CAR-T sejtek elpusztitasi hatékonysaganak kiértékeléséhez kiszamitottuk a
tumoreliminacios paramétereket (IR: infiltracids rata, KR: 6lési rata és KE: 61ési hatékonysag,
lasd az Anyagok és moddszerek részt). A mérések 2 (CAR-T) vagy 3 (CEM-CAR) kiilonb6z6
napon torténtek. A CEM-CAR sejtek azonos mértékben infiltraltdk a CD19™ (7 szferoid) és
CD19" (15 szferoid) szferoidokat, igy az IR nem mutatott statisztikailag szignifikans
kiilonbséget (p=0,57). Az 61ési arany (p<0,0001) és az 6lési hatékonysag (p<0,0001) azonban
csak a CD19" szferoidokban volt mérheté (21/C abra), ami a CEM-CAR sejtek specifikus

célsejt-felismerésére €s eliminacidjara utal. Ennek a CEM-CAR T-sejt modellnek a sikeres
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alkalmazésa arra Osztonzott benniinket, hogy human, primer T-sejtekbdl CAR-T sejteket
hozzunk 1étre, és teszteljilk a tumordld képességiiket. A CAR-T sejtek esetében hasonld
eredményt tapasztaltunk: a CAR-T sejtek tumorinfiltralé képessége a szferoidokba a CD19
marker jelenlététdl fiiggetleniil azonos volt, igy a két szferoid tipus (Raji (8 szferoid) vs. Jurkat
(10 szferoid)) kozott az IR nem volt statisztikailag szignifikans (21/D abra). A KR (p=0,002) és
a KE (p<0,0001) is elhanyagolhato (gyakorlatilag nulla) volt a Jurkat szferoidok esetében,
ellentétben a Raji szferoidokkal. Eredményeink tehat azt mutatjdk, hogy a CAR-T sejtek a

CDI19" célsejteket is specifikusan felismerték és eliminaltak.
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21. abra: A CEM-CAR T- és CAR-T-sejtek eliminaljak a tumor szferoidok sejtjeit. Konfokalis
felvételek a (A) Raji (CD19") és (B) Jurkat (CD19) tumor szferoidokba infiltralt CEM-CAR
sejtekrol (felsé sor). A képek a z-stack képsorozat k6zépso szeletét mutatjak. A hisztogramok az
osszes (fekete), a halott (Live-or-Dye 640/662 pozitiv sejtek, piros) és a CEM-CAR (sGFP-
fiiggvényében (0. pozicio: kézépsé szelet, also sor). (C) A CEM-CAR sejtek tumorelimindciojat
Jjellemza infiltracios rata (IR), az 6lési rata (KR) és az 6lési hatékonysag (KE) 24 ora elteltével,
15 Raji (kék) és 7 Jurkat (fekete) szferoid esetében. (D) A CAR-T sejtek tumorelimindcios
parameéterei (IR, KR és KE) abrazolva (inkubdacio: 24 ora) 8 Raji (kék) és 10 Jurkat (fekete)

46



szferoid esetében. Az adatokat atlag + SEM-mel abrazoltuk; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001;
n.s: nem szignifikans.

5.2.6 A Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatornak gatlasa serkenti a CD19 specifikus CEM-CAR és
CAR-T sejtek olési hatékonysagat.

Amint azt korabban részleteztiik, a T-limfocitadk K ioncsatornai fontos szerepet jatszhatnak a
keresztiil vesznek részt az effektor funkciokban. Kimutattuk, hogy a CEM-CAR ¢s a CAR-T
sejtek képesek voltak beszivarogni a tumor szferoidokba €s tumorellenes hatast kifejteni. Ezt
kovetden a CD19-specifikus CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek tumordld aktivitdsanak ioncsatorna-
figgéset vizsgaltuk:Vm24-et, a Kvl.3 specifikus blokkolojat és TRAM-34-et, a KCa3.1
szelektiv antagonistdjat hasznaltuk. A 24 6ras szferoid-alapti tumor 61ési vizsgalat soran 10 nM
Vm?24-et hasznaltunk (ellentétben a patch-clamp kisérletekkel, ahol 1 nM volt), melynek kettds
oka volt: 1.) Vm24 peptid lehetséges degradacioja, 2.) mérete (kb. 4 kD) miatt a diffizidja
meglehetdsen korlatozott lehet a tumor szferoidokba(n). Ezért a Ka érték 1000-szeresét, mig a
TRAM34 esetében 50-sz0ros Ka értéket hasznaltunk, mivel ez a kis molekula stabilabb, mint a
peptidil eredetiiek [114, 115]. In vivo alkalmazva egyik inhibitornak sem volt karos hatdsa [114,
116].

A Raji tumor szferoidok kdzéps6 z-szeletének konfokalis mikroszkopos felvételei azt mutatjak,
hogy a CEM-CAR sejtek mindkét inhibitor jelenlétében képesek voltak ,,behatolni” a tumorsejt
szferoidba (22. dbra A és B, bal oldal). A 22. A 4bra (jobb) €s a B. dbra (jobb) hisztogramjai
vildgosan mutatjak, hogy az infiltrdlé sejtek szdma TRAM34 (1uM) vagy Vm24 (10 nM)
jelenlétében korreldl az elhalt sejtek szdmdaval (Live-or-Dye 640/662 pozitiv sejtek). A
korabbiakhoz hasonléan minden szferoid esetében meghataroztuk az IR, KR és KE értékeket,
¢s azt kaptuk, hogy a Vm24 (4 szferoid) vagy a TRAM34 (5 szferoid) hozzaaddsa nem
valtoztatta meg a CEM-CAR CD19" Raji szferoidokba torténd tumorinfiltralo képességét (22/C
abra) a kezeletlen szferoidokhoz képest (kontroll, 15 szferoid). A tumor modell Vm24-gyel
vagy TRAM34-gyel torténd inkubalasa azonban szignifikdnsan ndvelte a CEM-CAR sejtek KR
(p=0,0004, Vm24, 4 szferoid; p<0,0001, TRAM34, 5 szferoid) és KE (p=0,009, Vm24 ¢és
p<0,0001, TRAM34) értékét. Az 22/D abra a tumor eliminéciojanak paramétereit (IR, KR, KE)
mutatja CD19 MCF-7 szferoidok esetében, mely esetében az IR nem véltozott jelentdsen, de a
Vm24 és a TRAM34 hozzéadasa jelentdsen megnovelte a KR-t (Vm24: p=0,0322, 4 szferoid;
TRAM34: p=0,0126, 4 szferoid) é¢s KE paramétert (Vm24: p=0,0112; TRAM34: p=0,0002) a
CEM-CAR sejtek jelenlétében a kezeletlen kontroll szferoidokhoz (6 szferoid) képest. Bar az
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IR és KR paraméterek nem valtoztak jelentésen, mind a Vm24 (p=0,007), mind a TRAM34
(p=0,028) alkalmazasa javitotta a CAR-T sejtek 0lési hatékonysagat (KE paraméter) az in vitro
CD19" Raji tumor szferoidokkal szemben (22/E 4bra).
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22. dbra: A K* csatorna gdtlds fokozza a tumor szferoidok elimindcidjat. Konfokalis felvételek
a CEM-CAR sejtek Raji (CD19") tumorszferoidokba valo infiltraciojarol 1 uM TRAM34 (A) és
10 nM Vm24 (B) jelenlétében (felso sor). A képek a z-stack sorozatképek kozépso szeletét
dbrazoljak. A hisztogramok az osszes (fekete), az elpusztult (Live-or-Dye 640/662 pozitiv sejtek,
piros) és a CEM-CAR (sGFP-CDI19-CAR expresszalo, zold) sejtek szamat mutatjak egy
CEM-CAR sejtek tumoreliminacioja TRAM34 (1 uM, KCa3.1 blokkolo) vagy Vm24 (10 nM,
Kv1.3 gatloszerrel) IR, KR és KE paraméterekkel abrdzolva 24 ora elteltével: 15 Raji (kék) és
4 Raji 10 nM Vm24 jelenlétében (piros, Raji + 10 nM Vm24), 3 Raji DMSO-val (zold, Raji +
DMSO) és 5 Raji 1 uM TRAM34-gyel (lila, Raji + 1 uM TRAM34) szferoid esetében. (D) A
CEM-CAR sejtek tumorelimindciojanak paraméterei (IR, KR és KE) Vm24 és TRAM34
jelenlétében, CD19 MCF-7 szferoidok esetében: 6 CD19 MCF-7 (kék), 4 CD19 MCF-7 10 nM
Vm24-gyel (piros, CD19 MCF-7 + 10 nM Vim24) és 4 CD19 MCF-7 1 uM TRAM34-gyel egyiitt
inkubalva (lila, CD19 MCF-7 + 1 uM TRAM34). (E) A TRAM34-gyel és Vm24-gyel inkubalt
CAR-T sejtek tumorelimindcios parameéterei (IR, KR és KE) lathatoak (inkubacio: 24 ora) 8
Raji (kék, Raji) és 5 Raji 10 nM Vm24-gyel (piros, Raji + 10 nM Vm24) inkubalt, valamint 4
Raji 1 uM TRAM34-gyel (lila, Raji + 1 uM TRAM34) inkubdlt szferoid esetében. Az adatok
atlag + SEM-et abrazoljak; *: p < 0,05; **: p < 0,01, ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001; n.s.:
nem szignifikans.
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Ezen feliil kimutattuk, hogy Raji sejtek életképessége nem valtozott az az inhibitorok (Vm?24,
TRAM34) vagy csak DMSO (0,1%) jelenlétében: az elpusztult sejtek aranya nem haladta meg
az 1%-ot a vizsgalt szferoidokban (23/A abra). A Vm?24 (3 szferoid), a TRAM34 (3 szferoid) és
a DMSO (3 szferoid) jelenléte szintén nem volt hatassal az dsszsejtszamra (TC) (23/B abra) és
a szferoidok novekedésére (23/C éabra), azaz nem volt hatassal a proliferaciora a kezeletlen

kontrollhoz (3 szferoid) képest.
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23. abra: A TRAM34, a Vm24 és a DMSO Raji sejtekre gyakorolt citotoxikus hatasanak
vigsgalata. Az oszlopdiagram az él6 sejtek szazalékos aranyat mutatja az osszes sejt szamahoz
viszonyitva minden egyes mintaban, a Live-or-Dye 640/662 festéssel vizsgalva, 24 ordas DMSO-
val (Raji + 0,1 % DMSO, mint a TRAM34 esetében), 1 uM TRAM34-gyel (Raji + TRAM34) és
10 nM Vm24-gyel (Raji + 10 nM Vm24) torténd inkubdciot kovetden. Ezek a mérések
kontrollkeént szolgaltak a 23C dabran lathato kisérletekhez. Az adatpontok legalabb 3 szferoidra
vonatkozo atlag £ SEM értékek. A straggered-plot abrak a Raji szferoidok teljes sejtszamat (TC)
(B) és atmeérojét (C) mutatjak a 10 nM Vm24, 1 uM TRAM34 és 0,1% DMSO 24 oras kezelése
elott és utdn.

Ezen feliil megvizsgaltuk az sGFP* (CEM-CAR-0k) és a Live-or-Dye 640/662 (halott sejtek)
kolokalizaciojat CD19" Raji szferoidokban TRAM34 és Vm24 jelenlétében a vegyiiletek off-
target hatasanak vizsgalata céljabol. A kolokalizaciora szamitott Pearson korrelacids egyiitthato
0,12 + 0,038 volt a TRAM34 esetében ¢s 0,097 £ 0,004 a Vm24 esetében. Ez egyértelmiien azt
mutatja, hogy a megndvekedett KE nem a CAR sejtek elhaldsdnak koszonheté az antagonista

hozzaadasakor.
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6. DISZKUSSZIO

6.1 A Kv1.3 csatorna magas aktivitasahoz rossz prognozis tarsul ovarium tumor esetén

A CD8" T és az NK (természetes 618) sejtek tumorinfiltacidja sziikségszerli a tumorsejtek
eliminacigjahoz. Kordbban kimutattak, hogy a fej-nyaki tumoros (HNC) betegek vérébdl izolalt
CD8" sejtekben alacsonyabb a KCa3.1 csatorna aktivitisa: ez a csokkent kalmodulin
expresszionak vagy az adenozin Aza receptoron (A24aR) keresztiil torténd gatlasanak
tulajdonithat6 [107, 108, 117, 118]. Kisérleteink segitségével mi is kimutattuk, hogy a KCa3.1
teljes-sejt vezetdképesség alacsonyabb azokban a CD8" T-sejtekben, amelyek rosszindulati
(malignus) petefészekdaganatos donoroktdl szarmaznak, azonban benignus donorok esetén
nem. A KCa3.1 ioncsatornak szerepet jatszanak a kemokin altal indukalt kemotaxisban,
valamint a T-sejtek ,,random-walk” mozgéasaban, melyeket egyarant képes az adenozin gatolni
az A2aR-PKA utvonalon keresztiil, méghozza a KCa3.1 aktivitdsdnak csokkentésével. A tumor
altal termelt adenozin magas szérum/vérbeli koncentracidja gatolhatja a CDS sejtek KCa3.1
csatorndit, mivel az adenozin felezési ideje nagyon rovid, legfeljebb néhany masodperc, igy ez
magyarazat teljességgel kizarhatd. Az OC betegekbdl izolalt PBMC-vel kapott eredmények
egyértelmlien azt bizonyitjak, hogy a CD8" sejtek miikodésének gatlasa nem csak a tumor
kozelében, illetve a tumorban torténik meg: a KCa3.1 csatorndk miikodése a tumortol tdvolabb
is leszabalyozodik, ezzel tamogatja a tumor a sajat talélését. A CD8' sejtek KCa3.1
downregulacidja a tumor szamadra eldnyos lehet, ugyanis alacsony KCa3.1 aktivitas esetén a
CD8" T-sejtek migracios képessége meglehetésen lecsokken. Ez magyardzhatja, hogy a
citotoxikus T-sejtek miért nem képesek beszivarogni a tumorba: bar a kemokin gradiens révén
felfedezik a tumor helyét, nem képesek a szomahoz vandorolni, hogy a tumor ,magjat”

eltavolitsak [107].

A CD8" sejtek immunvalasza részben a Ca**-valaszon alapul, amelyet a Kv1.3 és KCa3.1
csatornak szabalyoznak. Korabban tobb kutatocsoport is kimutatta, hogy az intra- és
extracellularis Ca®>" koncentracid hatarozottan befolydsolja a CDS8" sejtek célsejt-616
hatékonysagat: a citoszolikus Ca?" szint mérsékelt emelkedése sziikséges [54, 55, 82, 119]. Itt
azt kaptuk, hogy a malignus tumoros betegek sejtjeinek CRAC-hoz kdthetd Ca®*-valasza sokkal
magasabb az egészséges donorok és benignus tumorok betegek sejtjeihez képest. Feltételezziik,
hogy a mTT sejtek magasabb Ca®" valasza és ennek kovetkeztében a fokozott CRAC-

expresszio gyengitheti a tumorsejt-616 képességiiket.
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Ugy véljiik, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a CDS8" T-sejtek miikodésének és
ioncsatornaik tumoros betegségekben betoltott szerepének megértéséhez, és ezek az adatok
egyértelmiien figyelemre méltd kapcsolatot mutatnak a daganat rosszindulatiisaga és a Kv1.3
¢s KCa3.1 konduktancia aranya kozott. Tovabba adataink (az immunfluoreszcens technikékkal
ellentétben) funkcionalis informacidt szolgaltatnak a T-sejtekben 1év6 ioncsatornakrol egyedi
sejt szinten, ami kivdnatosabb lehet a T-sejt-technoldgiara tdmaszkodé ujszerti immunterapiak

tervezésénél.

6.2 A CAR-T sejtek Kvl.3 és KCa3.1 ioncsatornainak gatlasa noveli a tumorolés
hatékonysagat

A CAR T-sejt-alapu terapias modszerek alkalmazasa, fejlesztése €és optimalizalasa az utobbi
években egyre népszeriibbé valt. A figyelemre mélto klinikai eredmények ellenére a kezelésben
részesiild betegek még mindig az életet veszélyetetd toxikus mellékhatdsoknak vannak kitéve
[86]. Tovabba a szolid tumorok mikrokdrnyezete, az extracellularis matrix gatolhatja a kis
molekuldk tumorsejteken/ben 1évé célpontokhoz kotddését, példaul a terapids antitestek
esetében. A CAR T-sejt-alapt kezelések alacsony hatékonysdguak a szolid tumorok ellen, ami
annak tulajdonithatd, hogy a tumorok szuppressziv tulajdonsagai megakadalyozzak e sejtek
infiltraciojat és effektor funkciojat [85, 93, 120, 121]. A T-sejtek ioncsatornai, mint példaul a
Kv1.3,KCa3.1 és CRAC csatornak, szamos T-sejt funkcid szabalyozasdban vesznek részt, mint
példaul a migracio €s a tumordlés, amelyek esszencialisak a daganat felszamoldsaban. Ezen
"finomhangoloként" szolgalhatnak [56, 68, 69]. Keveset tudunk azonban arrél, hogy ezek az

ioncsatornak milyen szerepet jatszanak a CAR-T sejtek daganatellenes valaszaban, és igy a

crer

Eloszor is elektrofizioldgiai és farmakologiai modszerekkel megvizsgéltuk, hogy a CD19-
specifikus (3. generacids) CEM-CAR sejtjeink expresszaljak-e a Kv1.3 és KCa3.l
ioncsatorndkat. Eredményeink azt mutattdk, hogy a CAR-T sejtek mind a Kv1.3, mind a
KCa3.1 ioncsatorndkat expresszaljak, és a teljes-sejt konduktancia, illetve csatornaszam (700
vs. 550 KCa3.1, 500 vs. 350 Kv1.3 CEM illetve T-sejtben) mindkettd esetében hasonlo volt a
primer aktivalt T-sejtekben leirtakhoz [77, 78, 112]. A T-sejtek tipikus modellrendszerének
tekintett Jurkat sejtek nem tekinthetSk a T-sejt modelljének: a KCa3.1 helyett egy masik Ca'-
fliggd K'-csatornat, nevezetesen a KCa2.2-t expresszaljak [78]. Bar e két csatorna biofizikai
tulajdonsagai hasonloéak (fél-aktivacios Ca®*-koncentracid, konduktancia), valdsziniileg a

csatorna intracellularis terminalisaihoz ko6tédé membranlokalizaciot szabalyozo vagy
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szignalfehérjék teljesen eltérdek lehetnek. Kovetkezésképpen a CCRF CEM sejtek
alkalmasabbak voltak a CAR-expresszald T-sejtek viselkedésének modellezésére a tovabbi

kisérletek soran, azonban a T-sejteket is bevontuk a vizsgalatainkba.

Eredményeink az mutattdk, hogy a Ca** bearamlas csokkent a CEM-CAR sejtekben a kontroll
NT CEM sejtekhez képest, €s hasonl6t figyelhettiink meg a CAR-T és NT T-sejtek esetében is
[58] (19. abra). Amint azt kordbban emlitettiik, a CTL-ekben a csokkent Orail expresszid
eldsegiti a célsejtek elimindciojat [82]. Az Orail csatorndk gatldsa azonban nem lehetséges a
nagy affinitasa és szelektiv inhibitorok hianya miatt, ezért nem tudtuk megvizsgélni a szerepét
CAR-t expresszalo sejtekben. Ezek alapjan ugy véljik, hogy az Orail funkcionalis
expressziojanak genetikai manipulacioja (knock-down vagy nemvezeté Orail mutansok

expresszidja) modalitast jelenthet az 1) CAR-T sejt generaciok kifejlesztésében.

Ezutan megvizsgaltuk a CEM-CAR sejtek célsejt-616 képességét monolayer (2D) kultaraban
és kimutattuk, hogy a CAR-receptor specifikusan felismeri a célsejtként alkalmazott CD19*
Raji és CD19 MCF-7 sejteket. A CEM-CAR sejtek még a rovid id6tartamtl inkubécio soran is
képesek voltak a célsejteket eliminalni, azonban a tumor védekezé mechanizmusai e sejtek
modellezésének céljabol CD19" Raji, MCF-7 és CD19™ Jurkat sejtekbdl tumor szferoidokat
hoztunk létre: ezek nekrotikus maggal rendelkeztek, és slirli sejtstrukturdt mutattak, ami

valészintileg TME-szerti milidt is eredményezett [102-104].

Kimutattuk, hogy a CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek a CD19 sejtfelszini marker jelenlététol
fiiggetleniil képesek bejutni a szferoidokba, azonban tumordlés csak a CDI19" Raji
szferoidokban kovetkezett be: ez egyértelmiien bizonyitja, hogy a CEM-CAR és CAR-T sejtek
tumorellenes vélasza specifikus antigénfelismerésen keresztiil tortént. Bevezettilk az 06lési
hatékonysdgot azaz KE-t, mint paramétert, amely az elolt sejtek egy CAR-T sejtre jutd
szamanak becslése: ez a Raji szferoidok esetében a Jurkat-hez képest jelentdsen magasabb volt,
ami tovabb bizonyitja a CAR-t expresszalo CEM és T-sejtek CD19 antigénre adott specifikus

valaszat.

A Kvl1.3 gatlasa Vm24-gyel valamint a KCa3.1 gatlasa a TRAM34 éltal jelentésen novelte a
CD19-specifikus CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek eliminacids hatékonysagat a szferoidokban
(Raji, CD19 MCF-7). Kordbban a CTL- és NK-sejtek esetében arrdl szdmoltak be, hogy az

intracelluléris és extracellularis Ca** koncentracid valtozasai szabalyozo szerepet jatszanak

--------
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optimalis citotoxicitasi tartomanyhoz alacsony [Ca**]int <300 nM (23 - 625 pM a [Ca?*]ext) érték
tarsul, ami a granzim B-t tartalmazo litikus granulumok felszabaduldsanak az optimuma is.
Ugyanakkor magas [Ca®'Jint érték (>300 nM) ([Ca>']ext: 0,5-1,0 mM ) esetén a migracié
dominal, mig a célsejtekkel szembeni citotoxicitas mar csokken [82]. Ugy gondoljuk, hogy a
Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatornak géatlasa hozzajarul ennek a Ca** optimumnak a citotoxicit4si
tartomanyba valo eltolodasdhoz, ami a CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek hatékonyabb
daganatellenes valaszat eredményezi. Mivel a Raji/CD19 MCF-7 szferoidokhoz a
gatloszereket a CEM-CAR/CAR-T sejtekkel egyidejiileg adtuk, és nem tudtunk valtozast

crer

crcr
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7. OSSZEFOGLALAS

Disszertaciomban T-limfocitak ioncsatornainak aktivitasat patologias koriilmények kozott két
eltéré megkozelitéssel. Az egyik szempontbol a kiilonféle tumoros betegekbdl izolalt T-sejteket
vetettem ala vizsgéalatoknak, masrészt a tumorsejteket specifikusan felismerni €s eliminalni
képes CAR-T sejteket vizsgaltam.

Az értekezés els6 felében petefészek daganatos betegek periférids vérébol izolalt CD8" T-sejtek
Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatornak aktivitasat vizsgaltuk, ahol arr6él szamoltunk be, hogy a
petefészek tumor tipusa (joindulati vs. rosszindulati) meghatirozza a CD8" T-sejtek
ioncsatorna expresszios mintazatat. Feltételezziik, hogy az alacsonyabb KCa3.1 és a magasabb
CRAC aktivitas hozzajarul a CD8" sejtek effektor funkcidinak gatlasdhoz a tumordlésben.
Mivel a teljes K™ konduktancia azonos volt az mTT-kben, e sejtek aktivacidja feltételezhetéen
malignus daganatos betegek CD8" sejtjeinek csokkent KCa3.1 funkcidja a megemelkedett
Kv1.3/CRAC aktivitdssal egyiitt diagnosztikai jelentéséggel birhat. Ugy véljiik, hogy a CD8"
sejtek megvaltozott Kv1.3 ¢és KCa3.1 aktivitdsa az OC-ben biomarkerként szolgalhat a
diagnosztikaban, valamint, hogy a CRAC-on keresztiili fokozott Ca®" vélasz hozzajarulhat a

CD8" funkci6 karosodasahoz.

Az értekezés masodik felében sikeresen igazoltuk, hogy mind a KCa3.1, mind a Kvl1.3
ioncsatorndk expresszalodnak €s funkcionalisak a CD19-specifikus CEM-CAR sejtekben. A
CEM-CAR sejtek Ca?" valaszanak csdkkenése, a NT kontrollhoz képest, amelyhez a csokkent
Orail expresszid jarulhat hozzd, a célsejtek eliminacidjanak megkonnyitése érdekében. A
CEM-CAR ¢s CAR-T sejtek specifikusan felismerték a tumorsejtet és eliminaltak azt 2D és 3D
kultarakban egyarant, valamint a Kv1.3/KCa3.1 csatornak gatlasa hatékonyabb tumorolést
segiti eld. Ezen eredmények alapjan ugy véljiik, hogy az ioncsatorndk modulacidéja a CAR-T
sejtterapidban Ujszeri megkdzelités lehet a jobb terdpids eredmény elérése érdekében, ami
tovabb javithatdo a PD-1/PD-1L és/vagy CTLA4/B7 ellen irdnyulé6 immunellenérzési pont
stratégidk kombinacidjaval [122]. Mivel ez a két csatorna a normal T-sejtekben is jelen van, a
K" blokkolok szisztémas alkalmazasa in vivo korlatozott, azonban expressziojuk megfeleld

genetikai modulacioja lehetdséget jelenthet a CAR-T sejtterapiaban.
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8. SUMMARY

In my dissertation, I investigated the ion channel activity of T lymphocytes under pathological
conditions using two different approaches. In one approach, I have investigated samples
isolated from different tumor patients, and in the other, I have investigated CAR-T cells that are

able to specifically recognize and eliminate tumor cells.

In the first part of this thesis, we investigated the Kv1.3 and KCa3.1 ion channel activity of
CDS8" T cells isolated from peripheral blood of ovarian cancer patients, where we report that
ovarian tumor type (benign vs. malignant) determines the ion channel expression pattern of
CD8" T cells. We hypothesize that lower KCa3.1 and higher CRAC activity contribute to
impaired CD8" effector function in tumor killing. Since the total K conductance was identical
in mTTs, the activation of these cells is not suppressed upon stimulation of non-tumor antigen.
Finally, we hypothesize that the decreased KCa3.1 function activity of CD8" cells from
malignant tumors in combination with increased Kv1.3/CRAC activity may be of diagnostic
significance. We speculate that altered Kv1.3 and KCa3.1 activity of CD8" cells in OC may
serve as biomarkers for diagnostics and that an enhanced Ca2" response via CRAC may

contribute to impaired CD8" function.

In the second part, we successfully demonstrated that both KCa3.1 and Kv1.3 ion channels are
expressed and functional in CD19-specific CEM-CAR cells. Reduction in Ca*" response of
CEM-CAR cells compared to NT control, which may be contributed by reduced Orail
expression to facilitate target cell elimination. CEM-CAR and CAR-T cells specifically
recognized and eliminated tumor cells in both 2D and 3D cultures, however inhibition of
Kv1.3/KCa3.1 channels promotes more efficient tumor killing. Based on these results, we
propose that modulation of ion channels in CAR-T cell therapy may be a novel approach to

achieve better therapeutic outcome.
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