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ELOSZO

A CD8" T-sejtek szerepet jatszanak a tumor ndvekedés visszaszoritdsaban és az
immunterapiaban. A T-limfocitdk ioncsatornai, mint a Kv1.3, KCa3.1 és CRAC (kalcium-
felszabadulas aktivalt csatorna) a Ca®" jelatvitel szabalyozasaval befolyasoljdk a T-sejtek Ca*-
fliggd funkcidit, mint példaul az aktivaciot, proliferaciot, valamint mas effektor funkciokat,
mint a citokin/granzim termelés, migracio és akar a tumor6lés. A Kv1.3 és KCa3.1 K csatornak
stabilizdljak a T-sejtek negativ membranpotencialjat a CRAC csatorndkon keresztiil torténd
Ca?" bedramlas fenntartisa érdekében. Akarcsak T-sejtek esetében ezen ioncsatornak kiméra
antigén receptorral (CAR) rendelkez6é T-sejtekben is kiemelkedd szerepet jatszhatnak. A T-
sejtek genetikai modositasa, hogy CAR-t fejeznek ki, lehetdvé teszi szamukra, hogy felismerjék
a daganat felszinén 1€év0 specifikus antigént, €s aztan elpusztitsdk a daganatot.

Dolgozatom két témat 6lel fel, melyben feltérképeztiik a T limfocitdk ioncsatorndinak szerepét
patologias allapotokban.

Megvizsgaltuk a Kv1.3, a KCa3.1 és a CRAC expresszidjat petefészekrakos (OC) betegek
CD8" sejtjeiben. Célunk az volt, hogy OC esetében jellemezziik mind a rosszindulatd, mind a
joindulata daganatos betegek vérébdl izolalt CD8" T-limfocita ioncsatorndk aktivitasat, ezzel
egy potencialis biomarkert szolgaltatva a prognosztikdban, diagnosztikdban. Sikeresen
kimutattuk, hogy a Kvl.3 expresszids szintje magasabb volt a rosszindulati daganatos
betegeknél, mint a kontroll vagy jéindulata daganatos csoportokban, mig a KCa3.1 aktivitasa
alacsonyabb volt a rosszindulati daganatos csoportban a tobbiekhez képest. Kimutattuk, hogy
a Ca**-vélasz a malignus tumoros betegeknél magasabb a kontroll csoportokhoz képest.
Akércsak a T-sejteknél, gy a CAR-T sejtek esetében is kiemelkedd szerepet jatszanak a Kv1.3
¢s KCa3.1 ioncsatornak. Megvizsgaltuk, hogy a CAR-T sejt ioncsatornak (Kv1.3 és KCa3.1)
milyen szerepet toltenek be a CAR-T sejtek altali tumor infiltracidban és elimindcidban in vitro
koriilmények kozott monolayer €s 3D szferoid tumormodellben. Sikeresen kimutattuk, hogy a
CAR-t expresszal6 sejtek specifikusan eliminaljak a tumorsejteket. Tovabba, a Kv1.3 (Vm24)
¢s KCa3.1 (TRAM34) inhibitorok alkalmazasa jelentOsen javitotta a tumordlési hatékonysagat
mind a CEM-CAR, mind a CAR-T sejtek esetében szferoidokban.



2. BEVEZETES

2.1 Az immunrendszer szerepe, miikodése

Az immunrendszer mar azeldtt képes elpusztitani a koérokozokat és a korossa valt belsd
struktarakat, miel6tt azok komoly és tartds kart okoznanak. Kétféle immunrendszer alakult ki
az evolucio soran: a velesziiletett és a szerzett immunrendszer, amelyek egymassal szorosan
egylttmiikddve segitik fenntartani az immunhomeosztazist. A nyirokszerveket funkciojuk
alapjan els6dleges (timusz, vordés csontveld) vagy masodlagos nyirokszerveknek
(nyirokcsomok, 1€ép, Peyer plakk) nevezziik. A csontveldi hemopoetikus dssejtekbdl mieloid €s
limfoid eldalakok fejlédnek, majd ezekbdl alakulnak ki az immunrendszer sejtjei. A mieloid
fejlédési utvonalon keletkeznek pl. a dendritikus sejtek, granulocitdk, makrofagok és a
hizdsejtek, mig a limfoid fejlédési uton a limfocitdk el alakjai differencialédnak, melyekbdl

végiil B sejtek, T sejtek vagy természetes 616 (NK) sejtek jonnek 1étre.

2.2 T sejtek szerepe az immunvalasz soran

Az adaptiv immunvalasz kiemelkedd szereploi a T-sejtek, melyeket két csoportba sorolhatjuk
be miikddésiik alapjan: citotoxikus (CD8") és helper (CD4") T-sejtek. A helper T-sejtek az
immunvalaszt egyéb immunsejt aktivacidja révén (példaul B-limfocita, makrofag)
szabalyozzék, iranyitjak, a citotoxikus T-sejtek pedig képesek felismerni €s eliminalni a
fertdzott €s daganatos sejteket. A T-limfocitdk az antigénprezentalé sejtek (APC-k)
membranjan megjelend {6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulakhoz kotott
formaban ismerik fel a fehérjetermészetli antigénekbdl szarmazo peptidek linearis szekvencidit.
Az antigén prezentacid kovetkeztében szamos szignalizacids Utvonal indul el a sejtben, mint
példaul a Ca®'-fiiggd jelatviteli utvonal, amely kovetkeztében a sejt proliferalodni,

differencidlodni fog.

2.3 Ovarium (petefészek) tumor

A petefészekrak (OC) gyakori ndgyogyaszati rosszindulatu daganat, amely a vilagon sok not
érint. Az OC incidencidja magas, €és korlatozott, <50%-0s 5 éves tulélési aranya. A nem
mucindzus epitelidlis petefészekrak leggyakrabban hasznalt biomarkere a karcindma antigén-
125, mint szérummarker, de mucindzus és csirasejtes daganatokban nem informativ. A platina-
alapt gyogyszerek rendelkezésre allnak elsddleges kezelésként, de eldrehaladott stadiumut

betegeknél ez nem bizonyult hatékonynak.



2.4 Tumor mikrokornyezet (TME)

Az immunrendszer altal végzett immunfeliigyelet gyakran kudarcot vall, mivel a tumorsejtek
képesek atprogramozni a talélésiiket biztosito 1étfontossagh Gtvonalakat. A CD8" T-sejtek a
tumor mikrokdrnyezetében jelen 1évé immunszuppressziv mechanizmusok, barrierek miatt
nem képesek hatékonyan ellatni effektor funkciokat és igy elimindlni a rakos sejteket. A TME
metabolikus (emelkedett extracellularis K*, H", ATP- és adenozinszint, hipoxia és fokozott
savassag) és sejtkomponensek (programozott sejthalal ligand 1) talreprezenticidja révén
akadalyozza a CD8" T-sejtek effektor funkcidit. Immunszuppressziv tényezOk: a mieloid
szuppresszor sejtek (MDSC), a regulator T-sejtek, a tumorasszocidlt makrofagok (TAM) vagy

neutrofilek (TAN), a szuppressziv szolubilis faktorok és citokinek.

2.5 Ioncsatornak

Az ioncsatorndk olyan porusformdlo fehérjék, biztositjdk az ionok szabélyozott és szelektiv
atjutdsat a sejtmembranon az elektrokémiai gradiens iranyaban. Az ioncsatornak szelektivitasa
alapjan megkiilonboztethetiink nagy szelektivitasu (4 alegység), kis szelektivitast (5 alegység)
¢s nem szelektiv csatorndkat (6 alegység). Kapuzas alapjan megkiilonboztetiink ligand-
kapuzott, intracellularis hirvivo altal kapuzott, fesziiltség-kapuzott, mechanoszenzitiv kapuzott
¢s hattér csatornat. Az ioncsatornak lehetséges allapotai: nyitott, zart és esetenként inaktiv, mely

allapotokat kiilonféle konformacio jellemez.

2.6 Fesziiltség-kapuzott kalium csatorna, Kv1.3

A fesziiltségtiiggd kalium (Kv) csatorndk a sejt membranpotencialjat és a kiilonféle jelatviteli
folyamatokat szabalyozzdk. A Kv csatorndk négy alegységbdl allnak Ossze, melyben egy
alegység hat transzmembran hélixet tartalmaz. Az egyes alegységek ER-ban torténd
Osszeszerelddését a tetramerizacids Un. T1 domént teszi lehetdvé. Az ionvezetést lehetdvé tevo
konzervalt porusrégio kialakuldsért 5. €s 6. transzmembran szegmens (S5 €s S6) kozotti hurok
¢s a S6 szegmens bizonyos részei felelések. Ezen régio tartalmazza a kalium szelektivitasaért
felelds szelektivitasi szlird szekvenciat. A Kv csatorndk fesziiltség szenzordnak negyedik

transzmembran szegmenst tekintjiik. Kimutattak, hogy a Kv1.3 ioncsatorna kulcsfontossagu

crer



2.7 Kalcium-kapuzott kalium csatorna, KCa3.1

Kozepes vezetbképességli K* csatornak kozé tartozik a Ca?*-aktivalt KCa3.1 ioncsatorna. A
KCa3.1 ioncsatorna 4 alfa alegységet tartalmazo transzmembran fehérje, ami egyenként 6
transzmembran szegmenset (S1-S6) tartalmaz. Az ionvezetést lehetévé tevd porus régio az S5
¢€s S6 kozott helyezkedik el. A C-terminalisnal talalhaté egy kalmodulin k6té domén, melyhez
Ca?"-aktivalt kalmodulin kapcsolodik, amely aktivalni fogja a csatornét, azaz nyitott allapotba
keriil. Az aktivalt csatorna hozzajarul K* kidramlas &ltali membranpotencial és az az
intracellularis kalcium szint szabalyozasahoz. KCa3.1 csatorna fontos immunszabalyozo
szerepet jatszik kiilonféle sejtbéli folyamatokban, mint a sejtciklus progresszio, T-sejtek

--------

gének expresszidjaban.

2.8 CRAC-csatorna

A SOCE (store-operated calcium entry) csatornak koziil leginkabb tanulmanyozott a ,.kalcium-
felszabadulas aktivalta kalcium” (CRAC) csatorna. A CRAC csatorna egy nagyon Ca®"
szelektiv csatorna, amely két alegységbdl épiil fel: Orail és STIMI1 alegységekbdl. Az
intracellularis Ca®" raktér kiiiriilését a STIM1 alegység érzékeli, amely konformacié valtozas
utan képes az Orail-hez kozvetleniil kotddni, ez vezet a CRAC csatorna aktivacidjadhoz, ezaltal
extracellularis Ca*" dramlik be CRAC csatornakon keresztiil. A T-sejt aktivacio és az effektor
funkciok kulcsfontossagu 1épése a Ca?* -ionok CRAC csatornakon keresztiili bearamlasa. A
CRAC ¢és a KCa3.l csatornak kozotti kolcsonhatas sziikséges az optimdlis célsejt-

eliminaciohoz.

2.9 T limfocitak kalium csatorndinak szerepe a T sejt aktivacioban, effektoros funkciok

betoltésében

A T-sejt ioncsatorndk, mint a Kv1.3, KCa3.1 és az Orail ioncsatorna kiemelkedd szerepet
jatszik T-sejtek aktivacidja, proliferacidja és tumor-6lése soran. A T-sejtek antigén
felismerésének kovetkeztében olyan jelatvitel kaszkad aktivalodik, amely kovetkeztében
inozitol-1,4,5-trifosztat (IP3) szabadul fel, amely az ER membranjdban taldlhatdo IP3
receptorhoz (IP3R) kétédik, ezaltal Ca?* kidramlast idéz eld IP3R-en keresztiil. A Ca®* kiiiriilését
a CRAC csatorna STIMI alegysége érzékeli, amely Orail csatorndhoz transzlokalodik, ezéltal
aktivilva a CRAC csatornat, melynek kovetkeztében Ca®" aramlik be az i.c. térbe. A

megemelkedett i.c Ca?*-szint a sejtmembrant depolarizalja, amely hatdsara aktivalodik Kv.1.3



ioncsatorna, mig a megemelkedett kalcium koncentracié a Ca*'-fiiggd KCa3.1 csatornat
aktivalja, ezzel a membranpotencialt kellden negativ értéken tartjak (T-sejtek esetében: -50 — -

60 mV) a kalium-efflux altal, igy biztositva a hajtoerét a megfeleld Ca**-fiiggd jelatvitelhez.

2.10 Kv1.3 és KCa3.1 csatornak T sejt altipus szerinti expresszioja

A naiv CD4" és CD8" T-sejtek egyarant expresszaljak CD45RA foszfataz és a CCR7 kemokin
receptort, az utdbbi kulcsfontossdgu szolgal a nyirokcsomokba vald belépéshez, ahol a naiv
sejtek antigénnel taldlkozds kovetkeztében, aktivalodnak és ,naiv aktivalt” vagy ,naiv
effektorokka” valnak. A T-sejtekben kifejez8d6 Kv1.3 és a KCa3.1 csatorndk szama fligg a sejt
aktivacios ¢és differencidlodasi allapotatdl. Nyugalmi allapotban a CD4 és CDS8 naiv, Tcm
(CCR7'CD45RA") és Tem (CCR7CD45RA") sejtjek lényegesen tobb Kv1.3 csatornat
expresszalnak, mint a KCa3.1 csatorndkat. A naiv-effektor és Tcwm-effektor sejtek hasonlo
szamu Kv1.3 és KCa3.1 csatornat fejeznek ki. Az aktivalt CD4" és CD8" Tewm sejtek Kv1.3
csatornakat magas, mig az KCa3.1 csatornakat alacsony szamban fejezik ki. A CD8" Tem sejtek
egy része Temra (CCR7'CD45RA™) sejtekké differencialodik, amelyet magas Kv1.3 és

alacsony KCa3.1 expresszio jellemez.

2.11 A Ca?' optimum szabalyozo szerepe a daganatok elleni kiizdelemben

CTL és NK sejtek esetében az intracellularis ([Ca®Jint) és extracellularis ([Ca®"]ext) Ca®"-szint
valtozésai befolyasolhatjdk a sejtek migracids, proliferacids é€s citotoxikus folyamatait. A
100 nM-nal kisebb nyugalmi [Ca* ]int érték esetén a citotoxicitas kissé csokkent és migracids
képességiik nagy mértékben korlatozott. A [Ca*']in emelkedés (100-300 nM) az optimalis
citotoxikus potencidl eléréséhez sziikséges. A 300 nM feletti [Ca*']inc érték a migraciohoz
optimalis, azonban a citotoxicitds mar kissé csokken. Nagyon magas [Ca’']ini esetén a

proliferacio és az apoptdzis dominal.

2.12 CAR-T sejtek felépitése, generacioi

ey

rendelkezd T-sejtek. A CAR négy f6 doménbol all: egy extracellularis antigén-felismerd
ektodoménbol, egy csukld régiobdl, egy transzmembran doménbol és egy intracellularis
endodoménbol. A CAR-T sejtek képesek felismerni a tumorsejtek felszinén talalhato specifikus

antigént, majd eliminalni a daganatot. Az elmult évek soran a CAR endodomén konformécioja



sokat valtozott a CAR-T sejtek aktivitasa, proliferacidja és terapias hatékonysaganak céljabol.

Ebbdl kifolyolag napjainkban 5 kiilonb6zé CAR generacidt kiilonboztethetiink meg.

2.13 CAR-T sejt terapia

CAR T-sejtes terapia jelentds elorelépést jelent a személyre szabott rakkezelésben. Az FDA
mar tobb, mint hat CAR T-sejtes terapiat hagyott jova hematologiai malignitasok, példaul a
nagy B-sejtes limfoma esetén. A terapia sikerességének ellenére, azonban még szamos kihivas
maradt a terapia hatékonysaganak és biztonsdgossaganak javitasara a CAR T-sejtek kimertilése,
a toxicitasi hatas és a szolid tumorok esetében. A CAR-T sejt terapia hatékonysaga javithato a
kiilonb6zé immunterapids szerekkel vagy mads terapias modszerekkel (sugarterapia vagy

kemoterapia) torténd kombindciojaval, amelyek eldsegithetik a tumor eliminaciojat.

2.14 Szferoid, in vitro tumor modell

A 2D modellrendszerek hasznalata korlatolt, mig a tumor xenotranszplantacié koltséges és
idoigényes eljaras. Ezt a problémat a nativ tumor és a TME jellemzdit utdnzd 3D-s
tumormodellek kifejlesztésével lehetne megoldani. A szferoidoknak szdmos alkalmazési
teriilete van, felhasznalhatok a TME és az angiogenezis modellezésére, xenograft modellként

¢és biobankként, gydgyszersziirésre és terapias szerek fejlesztésének segitésére.



3. CELKITUZES

Doktori értekezésemben a T limfocitak ioncsatorndinak szerepét vizsgaltam patologias

koriilmények kozott, melyhez két kiillonféle megkozelitést alkalmaztam:

3.1 Kv1.3, KCa3.1 és Orail ioncsatornak aktivitasa daganatos betegségekben.

A T-sejt ioncsatornak kiilonbozé expresszids mintdzattal rendelkezhetnek a kiilonféle
daganatokban. Szadmos esetben ezen csatornak biomarkerként szolgalhatnak a daganatos
megbetegedésekben. Az eddigi kutatdsok tobbsége tumor infiltraldé T-limfocitakat (TIL)
vizsgalt ezen adatok feltarasara. Célunk az volt, hogy:

1. Ovarium tumoros (malignus és benignus) betegek és egészséges donorok periférias vérébol
izolalt CD8" T-limfocitdk Kv1.3, KCa3.1 expresszios szintjének jellemzése patch-clamp
modszerrel.

2. Ovarium tumoros (malignus és benignus) betegek és egészséges donorok CD8" sejtjei Ca'-
valaszanak vizsgalata, ezaltal az Orail ioncsatornak funkcionalis expressziojanak jellemzése

FURA-2 alapt 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 és az effektor funkcidja sordn az Kv1.3, KCa3.1
és Orail csatornik fontos szerepet jatszanak a Ca®" jelatvitel szabalyozasaval. Akér csak T-
sejtek esetén, CAR-T sejtekben is kiemelkedd szerepet jatszhatnak ezen ioncsatornak. Célunk
az volt, hogy:

1. A kiméra antigén receptor (CAR) expresszidja CCRF-CEM ¢és human periférids vérbol
izolalt, aktivalt T-sejtekben és funkcionalitdsdnak validalasa Calcein-Red AM alapu 2D 6lési
assay altal CEM-CAR sejtekkel.

2. A létrehozott CEM-CAR sejtek Kv1.3/KCa3.1 és CRAC ioncsatorna expresszidjanak
meghatarozasa és farmakoldgiai azonositasa.

3. CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek ioncsatornai szerepének vizsgalata (Kv1.3 ¢s KCa3.1) tumor
0lési ¢és infiltracidos képességiikben Live-or-Dye alapu 3D szferoid assay-vel, specifikus

ioncsatorna gatloszerek segitségével.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Human alanyok

Az OC vizsgalatokat 44 és 71 év kozotti, azonositatlan petefészekrakos betegek (4
rosszindulatd és 3 joindulati daganatos beteg) periférids vérén végeztiik. A vizsgalatba valo
bekeriilési kritérium volt a szdveti biopszidval megerdsitett pozitiv OC diagnozis, valamint az,
hogy a vérvétel idOpontjat megeldzden nem volt kemo- vagy sugarterdpia. A vizsgalati alanyok
adatait a Debreceni Egyetem Altaldanos Orvostudomanyi Kar Nogyogyaszati és Sziilészeti
Klinikajan gytjtottek és kezelték. OC vizsgalatokhoz periférids vért vettek tovabba 5
egészséges nodi donortdl (HD), akik 40 és 55 év kozotti korosztalyba tartoztak. A vizsgalatot és
a beleegyez0 nyilatkozatokat a Debreceni Egyetem Regiondlis ¢s Intézményi Kutatasi Etikai

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

4.2 PBMC izolalasa, aktivalasa

A PBMC-ket teljes vér centrifugalasaval izolaltuk SepMate PBMC izolalo cs6 segitségével, a
STEMCELL Technologies weboldalarol letoltott protokoll alapjan:
(https://www.stemcell.com/products/brands/sepmate-pbmc-isolation.html/, letdltés datuma:
2021.szeptember). A PBMC-ket 10% magzati borjiszérummal, 15 mM HEPES-sel, 2 mM L-
glutaminnal, 1 mM Na-piruvattal és 200 egység streptomicinnel/penicillinnel kiegészitett
RPMI tapfolyadékban tartottuk. Az aktivalast 48 éran keresztiil végeztiik 24 Iyuk sejttenyésztd
platen, anti-human CD3 és CD28 antitestekkel (mindkettd 10 pg/ml). A 2. napon a T-sejtek
expanzidjat ezt kovetden IL-7 (10 ng/ml) és IL-15 (5 ng/ml) segitségével tdmogattuk.

4.3 Sejt kezelés

A HEK293T és MCF-7 sejteket 2 mmol/l GlutaMAX-szal és 10% FCS és antibiotikumokkal
kiegészitett DMEM médiumban tenyésztettiik.

A T-limfoblaszt Jurkat-E6-1 és a CD19" B-limfoblasztoid Raji sejteket 2 mmol/l GlutaMAX
¢és 10% FCS és antibiotikumokkal kiegészitett RPMI médiumban tenyésztettiik.

A CCRF-CEM sejteket RPMI-1640 taptalajban tenyésztettiik, amelyet 10% FBS-sel ¢és
antibiotikumokkal egészitettiink ki.

Az 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 tenyésztettiik. Az 6sszes
sejtet 37°C-on, 5% CO:2-t tartalmaz6 inkubatorban taroltuk.
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4.4 Transzformalas

A kodolo plazmidokat (10 ng) 105 ul TOP10 kompetens sejtekhez adtuk, majd 20 percig jégen
inkubaltuk. 42°C-on hdsokkot alkalmaztunk (60 s), majd ismét jégre helyeztiik a mintakat. A
sejteket hozzdadtuk 800 pl SOC médiumhoz, majd 1 6réan at, 37 °C-on razattuk 200 rpm-en. A
sejteket megfeleld antibiotikum tartalmu agar taptalajra szélesztettiik. A petriben 1€v0 sejteket

16 oran keresztiil, 37°C-on novesztettiik. A mintakat késobbi felhasznalasra 4 °C-on taroltuk.

4.5 Plazmid preparalas

A transzformalas sordn kin6tt baktérium telepekbdl a megfeleld antibiotikum tartalmt LB vagy
TB tapoldatba (100 ml) oltottunk le egy-egy telepet, és 16 6ran keresztiil, 37°C-on, 200rpm-en
razattuk. A nagyobb mennyiségli plazmid DNS kinyeréséhez a PureYield Plasmid Maxiprep

System-et alkalmaztunk.

4.6 A CD8" sejtek monoklonalis antitest adhézidja
Az aktivalt PBMC-ket egér anti-huméan CDS8 primer antitesttel jeldltiik, majd a jeldlt sejteket
kecske anti-egér IgG-vel bevont bakteridlis mindségli petri-csészében inkubaltuk

felhasznalasig.

4.7 Retroviralis transzdukcio, CD19" MCF és CAR T sejtvonalak létrehozasa

A CCRF-CEM, T ¢s MCF-7 sejtek retroviralis transzdukcidjdhoz a Polyplus weboldalarol
(https://www.polyplus-sartorius.com/products/jetprime/, letoltés datuma: 2022.szeptember) és
a Takara weboldalarol letoltott protokollt alkalmaztuk
(https://www.takara.co.kr/file/manual/pdf/T100A_B e.v1705.pdf, letoltés datuma: 2022.
szeptember) Az transzfekcid soran alkalmazott plazmidok: CD19-specifikus CAR-t kodold
pBMN retrovirus vektor, human CD19 markert kodol6 MSCV vektor, PAX2 csomagolo
plazmid és VSVG plazmid. T-sejtek esetében IL-7, IL-15-6t adtunk a médiumhoz. 72 6rés

inkubaciot kovetden a sejteket tovabbi kisérletekre hasznaltuk fel.

4.8 Elektrofiziologiai mérések

A CAR-T sejtekben a KCa3.1l és Kvl.3 adramok mérése whole-cell voltage-clamp
konfiguracioban tortént. A mérésekhez aszpartat kiils6é oldatot (145 Na-aszpartat)
alkalmaztunk, tovabba a pipettat 145 K-aszpartatot tartalmaz6 bels6 oldattal toltottiik fel. Az
aramokat egy 200 ms-os rampa protokollal valtottuk ki, amely -120 mV-t6l +50 mV-ig terjedt
-70 mV tartofesziiltség mellett 15 masodpercenként. A KCa3.1 csatorndk (Gkcas.1) és a Kvl1.3

11



(Gkv1.3) csatorndk egész sejtes vezetOképességét a kordbban leirtak szerint szdmoltuk ki.
Minden egyes sejt esetében a konduktanciat harom egymast kovetd mérés atlagaként szamoltuk

ki.

4.9 Ioncsatornak farmakologia azonositasa

A farmakoldgiai 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. A farmakoldgiai mérésekhez magas K" tartalmi oldatot/normal extracellularis
oldatot alkalmaztunk. Az oldatcserét gravitacioval hajtott perfiizids rendszerrel végeztik. A
Vm?24-et aszpartat kiilsé oldattal oldottuk. A farmakologiai mérésekhez hasznalt belsd oldat
megegyezett a patch-clamp mérésekével. A TRAM34-et Heike Wulfftol (UC Camp Davis,
USA) kaptuk, a rekombindns Vm24-et laboratériumunkban allitottuk elo.

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 t6ltottiik. A sejteket 0 mM Ca®* oldattal perfundéltuk a sejtek
integritasanak ellendérzése céljabol, majd 1 puM thapsigargint (TG) tartalmazé 0 mM Ca>*
oldatot perfundaltunk az ER kiiiritéséhez, majd 2 mM Ca?" oldatot alkalmaztunk, amely 1 pM
TG-t tartalmazott, az intracellularis Ca?>" emelkedés aktivalasadhoz a CRAC-on keresztiil. Az
ioncsatorna-inhibitorok NT T-sejtek intracellularis Ca®"-valaszaira gyakorolt hatasanak
vizsgalatdhoz 1 nM Vm24/ 1 uM TRAM34-et adtunk az 1 uM TG-t tartalmaz6 2 mM Ca?'-
oldathoz. Az NT CEM, CEM-CAR és NT T sejtek Ca*"-valaszdnak amplitidéjat a FURA-2
cstics €s az alapjel 340 nm/380 nm-es intenzitdsarany kozotti kiillonbség meghatarozasaval

szamoltuk.

4.11 Aramlasi citometria
A CD19-specifikus CAR expressziot az sGFP pozitivitds igazolta. A CD19 pozitivitds
vizsgélatdhoz Alexa Fluor 647 anti-human CDI19 antitestet alkalmaztunk A kiértékelést

NovoCyte 3000RYB aramlasi citométerrel és NovoExpress szoftverrel segitségével végeztiik.

4.12 Calcein Red-alapu Kkilling assay

A citotoxicitas vizsgalatdhoz a célsejteket 1 uM Calcein Red AM oldatban reszuszpendaltuk.
A CEM-CAR effektor sejteket és a Raji, NT MCF-7 és CD19 MCF-7 célsejteket 2:1
effektor:target ardnyban 3 6rdn at koinkubaltuk. A célsejtek Calcein Red festddésének

12



kimutatasdhoz konfokalis felvételeket készitettiink Nikon konfokalis mikroszkoppal
(gerjesztés: 561 nm-es He-Ne 1ézervonal, detektalas: 576 nm-es LP szlir6). A sejtek atlagos

Calcein Red fluoreszcencia-intenzitasat Imagel 1.54F szoftverrel hataroztuk meg.

4.13 Agaroz-alapu szferoid formacio

A CD19-negativ Jurkat szferoidok, a CD19" Raji és CD19 MCF-7 szferoidok 1étrehozasahoz
az ibidi weboldalarol letoltott protokollt alkalmaztuk
(https://ibidi.com/img/cms/downloads/an/AN32 Generation of spheroids.pdf, letoltés
datuma: 2023. aprilis).

4.14 Szferoid-alapu Kkilling és infiltracios assay

A CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek hadromdimenzids sejtkulturdkban torténd infiltracidjat és
tumordlési képességét Live-or-Dye 640/662 alapt 61ési teszttel hataroztuk meg. A szferoidokat
24 6ran keresztiil CEM-CAR/CAR-T effektor sejtekkel koinkubaltuk. A sziikséges mintdkhoz
ioncsatorna-inhibitorokat, példdul TRAM34-et (1 uM), Vm24-et (10 nM) adtunk. A TRAM34,
a Vm24 és a DMSO citotoxikus hatdsdnak vizsgalatahoz az effector sejtek nélkiil inkubalt
szferoidok szolgaltak kontrollként. 24 6ra elteltével a 3D kokultirakat Live-or-dye 640/662
festékkel jeloltik a gyartid protokoll szerint. A szferoidokrol Nikon-STORM konfokalis
mikroszkoppal 10 um vastagsdgban z-stack felvételeket készitettiink. Az Imagel] szoftver
segitségével meghataroztuk az 6ssz-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)), majd ezen sejtek szamabol meghataroztuk a CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek infiltracios
ratajat (IR) (IR = CC / (TC-CCQ)), az 6lési ratat (KR) (KR = DC / (TC-CC)) és az 0lési
hatékonyséagot (KE) (KE = KR / IR). A citotoxikus hatds méréséhez a halott sejtek szazalékos
aranyat (Live-or-Dye pozitiv sejtek) hasznaltuk, amelyet az Osszes sejt és az elhalt sejtek
szamabol szamoltunk ki. Az antagonistak proliferaciora gyakorolt hatasdnak nyomon kovetése
érdekében kiszamitottuk a szferoidok TC-jének és atmérdjének (um) valtozasat ioncsatorna-

inhibitorok (Vm24, TRAM34) jelenlétében és jelenléte nélkdil.

4.15 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéshez és abrazolashoz a GraphPad Prism 9.3.1 szoftvert hasznaltuk. Tobb
csoport Osszehasonlitdsdhoz egyiranyt ANOVA vagy Mann-Whitney-tesztet végeztiink. A
kiilonbségeket p<0,05 esetén szignifikansnak tekintettiik. Az adatokat atlag + az atlag standard
hib4ja (SEM) formaban mutattuk be.

13



5. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

5.1 A CD8" malignus tumorsejtek alacsony KCa3.1 és magas Kv1.3 konduktanciaval

rendelkeznek

A CDS8" T és az NK tumorinfiltracidja elkeriilhetetlen a tumorsejtek eliminacidjahoz. Korabban
mar kimutattak, hogy a fej-nyaki tumoros betegek vérébdl izolalt CD8™ sejtekben alacsonyabb
a KCa3.1 csatorna aktivitasa: ez a csokkent kalmodulin expresszionak vagy az adenozin Aza
receptoron keresztiil torténd gatldsanak tulajdonithato.

Kisérleteink segitségével mi i1s kimutattuk, hogy a KCa3.1 teljes-sejt vezetoképesség
alacsonyabb azokban a CD8" T-sejtekben, amelyek rosszindulati (malignus)
petefészekdaganatos (OC) donoroktol szarmaznak, azonban benignus donorok esetén nem.

A KCa3.1 ioncsatorndk szerepet jatszanak a kemokin altal indukalt kemotaxisban, valamint a
T-sejtek ,,random-walk™ mozgasaban, melyeket egyarant képes az adenozin gatolni az A2aR-
PKA utvonalon keresztiil, méghozza a KCa3.1 aktivitdsanak csokkentésével. A tumor altal
termelt adenozin magas szérum/vérbeli koncentracigja gatolhatja a CD8 sejtek KCa3.1
csatornait, mivel az adenozin felezési ideje nagyon rovid, legfeljebb néhany masodperc, igy ez
magyarazat teljességgel kizarhato. Az OC betegekbdl izolalt PBMC-vel kapott eredmények
egyértelmiien azt bizonyitjak, hogy a CD8" sejtek miikodésének gatlasa nem csak a tumor
kozelében, illetve a tumorban torténik meg: a KCa3.1 csatorndk miikddése a tumortdl tavolabb
is leszabalyozodik, ezzel tdmogatja a tumor a sajat talélését. A CD8" sejtek KCa3.1
downregulacidja a tumor szdmadra elonyos lehet, ugyanis alacsony KCa3.1 aktivitas esetén a
CD8" T-sejtek migracios képessége meglehetdsen lecsokken. Ez magyarazhatja, 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

A CDS8" sejtek immunvélasza részben a Ca**-valaszon alapul, amelyet a Kv1.3 és KCa3.1
csatornak szabalyoznak. Korabban tobb kutatocsoport is kimutatta, hogy az i.c. és e.c. Ca*"
koncentracio hatarozottan befolyasolja a CD8" sejtek célsejt-016 hatékonysagat: a citoszolikus
Ca?" szint mérsékelt emelkedése sziikséges. Itt azt kaptuk, hogy a malignus tumoros betegek
sejticinek CRAC-hoz k&thetd 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.

14



Ugy véljiik, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a CD8" 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.l konduktancia aranya kozott. Tovabba adataink funkciondlis informaciot
szolgéaltatnak a T-sejtekben 1év6 ioncsatornakrol egyedi sejt szinten, ami kivanatosabb lehet a

T-sejt-technoldgidra tamaszkodo ujszerti immunterapiak tervezésénél.

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

A CAR T-sejt-alapt terapids rendszerek alkalmazasa, fejlesztése és optimalizalasa az utobbi
években egyre népszeriibbé valt. A CAR T-sejt-alapu kezelések alacsony hatékonysaguak a
szolid tumorok ellen, ugyanis a tumorok szuppressziv tulajdonsadgai megakadalyozzak e sejtek
CRAC csatorndk, részt vesznek szamos T-sejt funkcid szabédlyozdsdban, mint példaul a
migracio €s a tumordlés, amelyek fontosak a daganat felszamolasaban. Keveset tudunk azonban
arrdl, hogy ezek az ioncsatornak milyen szerepet jatszanak a CAR-T sejtek daganatellenes
eliminalasaban.

Eldszor is elektrofiziologiai és farmakoldgiai modszerekkel megvizsgéltuk a CEM-CAR
sejtjeink Kv1.3 és KCa3.1 csatorndk expresszidjat, mely eredmények igazoltdk, hogy a CAR-
T sejtek mind a Kv1.3, mind a KCa3.1 ioncsatorndkat expresszaljak, és a konduktancia
szint/csatornaszdm mindkett6 esetében hasonl6 volt a primer aktivalt T sejtekben leirtakhoz.
Ebbdl kifolydlag a CCRF CEM sejtek alkalmasabbak voltak a CAR-expresszalo T-sejtek
viselkedésének modellezésére, azonban a T-sejteket is bevontuk a vizsgalatunkba.
Kimutattuk, hogy a Ca** bedramlas csokkent a CAR-T sejtekben a kontroll NT CEM sejtekhez
képest, és hasonld eredményt figyeltiink meg a CAR-T és NT T sejtek esetében. Amint arrdl
korabban beszdmoltunk, a CTL-ekben a csokkent Orail expresszid eldsegiti a célsejtek
eliminéciojat. Az Orail csatorndk célba juttatdsa azonban nem megoldott a nagy affinitast és
szelektiv inhibitorok hidnya miatt, ezért nem tudtuk vizsgdlni a szerepét CAR-expresszald
sejtekben.

Ezutan megvizsgaltuk a CEM-CAR sejtek célsejt-616 képességét monolayer (2D) kultiraban,
és sikeresen kimutattuk, hogy a CAR-receptor specifikusan felismeri a target CD19" Raji és
CD19 MCF-7 sejteket és még a rovid tavl inkubécid sordn is képesek voltak a célsejteket
eliminalni. A szolid tumor vs. CAR-T sejt modellezésének céljabol CD19" Raji, MCF-7 és

15



CD19 Jurkat sejtekbdl tumor szferoidokat hoztunk 1étre: ezek nekrotikus maggal rendelkeztek,
¢s stirt sejtstruktarat mutattak, ami valosziniileg TME-szert miliét is eredményezett.
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. Bevezettik az 6lési
hatékonysagot azaz KE-t, mint paramétert, amely az eldlt 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 Kv1.3 gatlasa Vm24-gyel valamint a KCa3.1 gatlasa a TRAM34 altal jelentdsen novelte a
CD19-specifikus CEM-CAR ¢és CAR-T sejtek eliminacids hatékonysagat a szferoidokban
(Raji, CD19 MCF-7). CTL- és NK-sejtek esetében i.c. és e.c. Ca*" koncentracié véltozasai
funkciéiban. CTL-ekben az optimalis citotoxicitasi tartoméanyhoz alacsony [Ca**]int (<300 nM)
érték tarsul, ami a granzim B-t tartalmazo litikus granulumok felszabadulasanak az optimuma
is. Ugyanakkor magas [Ca* ]int érték (>300 nM) esetén a migracié dominal, mig a célsejtekkel
szembeni citotoxicitas mar csokken. Ugy gondoljuk, hogy a Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatornak
gatlasa hozzdjarul ennek a kalcium optimumnak a citotoxicitdsi tartomanyba valo
eltolédasdhoz, 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 kimutatni sem a CEM-CAR, sem a CAR-
az ioncsatornak gatlasa.

A 24 6ras szferoid-alapt tumor 61ési vizsgalat soran 10 nM Vm?24-et hasznaltunk (ellentétben
a patch-clamp kisérletekkel, ahol 1 nM volt), melynek kettés oka volt: 1.) Vm24 peptid
lehetséges degradacioja, 2.) mérete (kb. 4 kD) miatt a diffuzidja meglehetdsen korlatozott lehet
a tumor szferoidokba(n). Ezért a Ka érték 1000-szeresét, mig a TRAM34 esetében 500-szoros
Ka értéket hasznéltunk, mivel ez a kis molekula stabilabb, mint a peptidil eredetiick. Azt is meg
kell emlitenilink, hogy ez a hatéanyag-koncentracié nem volt hatéssal a célsejtek, valamint a

CAR sejtek ¢letképességére.
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6. OSSZEFOGLALAS

Disszertaciomban T-limfocitak ioncsatornainak aktivitasat patologids koriilmények kozott két
eltéré megkozelitéssel. Az egyik szempontbol a kiilonféle tumoros betegekbdl izolalt T sejteket
vetettem ald vizsgéalatoknak, masrészt a tumorsejteket specifikusan felismerni és elimindlni
képes CAR-T sejteket vizsgaltam.

Az értekezés elsd felében petefészek daganatos betegek periférids vérébél izolalt CD8”

T-sejtek Kv1.3 és KCa3.1 ioncsatorndk aktivitdsat vizsgaltuk, ahol arr6l szamoltunk be, hogy

a petefészek tumor tipusa (joindulatd vs. rosszindulatl)) 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 aktivitisa az OC-ben biomarkerként szolgilhat a

diagnosztikaban, valamint, hogy a CRAC-on keresztiili fokozott Ca®" vélasz hozzajarulhat a
CD8" funkcio6 karosodasahoz.

Az értekezés masodik felében sikeresen igazoltuk, hogy mind a KCa3.1, mind a Kv1.3

ioncsatornak expresszalodnak és funkcionalisak a CD19-specifikus CEM-CAR sejtekben. A

CEM-CAR sejtek Ca*" vélaszanak csokkenése, a NT kontrollhoz képest, amelyhez a csokkent
Orail expresszio jarulhat hozza, a célsejtek eliminacidjanak megkonnyitése érdekében. Az

CEM-CAR és CAR-T sejtek specifikusan felismerték a tumorsejtet és eliminaltak azt 2D és 3D

kultardkban egyarant, valamint a Kv1.3/KCa3.1 csatornak gatlasa hatékonyabb tumordlést

segit eld. Ezen eredmények alapjan ugy véljiik, hogy az ioncsatorndk modulacioja a CAR-T

sejtterapiaban ujszeri megkozelités lehet a jobb terapids eredmény elérése érdekében, ami

tovabb javithato a PD-1/PD-1L és/vagy CTLA4/B7 ellen irdnyuldé immunellendrzési pont

stratégidk kombindcidjaval. Mivel ez a két csatorna a normal T-sejtekben is jelen van, a K*

blokkolok szisztémas alkalmazasa in vivo korlatozott, azonban expresszidjuk megfeleld

genetikai modulaciodja lehetdséget jelenthet a CAR-T sejtterapiaban.
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