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1. AtteKintés

A T-sejtek a limfocitak igen nagy csoportjat alkotjak, melyek fontos szerepet jatszanak az aktiv
immunitas kialakitasaban. Ezen sejtek legismertebb képviseldi a CD4* T-sejtek (helper/segit6d
T-sejtek) és CD8" T-sejtek (citotoxikus/616 T-sejtek). A T-sejtek csak fehérje alapu,
receptorokhoz kotott antigéneket képes felismerni. Ez az MHC/HLA 1 és 2 receptorok
segitségével torténik, melyhez hozzakotédnek a TCR-ek (T-sejt receptorok) és komplexet
alkotva ismeri fel az adott antigént. Az antigén felismerés kovetkeztében elindul egy sejten
beliili Ca®*-fiiggd jelatvitel, melynek kdvetkeztében a T-sejt aktivalodik, proliferalédik, citokin
interleukin 2 (IL2) és tovabbi citotoxikus molekula, mint példaul granzim B expresszalodik. A
T-sejtek kalium ioncsatornai, mint amilyen a Ca?*-fiiggd KCa3.1 kritikus szerepet jatszik T-
sejtek jelatvitelének és mitkodésének szabalyozasaban azaltal, hogy biztositjdk a hajtoerdt a
megfelelé Ca®*-fiiggd jelatvitelhez. A genetikailag médositott T-sejtek az ugynevezett CAR-T
sejtek, kiméra antigén receptorokkal (CAR) rendelkeznek. Ezeket a sejteket daganat ellenes
terapidknal haszndljdk, hiszen az 0j, modositott receptorainak koszonhetden képes a
tumorsejtek felszinén talalhato specifikus antigént detektalni, hozzékapcsolodni és elpusztitani
a tumorsejtet. A munkdm soran a KCa3.1 ioncsatorna CAR-T sejtek effektor funkcidjaban
betoltott szerepét tanulmanyoztam. Retroviralis transzdukcio segitségével sGFP konjugalt,
harmadik generaciés, CD19-specifikus CAR-t és mCherry (monomer piros fluoreszcens
fehérje) konjugalt KCa3.1 ioncsatornat expresszaltattunk KCa3.1-deficiens Jurkat limfocita
sejtvonalban, majd a transzdukcio hatékonysagat aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Direkt
immunofluoreszcens jeldlést végeztiink a CD19 sejtfelszini marker expresszidjanak validalasa
céljabol. Végezetiil Live-or-Dye alapu killing-assay-t végeztiink TRAM34, KCa3.1 ioncsatorna
gatloszer jelenlétében, amely segitségével meghatarozhattuk a KCa3.1 ioncsatorndk szerepét a
CAR-T antitumoralis valaszaban. Sikeresen igazoltunk, hogy az altalunk létrehozott mCherry-
KCa3.1" Jurkat CAR sejtek specifikusan felismerték és eliminaltak célsejteket. Tovabba a
KCa3.1 ioncsatorna gatlasa szignifikansan novelte az altalunk létrehozott sejtek specifikus 6lési

hatékonysagat.



2. Elméleti bevezeto

Az immunrendszer és T-sejtek szerepe az immunvalasz soran

Az immunrendszer egy igen Osszetett rendszer, mely sokszor még azeldtt elpusztitja a
korokozokat, mielott azok karokat okozhatnanak. Az evolucioban kétféle immunrendszer
fejlodott ki: a velesziiletett és az adaptiv (1). A velesziiletett immunitas embridkorban alakul ki,
melyekben egyarant megtaldlhatdak fizikai és anatomiai védelmi paraméterek (pl.: bor
nyalkahartyéja), effektor sejtek, sejt receptorok, antimikrobialis peptidek is. Ez esetben nem
sziikséges a korokozoval valo eldzetes talalkozas, ugyanis ez a fajta immunitas nem specifikus,
és a betolakodokkal szemben rovidtava memoriaval rendelkezik. Az adaptiv immunitas lassabb
immunvalaszt tesz lehetdvé, azonban sokkal specifikusabb és a hosszatdva memoria
kialakulasa is megtorténik. Megkiilonboztethetiink elsddleges és masodlagos nyirokszerveket,
szoveteket egyarant. A voros csontveld elsddleges nyirokszdvet, amely a vér- és immunsejteket
termeli, mig a masodlagos esetén a termelt limfocitak talalkoznak a szervezet antigénjeivel (2).
Az immunsejtek hematopoetikus 6ssejtekbdl (1. Abra) jonnek 1étre, majd a mieloid eléalakbol
granulocitak, dentritikus sejtek (DC), makrofagok, a limfoid eldalakbol a T- és B-sejtek
fejlodnek ki. (3). Azonban egyik féle immunrendszer sem elegendé egymagaban a teljes
védelemhez, hanem szoros kapcsolatban miikodnek egyiitt, melyre j6 példa az, hogy a B- és T-
sejtek aktivalasahoz elengedhetetlenek az antigén prezentald sejtek (APC) megléte. Az adaptiv
immunitas egyik legfontosabb szerepldi a T-sejtek. Ezen sejtek mindegyikén megtalalhaté az
un. T-sejt receptor (roviden: TCR), am két tipusa eltérd ko-receptort tartalmaz: a citotoxikus T-
sejt felszinén CD8”, mig a helper T-sejt felszinén CD4" expresszalodik. A citotoxikus T-sejt
képes a fert6zott sejtek eliminalasara (4). A helper T-sejtek fontos szerepet jatszanak a
humoralis immunvalasz, a velesziiletett é¢s T-sejtes immunvalasz stimulaldsaban, és a memoria
kialakitasaban is (5). Mint emlitettem a limfocitak aktivalasahoz elengedhetetlenck az APC-k
megléte, melyek a {6 hisztonkompatibilitasi komplexhez (MHC) kapcsolodva mutatjak be az
antigént a T-sejteknek, illetve a természetes 016 sejteknek (NK). Ilyen sejtek példaul a
dendritikus sejtek. A prezentaciot kovetden killonféle jelatviteli utvonalak aktivaloédnak,
melyek hatdsara citokinek és mas citoxikus anyagok szabadulnak fel, melyek eldsegitik a

fert6zott sejt eliminalasat.
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Forras: https://researchfeatures.com/steady-state-hematopoietic-stem-cells-transplantation/

Toncsatornak

Az ioncsatorndk olyan integrans membranfehérjék, melyek biztositjak az ionok szabélyozott,
szelektiv atjutdsat a sejtmembranon. Az iondramlds képessége viszont a sejtek szdmos
¢letfunkcidjahoz elengedhetetlen. Az ioncsatorndkat tulajdonsagaik szerint lehet csoportositani
tobb szempont alapjan, példaul szelektivitas és kapuzas alapjan. Az ioncsatornak szelektivitasa
azt jelenti, hogy csak bizonyos ion, vagy ionok szdmdra 4atjarhat6. Ez alapjan
megkiilonbdztethetiink nagy szelektivitasi csatornakat melyek leginkabb K*, Na*, Ca* és CI-
szamara atjarhato és jellemzdéen 4 alegységbdl allnak. Lehetnek még kis szelektivitasuak,
melyek kationokra specifikusak és 5 alegységbdl allnak és lehetnek nem szelektiv csatornak,
amelyek 6 alegységbdl allnak. Kapuzas alapjan egy csatorna lehet példaul fesziiltség-kapuzott,
ligand-kapuzott, intracellularis (i.c.) hirvivo altal kapuzott, mechanoszenzitiv kapuzott és hattér

csatorna. A fesziiltség-kapuzott ioncsatornak esetében a membranpotencialvaltozas jelenti az
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ingert, a ligand kapuzott ioncsatornak egy extracellularis ligand kotédés hatasara nyitnak ki, az
i.C. hirvivé altal kapuzott csatornak esetén a ligand bekotédése az intracellularis oldalrdl jelenti
az ingert, mig a mechanoszenzitiv csatornak esetében a membran fesziilése jelenti az ingert (6).
A hattér csatornak konstitutivan aktivak és segitik fenntartani a nyugalmi potencialt (7). Nyitas
¢€s zarés esetén a csatorndk konformécidja megvaltozik, lehetévé téve az ionok dramléasat. Az
ioncsatornak lehetséges allapotai: nyitott, zart €s esetenként inaktiv. Hosszan tartd kémiai vagy
elektromos stimulus hatasara inaktivalt allapotba keriilhetnek addig, amig az adott inger meg
nem sziinik. Az ioncsatornék rendellenességei, mutaciodi szdmos betegséget okoznak, példaul a
cisztas fibrozis, ahol mutacié miatt a CFTR rendellenesen miikodik, éppen ezért igen jo

célpontot jelentenck a gyogyszeripar szamara (8).

Ca?*-aktivalt KCa3.1 ioncsatorna

A T-sejt ioncsatornak egyik kiemelkedd képviseléje a KCa3.1 ioncsatorna (2. Abra). A Ca®*-
aktivalt kalium csatornak koziil farmakologiai és fiziologias szempontbol 3  tipust
kiilonboztetiink meg: nagy vezetdképességii kaliumesatorna (pl.: KCal.1); kis vezetOképességii
kaliumcsatorna (pl.: KCa2.1); és a kdzepes vezetoképességii kaliumcsatorna, ahova a KCa3.1
is tartozik. A KCa3.1 ioncsatorna 4 alfa alegységet tartalmazo transzmembran fehérje, ami
egyenként 6 transzmembran szegmenset (S1-S6) tartalmaz. Az S5 és S6 kozott talalhato az
ugynevezett porus régid, amely az ionvezetést teszi lehetdve. A fehérje C-termindlisan talalhato
egy kalmodulin kété domén, melynek funkci6ja, a csatorna Ca?* kotott kalmodulin aktivéacioja,
mely kovetkeztében a csatorna K*-t juttat ki az extracellularis térbe a membranpotencial
szabalyozasa érdekében. A KCa3.1 specifikus gatloszere a TRAM34, amely egy igen szelektiv
inhibitor (Kd érték: 20nM), éppen ezért széleskorben alkalmazzak kutatasokban kalcium
ioncsatornak gatlasara (9). A T sejtekben expresszalodé KCa3.1 csatorna hozzajarul a sejtek
Kulcsszerepet jatszik tovabba kiilonb6z6é autoimmun korképekben, mint példaul a reumatoid

artritisz, illetve szerepe van mas immunrendszeri gyulladasos betegségekben is (10)
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Ioncsatornak szerepe a T-sejtek aktivaciojaban

A T-sejt ioncsatornak, mint a Kv1.3, KCa3.1 és Orail ioncsatorna kiemelkedd szerepet jatszik
T-sejtek aktivacidja, proliferacidja és tumor-6lése soran (3. Abra). A T-sejtek antigén
felismerésének hatasara elindul egy sejten beliili jelatvitel kaszkad, amely sordn foszfolipaz C
aktivalodik, ami a foszfatidil-inozitol-biszfoszfatokat (PIP2) oldhaté inozitol-1,4,5-trifoszfatta
(IP3) hidrolizalja. Az igy keletkezett IP3 hozzakotédik az endoplazmatikus retikulum (ER)
membranjaban talalhat6 IPs receptorhoz, amely kovetkeztében az ER-bol kalciumion szabadul
fel az IP3 csatornan keresztiil (11). A Ca?" kiiiriilését az ER-b&l a CRAC csatorna (Calcium
Release Activated Channel) STIM1 alegysége érzékeli, majd transzlokalodik a
plazmamembranban talalhat6 Orail csatornahoz, amely a CRAC csatorna masik alegységét
adja. Ennek kovetkeztében a CRAC csatorna aktivalodik, majd az Orail-en keresztiil kalcium
aramlik be extracellulris térbél az intracellularis térbe. A fokozott Ca?* ion bearamlas miatt a
sejt membranpotencialja pozitivabba valik, azaz depolarizalodik, melynek hatasara jelentds
elektorkémiai kiilonbség alakul ki az intra- és az extracellularis tér k6zott. A depolarizacio
hatasara kinyit Kv.1.3 fesziiltségfiiggd ioncsatorna, mig a megemelkedett kalcium koncentracid
a Ca®*-fliggd KCa3.1 csatornat aktivdlja. Ezen két kdlium csatorna a membranpotencidlt
kellden negativ értéken tartjak a kalium-efflux ltal, igy biztositva a hajtoerét a megfeleld Ca?*-
fliggd jelatvitelhez. Ezen jelatviteli folyamat hozzajarul bizonyos citokinek, citotoxikus
molekuldk expresszidjahoz (pl.: IL-2, granzim B), amely eldsegitik T-sejtek aktivacigjat,

proliferaciojat, effektor funkciok betoltését (12)
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3. Abra: A kalium ioncsatornik szerepe a T-sejtek aktivaciojaban (Teisseyre et al., 2019)

CAR-T sejtek és szerepiik

A CAR-ok olyan biotechnologiailag/genetikailag 1étrehozott receptorok, melyek specifikusan
egy kivant antigént céloznak meg. Ezen receptorok képesek az antigéneket MHC/HLA
prezentacio hianyaban is felismerni, melyekre a velesziiletett TCR-ek nem képesek. Mivel a
sejtfelismerés a fo hisztonkompatibilitdsi komplextdl fliggetlen, emiatt a tumor képtelen
megtéveszteni ezeket a sejteket, ugy, mint a természetes T-sejteket. Ezek a receptorok négy 6
doménbol allnak (4. Abra): egy extracellularis térben talalhaté antigén-felismerd doménbol (1in.
ektodomén), egy csukld6 doménbdl, egy transzmembran doménbol, mely elengedhetetlen a
receptor felszini kifejezddése illetve stabilitasa érdekében, illetve egy intracellularis doménbol
(4n. endodomén), amely a sejten beliil helyezkedik el és stimulacidé hatasara konformaciod
valtozason keresztiilmenve lehet6vé teszi a szignalfehérjék toborzasat és foszforilaciojat (13).
Evek alatt a CAR endodomén konformacidja hatalmas fejlédésnek indult, melynek

koszonhetden javult a CAR-T sejtek aktivitasa, proliferacioja és hatékonysaga is.
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Az endodomén alapjan 6t CAR generaciot kiilonboztetiink meg (5. Abra). Az els6 generacios
CAR-0k scFV-t tartalmazo extracellularis doménbdl és CD3 jelatviteli intracellularis doménbol
allnak. Megfigyelhetd, hogy a T-sejtek kevésbé proliferalnak, a citokin felszabadulasa nem
megfeleld mennyiségli, a daganatellenes aktivitasa csokkent, igy ez manapsag elavultnak
tekinthetd. A masodik generacioba tartozé sejtek intracellularisan a CD3 mellett ugynevezett
kostimulalé molekuldkat is tartalmaz, mint példaul a CD28, CD134 ¢és CD137, melyek kettds
mivel a CAR-T sejtek ellenallnak az apoptdzisnak megndvekedett az in vivo élettartalmuk is.
A jelentds javulds ellenére egy kostimuldldo molekula nem bizonyult elégségesnek a sejtek
perzisztencidjat illetden. A harmadik generaciés CAR-okban két kostimulaldé molekulat
kombindlnak a CD3 mellett. A kutatdsi adatok egyértelmiien azt mutatjadk, hogy jobb
teljesitményt nyujtanak egyes raktipusok esetén, jobb tumorellenes aktivitassal és in Vivo
proliferacioval. Ugyanakkor nagyobb a sulyos mellékhatasok eléforduldsanak kockazata és
gyorsabban kimeriilnek, mint a masodik generacids tarsaik, mely a tobbszords jelatviteli
molekulak talzott aktivitasanak koszonhetd. A 4. generacios CAR-0k konstrukcioja leginkabb
a masodik generacid konstrukciojahoz hasonlit. Az intracellularis domén azonban specialis
transzkripcios faktorokat (NFAT (nuclear factor of activated T-cells,) tartalmaz, melyek
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szabalyozzdk a transzgénikus fehérjék expresszigjat, és a CAR aktivalasakor a célzott
tumorhelyhez vald eljuttatdsat, ezaltal az immunvalaszoknak kedvezébb tumor
mikrokornyezetet alakitanak ki. A NFAT promoterszekvencia aktivalasa olyan citokinek
termelését eredményezi, amelyek a velesziiletett immunsejtek aktivalasaval elpusztitjak a
daganatokat. A fejlesztések ellenére a szolid tumorok ellen még mindig igen kis hatékonysaggal
bir, és a tumoron kiviili aktivacidja €s a transzgénikus citokinek felszabadulasa mas, egészséges
szovetekben nem kivant mellékhatasokat eredményeznek. Az utolsd, 5. generacios CAR-okat
a masodik generacio alapjan tervezték, tovabbi membranreceptorok és T-sejtosszekdtok, mint
a JAK/STAT jelatviteli domén endodoménbe vald integralasaval. A jelatviteli doménbe
épitették az IL-2 béta lancat, amely STAT3 transzkripcids faktorral kotddik és mikor az antigén
ehhez a receptorhoz kotédik a CD3, a kostimulaléo molekula és a JAK/STATS3 citokin indukalo
harmas jelatvitelének egyidejii aktivalasa torténik. E harom jel egyiittesen javitja a T-sejtek
jelentenek a szolid tumorok, mert bar az egyetlen antigént célz6 CAR-T sejtek kezdetben igen
nagy valaszardnyt mutatnak, késobb a daganatos sejtek elveszitik az adott célsejt
expressziojanak a képességét. Ezt hivjak antigénszokésnek. Az antigénszokés mellett tovabbi
nehézségeket jelentenek még a CAR-T sejtek nem hatékony mozgasa a tumor kdzpontjaba, a
strli extracellularis matrix és az immunszupressziv tumor mikrokdrnyezet. Ezeken tul igen
nagy kihivast jelent az egészséges sejtek megkimélése, ugyanis a szolid tumorok felszinén jelen
1év6 célantigének tobbsége a normalis sejteken is expresszalodik. Ezen sejteket daganat ellenes

immunterapiakra hasznaljak fel, igen effektivek a hematologiai tumorok kezelésében (14,15).
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5. Abra: Kiméra antigén receptor (CAR) generaciok (Kandra et al., 2022)



CAR-T sejtes immunterapia

Az immunterapiak célja, az immunrendszer felkészitése, erdsitése a daganatok elleni harcban
(16). A CAR-T sejtes tumor terapiak klinikai eléallitasa tobb Iépést foglal magaba, melyeket
szigorii mindségellendrzési folyamatok kovetnek (6. Abra). Elészor is a beteg (autolog) vagy
donor (allogén) periférias vérébol leukocitakat gyiijtenek, majd a visszamaradt vérkészitményt
visszaengedik a paciens vérkeringésébe. A masodik 1épésben felszaporitjak a T-sejteket. Az
igy kapott CD4" és CD8" sejteket elvalasztjak, majd az izolalt sejteket autolog APC (Antigén
Prezental6 Sejt) vagy monoklonalis antitestekkel aktivaljak. A sejtek gyors ndvekedése
érdekében leggyakrabban hasznalt névekedési faktor az IL-2. Ezutan a CAR-t kodold gént vagy
virusvektorral, vagy nem virusvektorral juttatjdk be a sejtbe. A klinikai/alapkutatdsokban
legtobbszor virusvektort hasznalnak, ugyanis a vektorok reverz transzkripcios potencialjanak
koszonhetéen az RNS-t tartésan integralt DNS-sé alakitja a T-limfocitdk genomjaban. A
leggyakrabban hasznalt virusok: adenovirusok ¢és retrovirusok. A T-sejtek virusvektorokkal
vald atalakitasa terdpias CAR-T sejtekké azonban biztonsagi kockazatot jelenthetnek. A
kovetkezd 1épésben az igy kapott sejtek osztddnak, majd, ha elérték a megfeleld mennyiséget

akkor terapias szerként visszajuttatjak a betegbe.
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6. Abra: CAR-T sejt terapia
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Forras: https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/research/car-t-cells
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Retroviralis transzdukcio

A retrovirusokat széles korben alkalmazzak virusvektorként a génexpresszid modositasara,
ugyanis az RNS-genomjukat képesek DNS-sé transzformalni és azt beépiteni a gazdasejt
genomjaba. Kisérletek szempontjabol is kitlind, ugyanis igen egyszerli laboratoriumi
koriilmények kozott manipuldlni ezen vektorokat, illetve hosszu tavua és stabil génexpressziot
tesz lehetdve a célsejtben és utddjaiban is egyarant A retrovirus fertézoképességét a burok
glikoproteinje hatarozza meg. Hatranya, hogy ciklikus sejteket képesek hatékonyan
megfertézni (17).

Aramlasi citometria

Az 4ramlési citometria olyan eljaras, mely lehet6vé teszi az oldatban 1évé sejtek, részecskék
tobbparaméteres elemzését (7. Abra). Az aramlasi citométerek fényforrasként 1ézert hasznalnak
melyek fluoreszcens €s szort fényjeleket bocsatanak ki, €s ezeket detektorok (pl.: fotodiddak)
olvassak le, majd ezeket elektronikus jellé konvertaljak, melyeket a szamitogép elemez és egy
szabvanyositott formatumu fajlba ir. A lathat6 fény szorasat két kiilonb6zo iranyba mérik, elore
halado iranyba (Forward Scatter), mely jelzi a sejt relativ méretét; illetve 90 fokba (Side
Scatter), mely jelzi a sejt Osszetettségét. Detektalas céljabol kiilonbozé fluoreszcens
reagenseket alkalmaznak az dramlési citometridban, mint a DNS-kot6 festékek, fluoreszcens
konjugalt antitestek, ionindikator-festékek. Az elmult években azonban megnétt a
monoklonalis antitestek konjugalasdhoz hasznalt fluorokrémok, valamint a fluoreszcensek
(GFP, mCherry, mOrange) szama. Hatékony lehet az immunrendszer fert6z6 betegségekre,
daganatokra adott valaszainak tanulméanyozasaban, valamint kiilonb6z6é szilard szovetek,

tumorok sejtjeinek egyidejii elemzésére (18)
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Forrés: https://www.newport.com/n/flow-cytometry

Konfokalis mikroszkopia

A hagyomanyos fénymikroszkopok esetén a megvilagitod fény a lehetd legegyenletesebben jut
at a mintan. A fokuszon kiviili fény elmosoddast okoz a képen és ez csokkenti a felbontast. A
konfokalis mikroszkopia ezzel ellentétben fluoreszcensen megjelolt mintak elemzésére igen
hatékony (8. Abra). Itt a 1atomez6ben minden festékmolekula stimulalodik, ideértve a fokuszon
kiviil esOket is. A megvilagitd és a detektalo optika is a minta ugyanazon pontjara fokuszal,

mely az egyetlen olyan pont, amit a detektor leképez. Ahhoz, hogy teljes képet hozzunk 1étre a

mintan at kell mozgatni és az adatokat pontr6l pontra gytiijteni (19)
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8. Abra: A konfokalis mikroszkép felépitése
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Forras:

https://www.olympuslifescience.com/es/microscoperesource/primer/techniques/confocal/c

Direkt immunofluoreszcens jelolés

Az immunfluoreszcencia olyan hisztokémiai festési eljaras, mely az antigén-antitest kotédés
létrejottének megallapitasara szolgal. Az antitest egy nagy molekulatdmegii glikoprotein, amely
specifikusan kotddik az un. epitdphoz, vagy antigénhez. Ezen eljarasban az antigén és antitest
kotddését mutatja ki az antitesthez kotott fluoreszcens festék. Két tipusat tudjuk
megkiilonboztetni: a direkt és indirekt jelolést. A direkt jelolés esetén az epitopot specifikusan
koto antitest fluoroforral jelolik. Az indirektnél jel6lés pedig az elsddleges antitest megkdti az
epitopot, majd a kotott antitestre specifikusan kotdédo, fluoroforral jeldlt masodlagos antitest
kotodik az els6dlegeshez (20). Kisérleteim soran a direkt jelolést hasznaltam. A CD19 marker
egy transzmembran glikoprotein, amely a B sejtek felszinén talalhatd. Igen vonzo célpont a
CAR-T sejtes immunterapidk esetén, ugyanis a B limfocita rosszindulati daganatok esetén

kovetkezetesen és specifikusan expresszalodik, de a vérképzo Ossejteken nem (21).
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Live-or-Dye alapu killing-assay

A T-sejtes killing-assay vizsgalatok a T-sejtek tumordlo képességének a mérésére szolgalnak.
Segitségével megérthetjiik az 0j immunterapids szerek immunmodulator hatasat és Uj
gyogyszerek hatékonysagat optimalizalhatjuk. A vizsgalat elvégzéséhez sziikségilink van egy
effektor és target sejtre. Tobbféle stratégia hasznalhato arra, hogy lehet6vé valjon a tumorsejtek
elpusztitasa T-sejtek segitségével, egyik ilyen stratégia a tumor-specifikus CAR-T-sejtek
hasznalata. Az él6/halott sejtek detektalasahoz festési eljarast is alkalmazhatunk. A Live-or-
Dye 640/662 egy olyan festék, amely képes behatolni az elhalt sejtekbe, melyek membranjai
sériiltek és kovalensen megjeldlik az intracellularis fehérjék szabad aminjait. Ez a festés igen
stabil, lehetévé teszi a sejtek fixalasat anélkiil, hogy a festék atvitelre keriil a sejtek kozott és a
fluoreszcencia elvesszen. A folyamat kiértékelése tOrténhet aramlasi citometridval és

konfokalis mikroszkoppal is.
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3. Célkitiizés

Tavlati célunk az volt, hogy retroviralis transzdukci6 segitségével harmadik generaciés, CD19
specifikus, z6ld fluoreszcens fehérjével konjugalt (SGPF) kiméra antigén receptort (CAR) és
mCherry (piros fluoreszcens fehérje) konjugélt KCa3.1 ioncsatornat ko-expresszaltassunk
Jurkat limfocita sejtvonalban, ezaltal 1étrehozva az mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR sejteket.
Majd meghatarozzuk a transzdukciés hatékonysagot aramlasi citométer segitségével. Emellett
a CD19 pozitivitas ellenbrzésének szempontjabol CD19 direkt jelolést alkalmazunk CD19*
(Raji) és CD19 (Jurkat) sejteken egyarant. A CD19 pozitivitas ellendrzése kiemelten fontos,
ugyanis a CD19" Raji sejtek target sejtként szolgalnak a CD19 specifikus CAR-T sejtek
szamara. A KCa3.1 ioncsatorna CAR-T sejt effektor funkciojaban betoltott szerepének
tisztazasa céljabol Live-or-Dye alapu killing-assay modszert alkalmazunk TRAM34, KCa3.1

ioncsatorna gatloszer jelenlétben.

1. Retroviralis transzdukcio:
e A pBMN-mCherry-KCa3.1 és a pBMN-sGFP-CD19-CAR ko-expresszioja Jurkat
limfocita sejtekben.

e A transzdukcios hatékonysdgok meghatarozasa dramlasi citométer segitségével torténik

FITC (sGFP) és TexasRed (mCherry) csatornaban.

2. CD19 direkt immunofluoreszcens jeldlés:
e CD19 sejtfelszini marker pozitivitas ellenérzése Raji és Jurkat sejteken Alexa647
konjugalt anti-CD19 antitest segitségével direkt immunofluoreszcens jeloléssel.

e A folyamat kiértékelése aramlasi citometriaval torténik, APC csatornaban detektalva.

3. Killing-assay:

e Az altalunk eléallitott CD19 specifikus, harmadik generacios CAR-T sejtek 6lési
képességének vizsgalatat Live-or-Dye alapu killing-assay segitségével végezziik el.

e Raji (CD19") sejteket, mint target sejteket CAR-T effektor sejtekkel ko-inkubaltuk.

e A kivant mintdhoz 1uM TRAM34, KCa3.1 ioncsatorna gatloszert adunk, a KCa3.1

ioncsatorna effektoros funkcioban betoltott szerepének tisztazasa érdekében.
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¢ Konfokalis mikroszkoppal felvételeket készitettiink, majd ImageJ szoftver segitségével
meghatarozzunk az 0lési ratat, az dsszsejtszam, az sGFP pozitiv (CAR-T) sejtek és

Live-or-Dye pozitiv (halott sejtek) szamanak definialasa altal.
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4. Anyagok és modszerek

HEK?293T sejtvonal

Human embrionalis vese sejtvonal, melyet elészeretettel hasznalnak kutatasokban. A sejteket
DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) tapoldatban tenyésztettiink, mely
tartalmazott 10 % fetalis szarvasmarha szérumot, 2mM végkoncentarcioban Glutamax-ot,
valamint 100 IU/ml penicillint és 100 pg/ml streptomicin antibiotikumot. A sejteket

inkubatorban tenyésztettiink 5% CO2 mellett 37 Celsius fokon felhasznalésig.

Raji sejtvonal

Human Burkitt Lymphoma sejtvonal, amit RPMI-1640 médiumban (tartalmaz: 10%-os fetalis
szarvasmarha szérumot, 2 mM Glutamax-ot, 100 pg/ml streptomicint és 100 1U/ml penicillint)
tenyésztettiink 5% CO2 mellett 37 Celsius fokon felhasznélasig.

Jurkat sejtvonal

Human leukémia orokitett T-sejtvonal, amit elészeretettel hasznalnak T-sejtes (pl.: jelatviteli
folyamatok vizsgalata) €s daganatellenes immunterapidk kutatasanal. Ezt a sejtvonalat RPMI-
1640 médiumban (tartalmaz: 10%-os fetalis szarvasmarha szérumot, 2mM Glutamax-ot, 100
ug/ml sztreptomicint és 100 IU/ml penicillint), inkubatorban tenyésztettiink 5% CO2 mellett

37 Celsius fokon felhasznalasig.

Retroviralis transzdukcio

A transzfekci6 elétt 72 oraval 2x10° HEK293T sejtet rakunk ki 100mm-es sejttenyésztd petribe.
Majd mintanként 15ml-es csébe Osszekeveriink Jetprime pufferrel az altalunk expresszaltatni
kivant plazmid DNS-t, ugy, mint a pBMN-mcherry-KCa3.1 ¢s pMBN-sGFP-CD19-CAR
plazmidok DNS-ét, illetve a Pax2 és VSVG helper plazmidok DNS-ét. Mindegyikb6l 4 pg-ot
hasznalunk. Ezt kovetden a csoveket 10 masodpercig vortexeljiik. Majd Jetprime reagenst
adunk a mintdkhoz, és 10 masodpercig vortexeljiik, majd 10 percig szobahémérsékleten

inkubaljuk. Ezutan az elékészitett HEK293T sejtekre pipettazzuk a DNS mixet, majd 48 oraig
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inkubaljuk. 48 ora elteltével a feliiliszot egy fecskendd segitségével eltavolitjuk a HEK293T
sejtekrol, majd 0,45 mikronos filteren keresztiil atsztirjiik 15 ml-es csébe. 24 lyukt non-tissue
culture plate-re kirakjuk a célsejteket (5*10° sejt) 500 pl médiumban szuszpendalva, majd
hozzaadunk 500 pl viralis feliiluszot (250 pl pPBMN-mcherry-KCa3.1-gyet és 250 ul pMBN-
SGFP-CD19-CAR-t). A sejtekre 2 ul polybrene-t adunk, melyet 48 oraig tart6 inkubacio kovet,
37 C-on. A transzdukciés hatékonysagot NovoCyte tipusi aramlasi citométerrel hatarozzuk
detektaljuk. Az sGFP-vel konjugalt sejtek esetén FITC mig az mCherry esetén Texas Red

csatornat hasznaltunk. Az eredményeket hisztogram segitségével abrazoltuk.
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9. Abra: A retroviralis transzdukci6 1épései

Forras: https://link.springer.com/protocol/10.1007/978-1-4939-1133-2_20

CD19 direkt jelolés

A PBS-sel lemosott sejteket 1%-0s paraformaldehiddel fixaljuk. 1x10%-on/100pul
paraformaldehidet adunk a sejtekre, majd 10 percig sotétben, jégen inkubaljuk azokat. Ezt
mosasi 1épés koveti 1 ml hideg 1x PBS-sel, 400g-n, 4 °C-on, 5 percig centrifugaltatjuk. A
folyamat végeztével a feliiluszot eltavolitjuk és 100 ul 10%-0s BSA-PBS-t adunk a sejtekre.
100 pl/1 pg anti-CD16/CD32-t adunk a megfeleld sejtekre, amely gatolja az aspecifikus
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interakciokat. Ezutan ismét inkubaljuk 10 percig s6tétben, jégen. Az inkubaciot kovetden ismét
mossuk PBS-sel és 400g-n 4 °C-on 5 percig centrifugaljuk, majd ismételten 100 pl 10%-0s
BSA-PBS oldatot adunk a sejtekre. Ezutan 100 ul koncentracionként 5 ul egér anti-human
CD19 Alexa647 antitestet adunk a sejtszuszpenziora és inkubaljuk 30 percig sotétben, jégen.
Az inkubacid utan kovetkezett egy mosasi 1épés, majd citometralashoz 300 ul PBS-t adunk a
sejtekre és atpipettazzuk 6ket szorter csovekbe. A CD19 sejtfelszini marker jelenlétét aramlasi
citométerrel detektaltuk, APC csatornaban. Az eredményeket hisztogram segitségével

abrazoltuk.

Live-or-Dye alapi Killing-assay

A Killing-assayhez 8 lyuku ibidi kamrat hasznaltam, melyben 6sszesen 6 mintat készitettem el6
a kisérlet soran. A CD19" target Raji és a CD19-specifikus mCherry-KCa3.1" Jurkat-CAR
effektor sejtekbdl allé ko-kulturat 3 6raig szobahémérsékleten inkubaltam. Az effektor-target
sejtek aranya 2:1 volt a kisérlet soran. A sejteket szintelen 10%-0s FBS-RPMI médiumban
szuszpendaltam. A KCa3.1 ioncsatorna CAR-T sejtek tumor6lésben betoltott szerepének
tisztazasa érdekében a kivant mintahoz 1uM TRAM34, KCa3.1 ioncsatorna blokkolot adtam.
Kontrollként a Raji sejteket nem transzdukalt Jurkat sejtek kokultarajat hoztam létre, tovabba
a TRAM34 oldoszerét, DMSO-t alkalmaztam. Az inkubalast kovetéen Live-or-Dye 640/662
¢letképességi festéket adtam a mintakhoz, majd Nikon-STORM konfokalis mikroszkop
segitségével konfokalis felvételeket készitettiink az adott mintakrol. Mivel effektor Jurkat
sejteket SGFP és mCherry fehérjét expresszalnak, ezért az sGFP esetén 488 nm-es 1ézervonallal
gerjesztettiink, emisszidja 508 nm-nél volt detektalhatd, mig az mCherry esetén 561 nm-es
1ézervonallal gerjesztettiik és az emisszidja 610 nm-nél volt detektalhat6. A Live-or-Dye
640/662 festéket 640 nm-es 1ézervonallal gerjesztettiink és ennek az emisszidja 662 nm-nél volt

detektalhat6. A sejtek vizsgalatat 10x-es nagyitasu objektiv lencsével végeztiik.
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10. Abra: Live-or-Dye alapi killing-assay.

A konfokalis felvételeket ImageJ program segitségével értékeltiik ki. Az adott mintardl késziilt
felvételt Brightfield (6sszes sejt), SGFP + mCherry (mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR) és Live-
Or-Dye (halott sejtek) csatornakra osztva vizsgaltuk meg. Megfelel6 Treshold beallitasa utan,
a felvételt binarissa alakitottuk, majd Watershed szerparalast végeztiink. Ezutan az ,,Analyze
particles” funkcid segitéségével meghataroztuk a csatornankénti sejtszamokat. Ezek utan

kiszamoltuk az o0lési ratat (killing rate) amelyet az aldbbi moddon kaptunk meg:

halott sejtek szama

- — , — . A mintdk in vitro kapott numerikus értékeinek
osszsejtszam — KCa3.1 Jurkat CAR sejtek szama

Osszehasonlitdsara one-way ANOVA-tesztet alkalmaztunk. Minden statisztikai elemzést a
GraphPad Prism 9.3.1 szoftverrel végeztiink. A <0,05 p értékeket statisztikailag szignifikans
kiilonbségnek tekintettiik. Az altalunk kapott eredményeket hisztogram segitségével, atlag-

SEM paraméterekkel abrazoltuk.
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5. Eredmények

El6szor Jurkat sejtekben ko-expresszaltattuk az SGFP-CD19-CAR-t és a pBMN-mCherry-
KCa3.1-et kodold plazmidokat retrovirdlis transzdukcids modszerrel, majd a transzdukcios
hatékonysagot dramlasi citometriaval mértiikk. Az sGFP-vel konjugalt sejtek esetén FITC, az
mCherry-vel konjugaltakat pedig Texas Red csatornakat hasznaltunk (11. Abra). A
sejtpopulaciora az €16 sejtek, illetve a CAR™ sejtek kapujat alkalmaztuk, amelyet itt nem

kivantunk feltiintetni. Lathatd, hogy a Jurkat CAR sejtek szinte teljes populacidja expresszalja
az altalunk bevitt mCherry konjugélt KCa3.1 ioncsatornat.

4225
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11. Abra: Az mCherry-vel konjugalt KCa3.1-et expresszalé Jurkat CAR és Jurkat CAR
sejtek hisztogramja. Az abra a Jurkat CAR és az mCherry-KCa3.1* Jurkat CAR PE-TexasRED

csatornaban mért fluoreszcens intenzitast abrazolja.

Az mCherry-KCa3.1 és az sGFP-CD19-CAR retroviralis transzdukci6 altali ko-expresszioja
detektalhatova valt konfokalis mikroszkop segitségével is. A 12. Abran jol megfigyelhetd az
mCherry-vel konjugalt Ca®*-aktivalt KCa3.1 ioncsatorna és a sGFP-vel konjugalt kiméra
antigén receptor ko-expresszidja. Az mCherry esetében 561 nm-es 1ézervonallal gerjesztettiink

¢és az emisszidja 610 nm-nél volt detektalhato, az sGFP esetén pedig 488 nm-es 1ézervonallal

gerjesztettiik, és az emisszidja 508 nm-nél volt detektalhato.
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Brightfield mCherry-KCa3.1 sGFP-CD19-CAR Merge

12. Abra: Az mCherry-KCa3.1 és az sGFP-CD19-CAR ko-expressziéjanak konfokalis
mikroszkopos képe. Az dbran lathat6 az 6sszes Jurkat sejt a transzmisszio esetén (Brightfield),
az mCherry-KCa3.1-et expresszald Jurkat sejtek (mCherry-KCa3.1), az sGFP-CD19-CAR-t
expresszalo Jurkat sejtek (SGFP-CD19-CAR) és végezetiil az mCherry konjugalt KCa3.1 ¢és
SGFP-CD19-CAR-t expresszalé Jurkat sejtek egyiittese (Merge).

CD19 pozitivitds ellendrzés céljabol direkt immunofluoreszcens jeldlést alkalmaztunk
Alexab47 anti-CD19 antitest segitségével, Raji és Jurkat sejteken. Ez esetiinkben azért volt
sziikséges, mivel az altalunk eléallitott KCa3.1" CAR-T sejtek CD19-specifikusak, ezért ennek
céljabol azonositanunk kellett a CD19 sejtfelszini marker jelenlétét az altalunk valasztott
sejteken, amelyek a tovabbi kisérletekben targetként szolgalhatnak. A CD19 marker
jelenlétének azonositdsdhoz aramlasi citométert alkalmaztunk, amely sordn a mérést APC
csatornaban végeztiik. Sikeresen igazoltuk azt, hogy a Raji sejtek CD19 sejtfelszini markert
expresszalnak, ami megfeleld target sejtként szolgal az altalunk eldallitott KCa3.1* Jurkat CAR
effektor sejtek szamara. A Jurkat sejtek negativ kontrollként szolgaltak, sikeresen validaltuk,
hogy nem expresszaljak a CD19 sejtfelszini markert. Tehat Raji sejtek esetében CD19", mig
Jurkat sejtek esetében tehat CD19™ sejtekrol beszélhetiink (13. Abra).
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13. Abra: A CD19 marker pozitivitasanak validalasa Jurkat és Raji sejteken aramlasi

citométerrel. Lathato, hogy a Raji (CD19") sejtek felszinén jelen van, mig a Jurkat (CD19°)
limfocitakbol hianyzik a CD19 sejtfelszini marker.

Live-or-Dye alapu killing-assay-t alkalmaztunk az mCherry-KCa3.1* Jurkat CAR tumordld
képességének vizsgalatanak céljabol TRAM34 ioncsatorna gatldszer jelenlétében (1uM), vagy
anélkiil. A target és effektor sejteket 2:1 E:T aranyban 3 oran keresztiil inkubaltuk, majd ezt
kovetden Live-or-Dye 640/662 életképességi festéket adtunk a mintdkhoz. Ezt kovetden
konfokalis mikroszkop segitségével felvételeket készitettiink. A Live-or-Dye festéket 640 nm-
es lézervonallal gerjesztettiik, €s 662 nm-nél volt detektalhatd az emisszid, az mCherry esetén
561 nm-es volt a gerjesztési lézervonal, és az emissziot 610 nm-nél lehetett detektalni, az sGFP-
nél 488 nm-es 1ézervonallal gerjesztettiik és az emisszidja 508 nm-nél volt detektalhatd. A
felvételek segitségével Image] program altal meghataroztuk az Osszsejtszamot, az mCherry-
KCa3.1" Jurkat CAR sejtek szamat és a halott sejtek szamat. Ezen sejtszamokbdl végezetiil
specifikus, harmadik generacios mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR sejtek tumordld képességének
hatékonysaga ioncsatorna gatloszer (TRAM34) jelenlétében. Ezen eredményeket hisztogram

segitségével abrazoltuk GraphPad Prism szoftver segitségével.
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14. Abra: A mCherry-KCa3.1* Jurkat CAR sejtek o6lési hatékonysaga TRAM34
gatlészer jelenlétében és jelenléte nélkiil. Lathatd, hogy az 1 uM TRAM34 alkalmazasa
szignifikansan novelte az mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR 61ési képességét.

A 14. abra jol mutatja, hogy az mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR sejtek 6lési hatékonysaga
szignifikansan emelkedett (p<0,0024) a TRAM34 (1 puM) KCa3.1 ioncsatorna inhibitor
jelenlétében, a TRAM34 nélkiil inkubalt (Raji+mCherry-KCa.3.1 Jurkat CAR) mintdhoz
képest. A mérés soran kontrollként szolgaltak a Raji és a nem transzdukalt Jurkat sejtek, mely
esetben nem tortént antigén felismerés, ezaltal célsejt 6lés sem. Tovabbi kontrollként
alkalmaztunk DMSO-val inkubalt Raji és mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR sejtek ko-kultaraja is.
Ez esetben a tumor 6lési rata nem valtozott Raji+mCherry-KCa.3.1 Jurkat CAR mintdkhoz
képest. Ezaltal elmondhatjuk, hogy a tumor 6lés hatékonysaganak novelése a TRAM34 hatésa,

nem az oldoszer (DMSO) citotoxikus hatasa.
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6. Diszkusszio

crer

kalium ioncsatornak, kiilonds tekintettel a Ca?*-aktivalt KCa3.1 ioncsatorna. Funkcidja, hogy
kaliumiont juttat ki a sejtb6l a membranpotencial szabalyozasa érdekében. A T-sejtek
tumor felszinén talalhatd specifikus antigént felismerésére és a tumor elimindlasara. Akarcsak
a T-sejtek, gy a CAR-T sejtek aktivacidja esetén is szerepet jatszanak a fesziiltségfiiggd
ioncsatornak. CAR-T sejtes immunterapiak alkalmazasa leginkabb a hematologiai daganatok
kezelésében igéretes, azonban az elmult években a szolid tumorok elleni CAR-T terapidk is a

fokuszba kertiltek.

A kutatas soran a KCa3.1 ioncsatorna CAR-T sejtek effektor funkcidjaban betoltott szerepét
vizsgaltuk. Live-or-Dye alapu killing-assay segitségével kimutattuk, hogy a CD19-specifikus,
mCherry-KCa3.1" Jurkat CAR sejtek felismerték a CDI19 antigént a Raji (CD19%) sejtek
felszinén és eliminaltak a célsejtet. Tovabba megfigyelhetd, hogy az 1uM TRAM34, KCa3.1
inhibitorral torténd gatlads szignifikdnsan novelte a CAR-T sejtek tumor 616 képességét,
melynek hétterében a sejten beliili Ca?*-optimum valtozasa allhat. Korabban kimutattak
citotoxikus T-sejtek esetében, hogy az alacsony intracellularis Ca®* koncentracio (<300 nM)
hozzajarul a célsejtekkel szembeni citotoxicitas serkentéséhez, mig a magas intracellularis Ca®*
koncentracio (>300 nM) a migracio sebességét és a perzisztenciat noveli, azonban a célsejtekkel
szembeni citotoxicitast csokkenti (22). Ugy véljiikk, hogy a KCa3.l ioncsatornak gatldsa
hozzajarul ahhoz, hogy a sejten beliili Ca?"-optimum a citotoxicitasi tartomanyba tolédjon,
azaltal, hogy a KCa3.1 gatlasaval kevesebb Ca?* jut ki az ER rendszerbdl, ami a mCherry-
KCa3.1" Jurkat CAR sejtek hatékonyabb daganatellenes valaszat eredményezi.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy 1) az mCherry-KCa3.1* Jurkat CAR sejtek specifikusan
felismerték a tumorsejtet és eliminaltak azt, 2) a KCa3.1 csatornak gatlasa hatékonyabb
tumordlést segit elé. Kovetkezésképp elmondhatjuk, hogy ezen Ca?'-fiiggd KCa3.1
ioncsatornak milkodésének modositasa kulcsa lehet egy hatékonyabb CAR-T sejtes

immunterapianak, akar szolid tumorok kezelésében is.
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