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P97 MELANOTRANSZFERRIN ELLENES KIMERA ANTIGEN RECEPTORT
KIFEJEZO TRANSZGEN T-SEJTEK ELOALLITASA €S
SZINAPSZISKEPZESUK VIZSGALATA

Célkitlizések: A Science folyoirat szerkesztOsége az elmult év legjelentdsebb
tudomanyos attdrésének a a daganatok immunterapiajaval kapesolatos legtjabb.
eredményeket valasztotta és kiilon kiemelte kiméra antigén receptorokhoz (CAR)
kapcsolodé klinikai vizsgilatokat. Ezek a receptorok olyan szintetikus, két £6
domeénbél allo fehérjék, melyekben az antigéncket specifikusan felismerni képes
sejtfelszini ektodoménhez (ScFv) a T-sejt receptor szigndl doménjét (TCR gamma
lanc) tartalmazo citoplazmatikus endodomén van kapesolva. Jelen kutatasomban a
melanomdra specilikus, a tumorsejtek felszinén nagy fokban expresszélodd p97.
melanotranszferrint vizsgaltam mint lehetséges terapias célpontot az antigénre |
specifikus CAR-t expresszald in vitro sejtes rendszeren.

Modszerek: Kisérleteimben MELUR human melanoma sejtvonalat hasznaltam. A
citotoxikus T-limfocitakat humén vérbol szeparaltam két lépisben. Lloszir a teljes |
vérbdl gradiens centrifugalassal elvalasztottam a PBMC frakciot, majd negativ
magneses szepardlassal (MACS) kinvertem a citotoxikus limfocitakat. A sejtek

biotechnolégiai modositasat lentivirdlis transzdukcios rendszerrel végeztem a

kollaboracids partnertél kapott plazmidok felhaszndlasaval, A  transzdukcid

hatékonysagdt Alexa-647 konjugdlt anti-human IgG jelélést kovetden BD FACS
Calibur aramlasi citométerrel mértem, az effektor és target sejtek kézott kialakult
szinapszisokat Zeiss LSM510 konfokélis mikroszkoppal vizsgéltam.

LEredmények: Kisérletcimben sikeresen elfallitottam egy p97 melanotranszferrin

specifikus tumorantigént felismerni képes genetikailag modositott T-sejt populdcidt.

A7z Osszes szeparalt limfocita 20%-a sikeresen transzdukélodott. Megallapitottam, |
hogy kokultiraban a kiméra antigén rceceptort expresszald effektor T-sejtek

felismerik a target sejteket és azokkal immunszinapszist képeznek. Mind a
szinapszis mérete, mind a szinapszist képzd sejiek szama az inkubdcios idovel
aranvosan nitt.

Kovetkeztetések:  Megallapitottam, hogy a melanomdra  specilikus  p97
melanotranszferrin antigén sikeresen alkalmazhato terapids célpontként kimeéra
antigen receptort expresszald immunsejt-terapias rendszerben.

Témavezetd: Dr. Sz66r Arpad
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A PORUSBAN LEVO MUTACIOK HATASA A SHAKER
KALIUMCSATORNA KAPUZASARA

Korabban bizonyitast nyert, hogy a lesziiltségkapuzott ioncsatornak kzé sorolhatd
Shaker kaliumcsatorna aktivacios és C-tipust inaktivacidért felelés inaktivicios
kapui csatoltak, melyet a pérust kézvetleniil hatarold 86-os transzmembréan helikalis
szegmensek inaktivacid soran bekévetkezd forgésa biztosithat, Kisérleteimben azt
vizsgaltam, hogy az S6-0s szegmensek porus felé tekinté pozicioit érimd mutdciok
hatdssal vannak-e a két kapu kozti csatolasra.

Méréseimhez olyan mutans Shaker-IR csatorndkat hasznaltam, melyek az S6-os
szegmensek  470-es  pozicidjaban killénbézd  hidrofobicitasy, illetve  tltési
aminosavakat (Ala, Trp, Glu, Asp) tartalmaztak. A kisérleteket a tsA 201 sejtekbe
tranzicnsen transzfcktalt mutans ioncsatorndkon a patch-clamp technika fesziiltség-
zir lizemmodjaban, inside-out konfiguracioban végeztem. Az elekirofiziolégiai
mérések soran a mutans csatornik kapuzasat jellemzé biofizikai paramétereket
hataroztam meg (aktivacids- és inaktivacids idoallandd; konduktancia- és
inaktivacio feszilltségfligaése, inaktivaciobdl valé visszatérés idodllanddja) és
hasonlitottam &ssze a kontrollként hasznalt T449A/1470 ioncsatorna megfeleld
parameétereivel.

A legjelentSsebb eltérést az inaktivalt allapot kialakuldsat jellemzd inaktivacios
idéallanddban tapasztaltam, Mig az inaktivacios idéallandé értéke a kontroll
csatorna esetén ~70 ms, addig ez az érték a T449A/1470A ioncsatorna esetén ~313
ms. A 470-cs pozicidba helyezell szintén apolaris oldallanch triptofan, a negativ
(6ltésii glutamat és aszpartat kevésbé lassitotta az inaktivicids kinetikat (az
inaktivacios idéallandék rendre ~110 ms, ~125 ms, ~145 ms). A mutans
ioncsatornak inaktivacios kapuzasat jellemzé tovabbi, valamint az aktivdcids
kapuzést jellemz8 paraméterck esetén kisebb mértékli valtozast tapasztaltam a
kontrollhoz képest.

Az eredmények arzt mutatjak, hogy a pdrusban levd aminosavak [izikokémiai
tulajdonsigai  egyiittesen képesek befolyasolni a Shaker csatorna C-tipus(
inaktivaciéjat, amely alatimasztja az S6-os szegmensek aktivacios és inaklivacios
kapu kézti csatoldsban betdltbtt szerepét.

Tamogatas: TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001

Témavezeld: Dr. Szanté G. Tibor, Dr. Panyi Gybrgy

107




	TDK2013_14_absztraktkötet
	TDK2013_14_absztraktkötetjo

