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Bevezetés

A daganatos megbetegedések vilagszerte a vezetd haldlokok kozé tartoznak, és bar az elmult
évtizedekben a sebészeti, kemoterapias és célzott molekularis terapias megkozelitések jelentds
fejlddésen mentek keresztiil, szdmos tumor esetében tovabbra is korlatozott a hossztava
gyogyulas esélye. KiilonOsen igaz ez azokra a daganatokra, amelyek molekularis heterogenitasuk,
adaptiv rezisztenciamechanizmusaik és immunszuppressziv mikrokornyezetiik révén képesek
elkeriilni a hagyomanyos kezelési stratégidkat. A modern onkoldgiai kutatds egyik
legdinamikusabban fejlédé teriilete az immunonkoldgia, amely a szervezet sajat
immunrendszerének daganatellenes potencialjat kivanja felszabaditani és célzottan megerdsiteni.
Az utdbbi években egyre nagyobb figyelem irdnyult a természetes Oldsejtek (NK-sejtek)
alkalmazasara az adoptiv immunterdpiaban. Az NK-sejtek a velesziiletett immunrendszer effektor
sejtjei, amelyek természetes citotoxikus aktivitdssal rendelkeznek, és képesek antigén-
prezentaciotol fiiggetleniil elimindlni a transzformalt sejteket. CAR-moddositasuk lehetséget
teremt arra, hogy az innate és az adaptiv immunvalasz elényeit kombinalva biztonsagosabb és
potencidlisan szélesebb korben alkalmazhatd terdpias platform jojjon létre. Kiilondsen fontos
szempont az allogén alkalmazhatésag és a kedvezobb toxicitasi profil, amelyek a CAR-T

terapiakkal 0sszehasonlitva klinikai elonyt jelenthetnek.

A jelen értekezés célja HER2-specifikus CAR-NK sejtek fejlesztése és funkcionalis
optimalizaldsa, kiilonds tekintettel a kostimuldcios jelatviteli domének szerepére a sejtek
annak vizsgalata all, hogy az NK-sejt-specifikus jelatviteli titvonalak integralasa miként jarul
hozza a rezisztens, HER2-pozitiv szolid tumorok elleni hatékonyabb immunvalasz kialakitasahoz.
A munka eredményei hozzdjarulhatnak a CAR-alapu sejtterapiak racionalis tervezéséhez, és 0j
perspektivat nyithatnak a HER2-pozitiv daganatok kezelésében, kiilonosen azokban az esetekben,

ahol a jelenlegi terapids lehetdségek korlatozott hatékonysaguak.



Bevezetés az immunterapiakba

A daganatok kialakuldsa és progresszidja soran az immunrendszer mind a felismerés, mind az
eliminacié szintjén fontos szerepet tolt be. A tumorimmunitds alapjat a velesziletett (nem
specifikus) és az adaptiv (specifikus) immunitas kozotti dinamikus kélesonhatas képezi, amelyek
egyiittesen alkotjak a szervezet védekezési rendszerének komplex haloézatait a malignus
transzformacioval szemben. A velesziiletett immunvélasz elsd vonalbeli komponensei kozé
tartoznak az epitélsejtek, a fagocitak és a természetes 6ldsejtek (NK-sejtek), amelyek széles
spektrumu, gyors és 0rokolt valaszmechanizmusaik révén képesek felismerni és eliminalni a
potencialisan veszélyes sejteket, koztiik a daganatsejteket is. A specifikus (adaptiv) immunvéalasz
ezzel szemben célzott és memoriaval rendelkezé védelmi mechanizmust biztosit a tumorokkal
szemben. Kozponti szerepldi a T- és B-limfocitak, amelyek antigén-specifikus receptorok révén
ismerik fel a daganatsejtek felszinén megjelend tumorasszocialt antigéneket (TAA-kat) vagy
tumorspecifikus antigéneket (TSA-kat). A citotoxikus CD8" T-sejtek kozvetleniil képesek
elpusztitani a daganatsejteket perforin- €s granzim-medialt apoptézis-indukcidval, mig a CD4*
segitd T-sejtek citokinek termelésével tamogatjak mind a sejtes, mind a humoralis immunvalaszt.
A B-sejtek altal termelt ellenanyagok hozzajarulhatnak a tumorsejtek opszonizacidjdhoz és az
antitest-fliggd sejtkozvetitett citotoxicitdshoz (ADCC), ezaltal fokozva az immunrendszer

hatékonysagat.

Noha a tumorellenes immunvalasz kiemelkedd hatékonysdgot mutat a daganatok korai
felismerésében ¢€s kontrolldlasaban, a tumorsejtek kiilonféle immunelkeriilési stratégidkat
fejlesztenek ki, amelyek lehetdvé teszik szamukra az immunrendszer kikeriilését és a progressziod
fenntartasat. Ezek kozé tartozik az antigén-prezentacio zavarasa, az immunszuppressziv citokinek
¢s molekuldk expresszidja, valamint olyan sejtek, mint a regulator T-sejtek (Treg) vagy a mieloid
eredetli szuppresszor sejtek (MDSC) toborzdsa a tumor mikrokornyezetébe. Ezek a
mechanizmusok sulyosan gétoljak az effektor immunsejtek funkcidjat, lehetévé téve a tumor
szdmara a talélést €s proliferaciot, amely az ,,immunoediting” folyamatinak harom fazisaban

(eliminécio, egyensuly, immunelkeriilés) manifesztalodik.

A fent emlitett jelenségek egyre pontosabb megértése teremtette meg a modern
tumorimmunterapia alapjait, amely a konvencionalis terapidkkal ellentétben nem kozvetleniil a

daganatot célozza, hanem az immunrendszer tumorellenes aktivitasat allitja helyre, illetve fokozza.



A daganatellenes immunterapia (célzott antitestek, immunomoduléatorok, onkolitikus virusok,
tumorvakcindk és adoptiv immunterapiak) célja tehat nem mas, mint az immunmenekiilés gatlasa,

az immunvalasz ujraaktivalasa, és a tumor mikrokodrnyezetének immunstimulalova alakitésa.
A Kiméra antigén receptorokon alapulé T-sejt terapia

A CAR T sejtes terapidk alapvetd ujdonsaga abban rejlik, hogy a paciens sajat T-limfocitait
genetikai uton ruhdzzak fel egy mesterséges receptorral, amely egyesiti a monoklonalis antitestek
antigénfelismerd specificitasat a T-sejtek jelatviteli és effektor funkcidival, igy egyediilalloan
célzott és erdteljes tumorellenes valaszt tesz lehetové. A terdpias eljaras {6 1épései kozé tartozik a
beteg periférids vérébol szarmazo T-sejtek izoldlasa és aktivalasa, a CAR-konstrukcié génjének -
leggyakrabban retrovirdlis vagy lentiviralis vektorokkal torténd - bejuttatasa, majd az expanzalt
CAR T-sejtek autolog transzfuizidja. A terapids hatékonysdgot rendszerint limfoablativ elokezelés
fokozza, amely a kompetitiv endogén limfocitapopulaciok kiiktatdsaval eldsegiti a transzferalt
szerkezeti felépitése négy komponensbdl all: (i) egy extracelluléris antigénfelismerd doménbdl,
amely jellemzden egy monoklondlis antitestbdl szarmazéd egyetlen lancbol allo variabilis
fragmentum (scFv), (ii) egy “hinge” régiobol, amely a flexibilitast biztositja, (iii) egy
transzmembran régiobdl, amely a receptor stabilitdsat rogziti, valamint (iv) egy vagy tobb
intracellularis jelatvivd doménbdl (pl. CD3( elsddleges aktivacios motivumként, kiegészitve

kostimulaciés doménekkel, mint a CD28 vagy a 4-1BB).
A CAR T-sejt terapia klinikuma és perspektivai

A hematologiai daganatokban elért eredmények jol mutatjdk a CAR T terdpia attord jelentdségét,
ugyanakkor fontos hangstulyozni, hogy nem minden hematoldgiai malignitas reagal egyforman
kedvezben. Példaul relapszald/refrakter akut mieloid leukémidban (AML) eddig csupan mérsékelt
hatékonysagot lathatunk, amit részben a megfeleld, egyértelmiien specifikus célantigének hianya,
részben pedig az infundalt T-sejtek funkciondlis kimeriilése magyaraz. Ez jol mutatja, hogy a CAR
T terapia klinikai sikeressége erdsen fligg a valasztott célfehérjétdl, a tumor immunbioldgiai

kornyezetétdl, valamint a sejtek hosszu tavu perzisztencias képességétol.

Szolid tumorok esetében a CAR T sejtek klinikai hatékonysaga eddig korlatozott maradt, amit tobb

tényezd egylittes hatdsa magyardz. Az egyik legnagyobb kihivast a célantigének heterogén ¢€s



gyakran alacsony szintli expresszidja jelenti, amely hozzajarul a daganatsejtek immunologiai
menekiiléséhez. Emellett a tumormikrokdrnyezet immunszuppressziv komponensei - példaul a
regulatorikus T-sejtek, a mieloid eredetli szupresszor sejtek, valamint az immuninhibitoros
citokinek (TGF-B, IL-10) - szintén jelentdsen rontjak az infundalt CAR T sejtek perzisztenciajat
¢s funkcionalis aktivitasat. Tovabba a T-sejtek kimeriilése €s apoptdzisra valo hajlama hosszabb
tavon korldtozza az immunvalasz fenntarthatosagat, ami kiilondsen szolid tumorokban okoz

terapias kudarcot.
A CAR NK-sejtes immunterapia

A CAR-NK-sejtterapia az immunonkologia egyik legijabb innovéacios teriilete, ami 6tvozi a CAR-
T-sejtekre jellemzd célzott felismerési és jelatviteli pontossagot az NK-sejtek velesziiletett
tumorellenes aktivitdsaval és kedvezd biztonsagi profiljaval. Ez a hibrid megkozelités képes
egyesiteni az adaptiv és a velesziiletett immunitds eldnyeit egyesiti egyetlen sejtterapias
platformban. A CAR NK-sejtek esetében a kiméra antigénreceptor beépitése lehetové teszi a
tumorantigének antigénspecifikus felismerését és eliminacidjat, mikdzben a természetes 616sejtek
endogén receptorai (NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp44, NKp46) révén tovabbra is képesek
reagalni az MHC-fiiggetlen stressz-szigndlokra. Ez a kettds felismerési mechanizmus noveli a
tumorellenes vélasz robusztussagat, ¢€s csokkenti annak esélyét, hogy a daganatsejtek az

antigénvesztés vagy HLA-downregulacio révén elkeriiljék az immunfelismerést.

A CAR NK-sejtek tovabbi elonye a fizioldgids biztonsagi profiljukban rejlik. Mivel az NK-sejtek
nem igénylik az MHC-antigén-prezentaciot az aktivaciohoz, allogén kornyezetben sem valtanak
ki graft-versus-host betegséget, szemben a T-sejtekbdl szdrmazé CAR-termékekkel. Ez lehet6vé
teszi az univerzalis, ugynevezett ,,off-the-shelf” CAR NK-sejtek 1étrehozasat, amelyek eldre
gyartott, tarolhato ¢€s klinikai szinten gyorsan hozzaférhetd sejtkészitmények formajaban
hasznalhatok. E koncepcid attord jelentdségli, mivel lehetové teszi, hogy a terapiat ne betegre
szabottan, hanem standardizalt, ,,gyari” médon lehessen alkalmazni, drasztikusan csokkentve az

eléallitasi 1dot és koltséget, valamint ndvelve a kezelések hozzaférhetségét.

Az NK-sejtek természetes citotoxicitasa €s citokinprofilja is kedvezobb a klinikai toleralhatosag
szempontjabol. Klinikai vizsgalatokban a CAR-NK-sejtes terapidkkal Osszefiiggé CRS
el6fordulasa ritka és enyhébb lefolyasu volt. Az MD Anderson Cancer Center kulcsfontossagu

fazis I/II. klinikai vizsgalata (NCT03056339) példaul kimutatta, hogy a koldokzsinorveérbol
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szarmaz6d CDI19-specifikus CAR NK-sejtek nem okoztak sem CRS-t, sem neurotoxicitast,
mikozben jelentds antitumor hatast mutattak refrakter hematoldgiai malignitasokban. Ez a
biztonsagi profil fontos érv a CAR NK-platform mellett, kiilondsen a szolid tumorok terapias

fejlesztésében, ahol a lokalis gyulladdsos vélasz sulyos szisztémas kdvetkezményekkel jarhat.
A CAR-NK-sejtes terapiak klinikai sikerei hematologiai korképekben

A CAR-NK-sejtterapiak klinikai fejlesztése az elmult évtizedben jelentOs eldrelépéseket ért el,
elsésorban a hematoldgiai malignitasok teriiletén. A klinikai fejlesztés uttéré6 munkai a 2010-es
évek kozepére nyulnak vissza, amikor az elsé preklinikai modellek sikeresen demonstraltak a
CD19-specifikus CAR NK-sejtek hatékonysagat B-sejtes leukémiadkban ¢és limfoméakban. Az
attorést a MD Anderson Cancer Center kutatocsoportja érte el, amely 2020-ban publikalta a
kordabban mar emlitett, tobb betegen is tartds valaszt mutatod vizsgalatat. Ez a fazis I/Il. klinikai
vizsgalat (NCT03056339) koldokzsindrvérbdl szarmazo, CD19-specifikus CAR NK-sejteket
alkalmazott relabalt/refrakter B-sejtes malignitasokban, beleértve a diffuz nagy B-sejtes limfomat
(DLBCL), a kronikus limfocitas leukémiat (CLL) és az indolens non-Hodgkin limfomékat (NHL).
A vizsgalat eredményei kimagasloak voltak a sejtes immunterapiak teriiletén: a 11 betegbdl 8-nal
objektiv klinikai valasz alakult ki, koziiliikk 7-nél komplett remisszidt (CR) értek el, és egyik
esetben sem tapasztaltak citokinfelszabadulasi szindromat, neurotoxicitast vagy graft-versus-host
betegséget. Kiilon figyelemre méltd, hogy a beadott CAR NK-sejtek tobb, mint 12 honapig
kimutathatdk voltak a betegek periférias vérében, ami a kordbbi feltételezésekkel szemben a tartds
in vivo perzisztencia lehetdségét jelezte. A terapia ,,off-the-shelf” jellegii volt, tehat nem autolog,
hanem allogén, fagyasztva tarolt sejteket alkalmaztak, amelyeket elozetesen IL-15-expresszidval

stabilizaltak, fokozva ezzel az NK-sejtek életképességét.
A CAR NK-sejtterapia kihivasai szolid tumorokban

Bar a CAR NK-sejtterapia biztonsagossagi és gyartastechnologiai szempontbdl egyértelmii
elényoket kindl a CAR T-sejtekkel szemben, klinikai hatékonysagit mindeddig elsésorban
hematologiai malignitdsokban igazoltdk. A szolid tumorok esetében az eddigi eredmények
egyértelmiien szerényebbek, amit az NK-sejtek sajatos bioldgiai tulajdonsigai és a tumor
mikrokdrnyezet komplex immunszuppressziv hatasai magyardznak. A jelenlegi kutatdsok
legnagyobb kihivasai k6z¢ tartozik az NK-sejtek korlatozott in vivo perzisztencidja, az elégtelen

szoveti penetracid, valamint a tumor-asszocialt gatlo szignalok és a metabolikus stressz elleni
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alacsony rezisztencia. A perzisztencia-probléma a CAR NK-terapiak Achilles-sarka. Ellentétben a
T-sejtekkel, amelyek megfeleld kostimulaci6 mellett memoriasejt-formacidora ¢és hosszan
fennmarado klonalis expanziora képesek, az NK-sejtek biologiailag rovid életti effektorsejtek,
amelyek nem rendelkeznek klasszikus memoriafunkcioval. A periférias vérbdl izolalt NK-sejtek
¢lettartama altalaban néhany napra, legfeljebb egy-két hétre korlatozodik in vivo, ami drasztikusan
lerdviditi a terapias idOablakot. Bar a citokintamogatas (pl. IL-2, IL-15) képes meghosszabbitani
az NK-sejtek aktivitasat, ez onmagaban nem elegendd a tartds tumorregresszidhoz, €s bizonyos

esetekben a szisztémas citokinszintek emelkedése jabb mellékhatasokat is okozhat.

Ezt a hidnyossdgot részben a CAR-molekula intracellularis jelatviteli doménjeinek
optimalizalasaval lehet orvosolni. A T-sejt eredetiit CAR-konstrukciokban alkalmazott CD28 és 4-
1BB kostimulaciés motivumok kozvetleniil aktivaljak a PI3K/AKT és NF-kB ttvonalakat, ami
fokozza a proliferaciot és az anti-apoptotikus génexpressziot. NK-sejtek esetében azonban ezek a
domének nem mindig illeszkednek a természetes jelatviteli halézathoz, mivel az NK-sejtek nem
TCR-medialt aktivaciora épililnek, hanem az ITAM- és SAP-adapterek altal vezérelt
receptorcsoportokra (pl. DAP10, DAP12, 2B4, NKG2D). Ennek kovetkeztében a klasszikus T-
sejt-CAR architektarak gyakran csak 4tmeneti NK-aktivaciot ¢és rovid élettartamot

eredményeznek, anélkiil, hogy tartos proliferacios vagy memoria-jellegli valasz kialakulna.



Ceélkituzések

Az utdbbi évtizedben a daganatellenes immunterapiak robbanasszert fejlodésen mentek keresztiil,
melyek koziil kiemelkednek azok a megkozelitések, amelyek az immunrendszer effektor sejtjeinek
— kiilonosen a T- és NK-sejteknek — célzott Gjraprogramozasara épiilnek. A kiméra antigén
receptorral (CAR) modositott T-sejtek (CAR-T) jelentds attorést hoztak a hematologiai daganatok
példaul a tumormikrokornyezet immunszuppressziv jellege, a célantigének heterogén

megjelenése, valamint a szoveti penetracié akadalyai.

Mindezek fényében az immunterdpids kutatisok egyre nagyobb érdeklddéssel fordulnak mas
effektor sejttipusok felé, amelyek bizonyos szempontbol eldnydsebb biologiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Az NK-sejtek természetes tumordld aktivitdsa, MHC-fiiggetlen célfelismerése,
valamint alacsonyabb graft-versus-host betegség kockazata kiilondsen alkalmassa teszi Oket arra,
hogy alternativ vagy kiegészitd terapias lehetdséget kinaljanak a CAR-alapu sejtes immunterapidk
teriiletén. A CAR-NK sejtek klinikai jelentdsége tovabb novelhetd olyan konstrukciok

alkalmazéséaval, amelyek optimalizalt jelatviteli doménekkel fokozzak ezeknek a sejteknek a

crer

Kutatasaink fobb célkitizései az alabbiak voltak:

1. Olyan CAR-konstrukciok fejlesztése NK-sejtek szamara, amelyek fokozott aktivaciot,
proliferacidt €s tumorpenetraciot biztositanak szolid tumor mikrokdrnyezetben.

2. Akiilonb6zo kostimulacios doménekkel ellatott CAR-NK sejtek funkcionalis
teljesitményének Osszehasonlitasa in vitro 2D ¢€s 3D kokultarakban.

3. Azinvitro leghatékonyabban bizonyult CAR-NK sejtek tumorellenes hatékonysaganak
Osszehasonlitasa in vivo preklinikai modellekben, kiilonds tekintettel a konvencionalis

monoklonalis antitest terapidkkal szemben rezisztens szolid tumorokra.



Anyagok és modszerek

A Kisérletekhez hasznalt sejtvonalak

Az effektor sejtekként alkalmazott CD16.176V.NK-92 (a tovabbiakban NK-92) sejteket Dr. Kerry
S. Campbell (Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre a
Brink Biologics, Inc. (San Diego, CA, USA) kozvetitésével. Ez a sejtvonal az eredeti, endogén
CDI16 receptort nem expresszaldo NK-92 sejtvonalbol szarmazik, amelyet retroviralis
transzdukcioval modositottak annak érdekében, hogy a sejtek kifejezzék a nagy affinitdsa CD16

varianst (FcyRIIIA-176V).

A HER2-CAR NK-92 sejtterapias készitmények in vitro tumorellenes aktivitasat harom kiilonb6zo
HER2-pozitiv tumorsejtvonalon hasonlitottuk 0ssze konvencionalis kokultura vizsgélatokban.
Ezek a kovetkezOk voltak: az eredetileg 0sztrogén-, progeszteron- és HER2-receptorokat nem
expresszalo, tripla-negativ MDA-MB-468 sejtvonalbol retrovirdlis transzdukcidval eldallitott, a
HER2-t transzgén formdjaban stabilan kifejezd, a tovabbiakban MDA-HER2-ként hivatkozott
sejtvonal, az N87 human gyomorkarcindma sejtvonal, valamint a JIMT-1 sejtvonal, amit egy 62
éves, trastuzumab-rezisztens emlddaganatos beteg mellhartya-metasztazisdbol izolaltak a
finnorszagi Tamperei Egyetem Orvosi Technologiai Intézetében. Ez a sejtvonal kivald
rezisztencia-modellnek tekinthetd, mivel a bel6le szarmazé xenotranszplantatumok a
tumorprogresszid soran hialuronan/MUC4 polimer komplexekbdl all6 extracellularis matrixot
képeznek, amely sztérikus akadalyt jelent a terapias antitestek kotddésével szemben. HER2
negativ kontrollként a tripla-negativ. MDA-MB-468 sejtvonalat (tovabbiakban: MDA)

alkalmaztuk.
A retrovirusok eloallitasa, és a CAR-NK-92 sejtvonalak transzdukcioja

Aretroviralis részecskéket HER293T csomagolosejtek tranziens transzfekcidval bejuttatott HER2-
CAR-t k6dold pSFG plazmid segitségével allitottuk eld. A transzfekcid soran a kiilonb6z6 HER2-
CAR konstrukciok génjeit kodolo plazmidok mellett virus partikuldk RD114 kapszid felépitését
biztositd6 pMax.RD114, és a virdlis replikacidhoz sziikséges enzimkészletet kodold gag-pol
MoMLYV Peg-Pem plazmidokat juttattuk be a HEK293T sejtekbe jet-Prime transzfekcids reagens

segitésével. Harom napos inkubaciot kovetden a HEK293T sejtek feliiluszdjaban talalhatod
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pszeudovirus partikuldkat 0,22 um-es steril fecskenddszirdvel tisztitottuk, és felhasznalasig -

800C-on taroltuk.

A HER2-specifikus CAR-NK92 sejtek eldallitasahoz 400 NE/ml IL-2-vel kezelt 5 x 10°/ml NK-
92 sejtet tenyészettiink komplett NK-médiumban. Az NK sejtek pszeudovirus részecskékkel vald
transzdukcidjat 20 pg/ml RetroNectin-nel bevont sejttenyésztd edényben végeztiik 400 NE/ml IL-
2 jelenlétében, melyben a nem transzdukalt NK-92 sejteket is szaporitottuk. Az igy eldallitott CAR
NK-92 sejteket 2 ml friss 400 NE/ml IL-2 tartalmi komplett NK médiumban 24 kamras
tenyésztoedénybe helyeztiik at. A CAR NK sejteket a felhasznalasukig 400 NE/ml IL-2
jelenlétében, 2 ml komplett NK médiumban tenyésztettiik. A felszaporitast kovetéen minden
HER2-CAR NK-92 sejtvonalbdl - a kiméra antigénreceptor specifikus jelolését kovetden -
aramlasi citometrids sejtvalogatassal (FACS) a HER2-CAR konstruktokat legalabb 90%-ban
kifejezd sejtkulturakat hoztunk létre. Késdbb, minden kisérletben csak ezeket a készitményeket

hasznaltuk. A HER2-CAR expresszio mértékét rutinszeriien teszteltik.
Az alkalmazott HER2-CAR konstrukciok

Az elsé generacios CAR molekularis szerkezetét a HER2 specifikus FRPS eredetli egylanct
variabilis régio (scFV), az IgG1 ,,short hinge” (SH), a human CD28 eredetli transzmembran régiod
(TM), tovabba a humén T sejt receptorbol (TCR) szarmaz6d CD3( effektor doménbdl épiilt fel.
(HER2.z CAR). A mésodik generacios CAR-ok ezen kiviil tartalmaztak egy a CD28, a 41BB vagy
a 2B4 (HER2.CD28.z, HER2.41BB.z CAR, HER2.2B4.7) receptorokbol szdrmazo intracellularis
kostimulacios domén egységet. A harmadik generacios CAR-ok az imént emlitett CD28 ¢és 41BB
(HER2.CD28.41BB.z CAR), illetve a 2B4 ¢és 41 BB kostimuléacios endodoméneket tartalmaztak.

AHER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z, valamint HER2.CD28.41BB.z CAR konstrukciokat Dr.
Stephen Gottschalk (Department of Bone Marrow Transplantation and Cellular Therapy, St. Jude
Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA), bocsatotta rendelkezésiinkre.

Aramlasi citometria

A kiilonb6z6 HER2-CAR konstrukciok expresszidjanak ellendrzéséhez a sejteket direkt
immunfluoreszcenciaval jeloltik 5 pg/ml Alexa Fluor 647-konjugdlt monomer HER2

extracellularis doménnel 10 percig jégen. Az aramlési citometrids elemzést NovoCyte RYB
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aramlasi citométerrel végeztiik és az adatokat a NovoExpress v1.2.1 szoftverrel értékeltiik ki. A

vizsgalat soran legalabb 10 000 sejtet elemeztiink.

s rer

A genetikailag modositott NK-92 sejtek funkcionalis aktivitdsanak meghatarozasahoz 1x10° CAR
NK-92 vagy nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtet (10 pg/ml trastuzumab jelenlétében) 1 pg/ml
target jelenlétében, vagy HER2-pozitiv célsejtek (MDA-HER2, JIMT-1 ¢és N87) 1:1
effektor/célsejt aranya (E:T ardny) kokultirdjdban inkubaltuk 24 o6ran keresztiil 96 lyuku
vizsgalattal hataroztuk meg. A mérésekhez Tecan Spark® mikroplate olvasot hasznaltunk. Negativ
kontroll targetként az HER2-negativ MDA-MB-468, mig effektor kontrollként az NT NK-92

sejtvonalak szolgaltak.
A CAR NK sejtek in vitro citotoxicitisanak meghatarozasa

A kiilonboz6 generacioju HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek in vitro citotoxicitasait HER2", és
a luciferaz markert stabilan expresszald6 MDA-HER2, JIMT-1 és N87 tumor sejtvonalak
jelenlétében vizsgaltuk. A mérés alapjat a D-luciferin bomldsat kovetd biolumineszcens jel
detektaldsa adta. 3x10* MDA-HER2-ffLuc, JIMT-1.ffLuc, N87.ffLuc sejtet tenyésztettiink 96
lyuku lapos sejttenyésztd edényben 100 pl komplett NK médiumban, melyekhez 4 ora elteltével
1:1, 0.3:1, 0.1:1, 0.03:1, 0.01:1 és 0.003:1 E:T aranyban HER2-CAR vagy NT NK-92 sejteket
adtunk 100 pl komplett NK médiumban. A kokultarakat 24 6ran keresztiil inkubaltuk. Az effektor
sejtek nélkiili lyukak kezeletlen kontrollként szolgéltak. Az inkubdciot kovetden a luciferaz
aktivitast a sejtekhez adott D-luciferin szubsztrat segitségével hataroztuk meg. A keletkezd
lumineszcens jelet azonnal mértiik Tecan Spark® mikroplate olvasoval. A méréseket két technikai

parhuzamosban, harom fiiggetlen kisérletben végeztiik.
A CAR NK sejtek proliferacios képességének meghatarozasa

A HER2-CAR NK-92 sejtek proliferacios képességét szakaszos sejtszdmlalason alapulo in vitro
tenyésztési kisérletben vizsgaltuk. Kiindulasként 1x10* sejtet inkubaltunk duplikdtumokban 96
lyukt sejttenyésztd edénybe, 400 NE/ml IL-2-t tartalmazo komplett NK-tenyésztd kozegben. A

sejtek szdmat 3,5 naponta aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Minden mérési pont utdn a
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sejtekbél ismét 1x10* életképes sejtet inkubaltunk ugyanazon koriilmények kozott, és a
proliferacios ciklust Gjrainditottuk. Igy a kisérlet soran minden 3,5 napos periddus a sejtek egy-
egy novekedési ciklusat reprezentalta. A kumulativ proliferacids ratat a 3,5 napos ciklusok soran

mért relativ sejtszdmnovekedések szorzataként szamitottuk ki.
A CAR NK  sejtek tumorellenes hatasanak vizsgalata harom-dimenzios sejtkulturakban

5x10% JIMT-1.ffLuc és N87.ffLuc sejtet 96 lyuku, U-alju sejttenyésztd edényben komplett JIMT-
1, illetve DMEM médiumban 3 napon at kultivaltunk. A sejtek ez id6 alatt haromdimenziés (3D)
tumor szferoidokat képeztek.

A HER2-CAR NK-92 és a nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtek citotoxikus hatasat a szferoidokkal
alkotott 3D kokulturdkban vizsgaltuk. A kisérletek soran az egyes szferoidokat 2x10° effektor sejt
hozzdadasaval inkubaltuk, majd 24 orat kovetdéen a kultirdkat 1 pg/mL propidium-jodiddal
kezeltiik az elhalt sejtek jelolése céljabol.

A sejtpusztulds mértékét a propidium-jodid fluoreszcens jelének detektalasaval hataroztuk meg

Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkdppal.
In vivo xenograft tumorok kezelése HER2-CAR NK sejtekkel

AHER2-CAR NK-92 sejtek JIMT-1 és N87 eredetli xenograft daganatokra gyakorolt tumorellenes
hatasat immundeficiens NSG egérmodellben (NOD.Cg-Prkdc*i 112rg™!Vil/Sz]) vizsgaltuk. Az
allatokat a The Jackson Laboratory-t6l (Bar Harbor, Maine, USA) szereztiik be, €s a Debreceni
Egyetem Elettudomanyi Kozpont Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézetének Kisérleti
Allathazaban (nyilvantartasi szam: 111/4-KAT/2015) tartottuk, SPF-mindsitésti kornyezetben.

A hét hetes ndstény NSG egereket szubkutan (s.c.) 3x10¢ JIMT-1.ffLuc vagy N8&87.ffLuc sejttel
oltottuk be. A sejtek 100 pL PBS-ben ¢€s azzal azonos térfogati Matrigelben keriiltek
szuszpendalasra, majd a keveréket a hatoldali borfeliilet ald injektaltuk. A tumorok ndvekedését
biolumineszcens képalkotassal kovettiik nyomon IVIS Spectrum CT késziilék segitségével. Ehhez
a képalkotas eldtt az allatokat izoflurannal altattuk, majd intraperitoneélisan (i.p.) 150 mg/kg
dozisu D-luciferint adtunk be. A 10 perces inkubaciot kovetden biolumineszcens felvételeket
készitettiink, amelyeket a Living Image 4.0 szoftverrel elemeztink. A jel intenzitasat
foton/mésodperc/négyzetcentiméter/szteradian (p/s/cm?/sr) egységben hataroztuk meg, azonos

méretll régiok (ROI) kijelolését kovetden.
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A tumoros allatokat kiilonféle kezelési csoportokba soroltuk. Az els6, HER2-CAR NK-92
(i.v.) a tumor oltasat kovetd 14. naptol kezdddden, kéthetente ismételve. A nem transzdukalt (NT)
NK-92 kontrollcsoportban az egerek 5x10° NT NK-92 sejtet kaptak intravéndsan, azonos
1d6kozonként. Az ADCC-kontrollcsoportban (NT + trastuzumab) az allatok kéthetente 5x10¢ NT
NK-92 sejtet, illetve hetente kétszer 100 pg trastuzumab-ot kaptak intraperitonedlisan, 100 pL
PBS-ben szuszpendalva.

Minden kezelt allat intraperitonedlisan human IL-2 po6tlast is kapott, hetente kétszer, 50 000 NE/ml
koncentracioban 100 uL PBS-ben. A kezeléseket a tumorok mérhetd novekedésének megjelenését
kovetden kezdtiik meg, és az allapotromlés vagy az etikai végpont eléréséig folytattuk.

A tumorok ndvekedését és a kezelések hatasat rendszeres id6kozonként, azonos beallitasok mellett
rogzitett biolumineszcens felvételekkel kovettiik nyomon. Az adatok kvantitativ kiértékelését a
Living Image szoftver segitségével végeztiik.

Minden A4llatkisérletet a FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science
Associations) iranyelveinek és a DIN EN ISO 9001 szabvany el6éirasainak megfelelden végeztiink.
A kisérletek elvégzésére az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs engedélye alapjan (#5-

1/2017/DEMAB) keriilt sor.

e rer

A HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek jelenlétét a xenograft daganatokban immunfluoreszcens
mikroszkopos modszerrel igazoltuk. A JIMT-1 és N87 eredetli daganatszoveteket kipreparaltuk,
majd Cryomatrix beagyazd anyagba helyeztiikk, végiil lefagyasztottuk. A mintakbol 7 pm
vastagsadgu kriometszeteket készitettiink, amelyeket azonnal targylemezre helyeztiink és jégen
tartottunk.

A metszeteket 200 pl PBS-sel mostuk, majd a CD16 sejtfelszini receptor kimutatasahoz 10 pg/pl

crc

crer

festettiilk. A jelolést kovetden mintdkat 1%-os paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 10 percen

keresztiil, majd PBS-sel ledblitettiik. A metszeteket Panoramic Confocal mikroszkdppal vizsgaltuk
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¢s digitalizaltuk, a fluoroforok (Alexa647 és DAPI) emisszios csatornainak megfeleld beallitasok

mellett.
Statisztikai analizis

A statisztikai elemzés soran a GraphPad Prism 5 szoftvert alkalmaztuk. Az adatokat atlag = SD
vagy SEM formajaban adtuk meg. Két csoport 6sszehasonlitasahoz kétoldali t-probat, harom vagy
tobb csoport 0Osszehasonlitasara egyiranyi  ANOVA-t ¢és Bonferroni-féle post hoc tesztet
alkalmaztunk, mely teszttel az eltér6 mintaelemszamu csoportok keriiltek dsszehasonlitisra. Az

kiilonbségeket szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05 volt.
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Eredmények

A T sejt eredetii kostimulaciéos doméneket tartalmazéo HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek
atmeneti, célzott tumorellenes aktivitast fejtenek ki in vivo xenograft modellekben

HER2-specifikus kiméra antigén receptort kifejezo NK-92 sejtvonalak eloallitasa

A kisérleteinkben hasznalt CAR-konstrukcidk extracellularis antigénfelismerd egységét az FRPS
eredetli egy lancu variabilis fragment (scFv) alkotta, amely egy rovid IgG1 hinge région keresztiil
kapcsolodott a CD28 transzmembran doménhez. Az intracelluléris jelatviteli egységeket a T-sejt-
specifikus CD28, illetve a T- és NK-sejtekben egyarant funkcionald 4-1BB receptor intracellularis
doménjei képezték. A CD28 elsdsorban a korai aktivacios jelatviteli folyamatokban jatszik
fenntartasat eldsegito jelatviteli utvonalakat aktivalja. A kostimulacidos domént nem tartalmazé
elsd generaciés (HER2.z), a CD28-at (HER2.CD28.z) vagy a 4-1BB-t (HER2.41BB.z) hordoz6
masodik generacids, valamint a CD28 és 4-1BB endodoméneket egyarant tartalmaz6 harmadik
generacios (HER2.CD28.41BB.z) CAR-NK-92 sejteket retrovirdlis transzdukcioval allitottuk eld.
A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek hatékonyan felismerik és elpusztitjak a trastuzumab-
rezisztens HER2-pozitiv daganatsejteket egyrétegii in vitro kultirakban

A HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek in vitro aktivacidjat IFNy szekrécidjuk, valamint
lumineszcencia detektdlasan alapuld citotoxicitdsi assay-ek segitségével értékeltik a
modszerekben leirtak szerint. A HER2.CAR-NK-92 sejtek immobilizalt HER2 rekombinans
fehérje jelenlétében, mind HER2-pozitiv tumorsejtekkel (MDA-HER2, JIMT-1, N87) alkotott
kokultirakban szignifikans aktivacids citokinfelszabadulast mutattak. A kiilonb6z6 CAR-
konstrukciok Osszehasonlitasa alapjan a CD28 és 4-1BB kostimulacidos doméneket egyarant
tartalmazd6 CD28.41BB.z CAR-NK-92 sejtek indukaltak a legnagyobb mértékii IFNy-

felszabaduléast valamennyi vizsgalt kokulturaban.

A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtvonalak citotoxikus tulajdonsagait vizsgaltuk IL-2 aktivacios
citokin jelenlétében, illetve annak hianyaban. Megallapitottuk, hogy 400 IU/ml IL-2 jelenlétében
a nem transzdukalt NK-92 sejtek is jelentds citolitikus aktivitast mutattak, amely nagysagrendileg
Osszevethetd volt mind a HER2-CAR, mind a trastuzumabbal kezelt NT NK-92 sejtek citotoxikus
hatékonysagaval. Ezzel szemben IL-2 hidnydban a nem transzdukalt NK-92 sejtek citotoxikus

aktivitasa elhanyagolhato volt, még magas effektor:célsejt (E:T) ardnyok alkalmazasa mellett is.
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Ebben a kisérleti elrendezésben sem az egyes CAR-konstrukciok citolitikus hatékonysaga kozott,
sem az ADCC-kontrollként alkalmazott trastuzumabbal kezelt NT NK-92 sejtek ¢s a HER2-CAR
NK-92 sejtekkel kokultivalt mintak kdzott nem volt kimutathat6 szignifikéns kiilonbség.

A 4-1BB kostimulacios endodomént hordozé HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek

hatékonyan penetraljak a CD44-negativ N87 haromdimenzios tumorszferoidokat, mig a
CD44-pozitiv JIMT-1 szferoidok rezisztensek maradnak

Korabban munkacsoportunk igazolta, hogy a trastuzumab-rezisztens daganatok, igy a JIMT-1
sejtvonalbol szarmazd tumorxenograftok CD44-ben gazdag extracellularis matrixa (ECM)
haté¢kony fizikai ¢és funkcionalis védelmet biztosit a haromdimenziés kultarat kialakitd
daganatsejtek szamara. Ez a kompakt ECM-struktira jelentdésen korlatozza az antitestek
trastuzumab altal kozvetitett NK-sejt citotoxicitast. Ezzel szemben korabbi eredményeink azt is
kimutattdk, hogy a hagyomanyos HER2-specifikus CAR T-sejtek képesek athatolni ezen az ECM
altal kialakitott gaton, felismerni a szferoid belsé régidiban lokalizdlod6 HER2 molekulékat, és

ennek kovetkeztében kifejezett citotoxikus valaszt indukélni.

Ezen megfigyelések alapjan vizsgéaltuk a HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek tumorellenes
hatékonysdgat haromdimenziés tumorszferoid modellekben, trastuzumab-rezisztens (CD44-

pozitiv JIMT-1), illetve trastuzumab-érzékeny (CD44-negativ N87) sejtvonalak alkalmazasaval.

Eredményeink azt mutattak, hogy a CD44-pozitiv, trastuzumab-rezisztens JIMT-1 szferoidok
nagyrészt rezisztensek maradtak a HER2-CAR NK-92 sejtes kezeléssel szemben, mivel csak
(14. abra, JIMT-1, HER2-CAR csoportok). A trastuzumab-irdnyitott NT NK-sejtekkel kezelt
mintakban enyhe, de tovadbbra is korlatozott citotoxikus hatast figyeltiink meg, amely szintén

kizarolag a kiilso sejtrétegeket érintette (14. abra, JIMT-1, NT+TRAST).

Ezzel szemben a HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek hatékonyan felismerték és penetraltdk a
CD44-negativ, trastuzumab-érzékeny N87 szferoidokat. Kiilondsen figyelemre mélto volt, hogy a
4-1BB-t tartalmaz6 (41BB.z), valamint a kettés kostimulaciés doménnel rendelkez6
(CD28.41BB.z) CAR-konstrukcioval modositott NK-92 sejtek kifejezetten intenziv citotoxikus

valaszt mutattak, és a szferoidok szerkezete 24 6ran belill nagymértékben karosodott. Ezzel
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szemben mind a trastuzumab-iranyitott NT NK-sejtekkel, mind a kezeletlen kontroll NT NK-
sejtekkel kezelt N87 szferoidok elhanyagolhat6 tumorellenes hatast mutattak.

A HER2-CAR NK sejtek nem képesek a CD44+, trastuzumab-rezisztens JIMT-1
xenograftok in vivo eliminalasara

Annak vizsgélatara, hogy a kiilonb6z0 penetracios kapacitasok miként befolyasoljak a daganatok
in vivo eliminacidjanak hatékonysagat, HER2-pozitiv, CD44-pozitiv, trastuzumab-rezisztens
JIMT-1.ffLuc sejtekbdl szdrmaz6 szubkutan xenograft modelleket hoztunk Iétre immundeficiens
NSG egerekben. Ez a modell lehetdséget biztositott annak értékelésére, hogy a haromdimenzids
tumorszerkezetben  és  komplex  tumormikrokdérnyezetben < megfigyelt in  vitro
rezisztenciamechanizmusok in vivo koriilmények kozott is fennmaradnak-e.

A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek, valamint a trastuzumab-kozvetitett nem transzdukalt (NT)
NK-92 sejtek tumorellenes aktivitasat 5 x 10° effektor sejt intravénds beaddsaval vizsgaltuk. A
sejtkezeléseket a daganatsejtek inokuladlasat kovetd 14. naptol kezdtik meg, és kéthetes
1dokozonként ismételtiik. Az antitestfliggd sejtes citotoxicitds (ADCC) in vivo modellezése
céljabol a megfeleld csoportokban trastuzumab-kezelést is alkalmaztunk, amelynek soran 100 pg
monoklondlis antitestet adtunk be hetente kétszer, szintén a 14. naptol kezdédden. A daganatok
novekedését longitudinalisan biolumineszcens képalkotassal kovettiik nyomon, amely lehetévé
tette a tumorprogresszio kvantitativ értékelését, valamint az egyes kezelési csoportok kozotti
Osszehasonlitast. Emellett Kaplan-Meier moddszerrel elemeztiik az allatok talélését is a
modszerekben leirtaknak megfelelden.

Az adatok 0sszegzése alapjan megallapitottuk, hogy sem a kiilonb6z6 HER2-specifikus CAR-NK-
92 sejtkezelések, sem a trastuzumab és NK-92 sejtek kombinalt alkalmazasa nem eredményezett
kimutathaté tumorregressziot, illetve nem jart az altalanos tulélés szignifikans javulasaval a
trastuzumab-rezisztens JIMT-1.ffLuc xenograft modellben.

A HER2-CAR NK-sejtek jelentds in vivo tumorellenes hatast fejtenek ki a CD44-,
trastuzumab-érzékeny N87 xenograftokkal szemben

A HER2-CAR modositott NK-92 sejtek daganatellenes hatékonysagat a trastuzumab-érzékeny,
CD44-negativ in vivo modellben is megvizsgaltuk, 6sszehasonlitva a HER2-specifikus CAR-NK-
92 sejteket és a trastuzumab-iranyitott NK-sejteket. Ennek érdekében NSG egerekbe
HER2*/CD44- N87.ffLuc tumor sejteket injektaltunk szubkutan, a JIMT-1 xenograft modellnél

alkalmazott kisérleti felépitéssel analog modon.
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Eredményeink alapjan mind a méasodik, mind a harmadik generaciés HER2-specifikus CAR-NK-
92 sejtek hatékonyan felismerték ¢és elpusztitottak a CD44-negativ N87 xenograftokat.
Ugyanakkor a CAR NK-92 sejtek €s a trastuzumab-iranyitott NK-sejtek tumorndvekedést gatlo
hatékonysdga kozott nem mutatkozott szignifikdns kiillonbség, ami arra utal, hogy ebben a
trastuzumab-érzékeny modellrendszerben az antitestkdzvetitett €s a CAR-alapu megkozelitések
Osszevethetd tumorellenes aktivitast fejtettek ki.

Mindkét kezelési stratégia szignifikdnsan meghosszabbitotta az allatok tulélését a kezeletlen
kontrollcsoporthoz  képest, azonban egyik megkozelités sem eredményezett teljes
tumorregressziot.

Eredményeink egyrészt alatdmasztjak a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek potencialjat a célzott
daganatellenes terapidban, madasrészt ramutatnak arra, hogy a terapias hatékonysag tovabbi

fokozéasahoz tovabbi konstrukcios €s funkcionalis fejlesztésekre van sziikség.
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A 2B4 és 4-1BB kostimulacios domének kombinacioja fokozott tumorellenes aktivitast
biztosit HER2-specifikus CAR-NK sejtek szamara CD44-pozitiv JIMT-1 xenograftokban

NK-sejt-specifikus jelatviteli doméneket tartalmazé HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtvonalak eldallitasa retroviralis transzdukciéval

A genetikailag modositott természetes 6l6sejtek citotoxikus hatékonysaganak fokozasa érdekében
a korabban részletezett retroviralis transzdukcios technologia alkalmazasaval kiilonb6z6, HER2-
specifikus, NK-sejt-specifikus intracellularis jelatviteli doméneket tartalmazé CAR-
konstrukciokat hoztunk létre. Ennek soran 2B4.z, 41BB.z, valamint a két jelatviteli domént
egyesité 2B4.41BB.z konstrukcidkat fejeztettiink ki az NK-92 sejtvonalban.

A Kkiillonb6zo HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtvonalak hatékonyan felismerik és
elpusztitjak a HER2-pozitiv célsejteket egyrétegii in vitro kokultiraban

Az NK-sejtek jelatvitelét specifikusan iniciald intracellularis szignaldoméneket tartalmaz6 HER2-
CAR NK-92 sejtek funkcionalis aktivitdsat tobb, egymadst kiegészitd in vitro megkozelitéssel
vizsgaltuk. Az effektor sejtek aktivacigjat az IFNy-termelés mértékével jellemeztiik, mig
citotoxikus kapacitdsukat révidtavil, biolumineszcencia-alapu 61ési assay segitségével hataroztuk
meg, kiilonbozo effektor:célsejt (E:T) aranyok alkalmazasa mellett. Ez a kisérleti felépités
lehetové tette a CAR-medidlt felismerés és az NK-sejtek effektor valaszanak kvantitativ
Osszehasonlitasat az eltérd intracellularis jelatviteli konfiguraciok esetében. A kiilonb6zé CAR-
konstrukciok funkcionalis 6sszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy a 2B4 és 4-1BB jelatviteli
doméneket egyesitd 2B4.41BB.z CAR-t expresszaldo NK-92 sejtek kovetkezetesen a legmagasabb
IFNy-szekréciot produkaltak a tobbi konstrukcidhoz viszonyitva. Ez az eredmény arra utal, hogy
a két NK-sejt-specifikus kostimulacidos domén kombinacidja additiv vagy szinergista modon jarul

hozza az NK-sejtek aktivacios valaszanak felerdsitéséhez.

A HER2-CAR NK-92 sejtek tumordld potencialjat a korabban mar leirt biolumineszcencia-alapti
citotoxicitasi kokultira rendszerben vizsgaltuk, 24 oOras inkubéacidos 1d6 alkalmazésaval.
Eredményeink alapjan valamennyi HER2.CAR-expresszaldo NK-92 sejtpopulacio hatékonyan
eliminalta a HER2-pozitiv human daganatsejt-vonalakat (MDA-HER2, JIMT-1, N87) 1:1 E:T
arany mellett, ami a CAR-medidlt felismerés és effektor valasz hatékonysagat igazolja. A
citotoxikus aktivitas mértéke azonban az E:T arany csokkentésével fokozatosan mérséklddott, ami
arra utal, hogy a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek tumor6ld hatékonysaga dozisfiiggd modon

alakul ebben a rendszerben.
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A kiilonb6z6 CAR-konstrukciok Osszehasonlitasa soran megfigyeltiikk, hogy azok a HER2-
specifikus CAR-molekuldk, amelyek a 4-1BB (CD137) kostimulacidos domént is tartalmazzak,
alacsonyabb E:T aranyok mellett is fokozott citotoxikus aktivitdst mutattak a 4-1BB-t nem
tartalmaz6 konstrukciokhoz képest.

A 2B4.41BB.z CAR-NK-92 sejtek tartos proliferacios elonyt mutatnak HER2-pozitiv
célsejtekkel végzett ismételt stimulacié soran

A kiilonb6z6 HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek expanzios képességét un. ismételt stimulacios,
vagy masnéven ,,rechallenge” assay alkalmazasaval vizsgaltuk, amely lehetévé tette az ismételt
antigén-expoziciora adott proliferacios valasz értékelését. Eredményeink alapjan a 2B4.41BB.z
CAR-konstrukciot expresszaldo NK-92 sejtek szignifikdnsan gyorsabb és nagyobb mértékii
proliferaciot mutattak a masodik generacios CAR-konstrukcidokhoz képest HER2-pozitiv MDA-
HER?2 célsejtekkel szemben.

Ugyanakkor ez a fokozott proliferaciés kapacitds nem jart egyiitt szignifikansan erdsebb
citotoxikus aktivitassal a HER2-pozitiv célsejtekkel szemben. Ezen tilmenden megfigyeltiik, hogy
a HER2-pozitiv célsejtek ismételt expozicidja - kiilondsen a hatodik stimulécios ciklust kovetden
- fokozatosan kimeritette az effektor sejtek tumorellenes valaszkészségét. Ennek kovetkeztében a
HER2-CAR NK-92 sejtek citolitikus hatékonysaga a tovabbi ciklusok soran progressziven
csokkent, ami az effektor sejtpopulacié funkcionélis kimeriilésére utal.

A harmadik generacios 2B4.41BB.z CAR NK-92 sejtek hatékonyan penetraljak mind a
CD44-pozitiv, mind a CD44-negativ tumorszferoidokat haromdimenzios kokulturakban

A ,rechallenge” kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a harmadik generaciés 2B4.41BB.z CAR-
NK-92 sejtek kiemelkedd és tartds proliferacids kapacitassal rendelkeznek mind a CD44-pozitiv
JIMT-1, mind a CD44-negativ N87 HER2-pozitiv célsejtekkel szemben. Ennek megfeleléen
indokoltta valt annak vizsgalata, hogy a 2B4.41BB.z CAR NK-92 sejtek fokozott expanzids
képessége haromdimenzids kornyezetben is egyiitt jar-e hatékony tumorpenetraciéval és
tumorsejt-6léssel. E célbol haromdimenzids tumorszferoid modelleket hoztunk létre, amelyek

eltérd extracellularis matrix-szerkezettel és CD44-expresszios profillal rendelkeztek.

Eredményeink azt mutattak, hogy a magas CD44 expresszioval €s trastuzumab-rezisztenciajaval
jellemzett JIMT-1 tumorszferoidok esetében a 2B4.4-1BB.z CAR NK-92 sejtek hatékonyan

athatoltak a szferoid kompakt szerkezetén, és elérték annak belsd rétegeit is. A propidium-jodid
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(PI) kiterjedt és egyenletes beépiilése a szferoid teljes keresztmetszetében mély és homogén
tumorsejt-pusztulasra utalt, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek az effektor sejtek képesek
voltak lekiizdeni a CD44-ben gazdag extracellularis matrix altal kialakitott fizikai és funkcionalis
gatakat. Ez a megfigyelés kiilonosen jelentds, mivel a JIMT-1 szferoidok ismerten korlatozzak

mind az antitestek, mind az immunsejtek hozzaférését a tumor belsé régidihoz.

Ezzel szemben a nem transzdukalt NK-92 sejtek a JIMT-1 szferoidokkal szemben nem mutattak
kimutathat¢ citolitikus aktivitast, ami megerdsiti, hogy a megfigyelt tumorsejt-61és CAR-medialt
mechanizmus kovetkezménye. A kizardlag 2B4.z vagy 4-1BB.z jelatviteli domént tartalmazo
CAR-NK-92 sejtek esetében csupan mérsékelt, a szferoidok periféridjara lokalizalodd PI-
pozitivitast figyeltiink meg. Ezek az adatok arra utalnak, hogy bar ezen konstrukciok képesek
voltak a célsejtek felismerésére €és a felszini tumorsejtek elimindldsara, dnmagukban nem

biztositottak elegendd jelatviteli tiamogatast a mélyebb tumorpenetracidohoz.

Ezzel parhuzamosan N87 tumorszferoidokon is elvégeztiikk a vizsgalatokat. Ezek a szferoidok
HER2-pozitivak, ugyanakkor nem expresszalnak CD44-et, és trastuzumab-érzékeny fenotipussal
rendelkeznek. Ebben a modellrendszerben mindharom HER2-specifikus CAR-NK-92 varians — a
2B4.z, a 4-1BB.z és a 2B4.4-1BB.z konstrukciok — kifejezett citotoxikus aktivitast mutattak. A PI-
festés mindegyik konstrukci6 esetében a szferoid teljes térfogataban megfigyelhetd volt, ami arra
utal, hogy CD44 hidnyéaban és az extracellularis matrix gatlo szerepének csékkenésével a CAR-
NK-92 sejtek hatékonyan hozzaférnek a tumorszferoid belsd régidihoz, fliggetleniil a
kostimulacios konfiguraciotol.

A 2B4.41BB.z jelatviteli domént tartalmazé HER2-CAR-NK-92 sejtek fokozott in vivo

tumorellenes hatékonysagot és mély intratumoralis penetraciot mutatnak CD44-pozitiv és
CD44-negativ xenograft modellekben

Végiil egy preklinikai allatkisérletes modellben vizsgaltuk a kiilonbozé HER2-specifikus CAR-
NK-92 sejtkészitmények tumorellenes hatékonysagat HER2'Y/CD44+ JIMT-1, valamint
HER2"/CD44- N87 xenograft alapu in vivo rendszerekben.

Az in vivo vizsgalatok soran a 2B4.41BB.z kostimulacios szigndldomént tartalmazé CAR-NK-92
sejtek mind az ADCC-rezisztens JIMT-1, mind az ADCC-szenzitiv N87 xenograft modellekben
kifejezett tumorellenes aktivitdst mutattak. A kezelés mindkét daganatmodell esetében jelentds

tumorregressziot eredményezett, és szignifikdnsan meghosszabbitotta az allatok tulélését a
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kizarolag 2B4.z vagy 4-1BB.z jelatviteli domént tartalmazd CAR-NK-92 sejtekkel kezelt

csoportokhoz viszonyitva.

Ezek az eredmények alatimasztjak a kettdés kostimulaciés doméneket alkalmazd CAR-
konstrukciok fokozott terapias potencialjat, kiilondsen a szolid tumorokra jellemz6é immunologiai

és strukturalis rezisztenciamechanizmusok lekiizdésében.

Az in vivo kisérletek lezarasat kovetden az egerekbdl kipreparalt xenograftokbdl koriilbeliil 7 um

vastagsagu metszeteket készitettiink immunhisztokémiai (IHC) analizis céljabol.

A kipreparalt daganatok hisztologiai elemzése megerdsitette, hogy a 2B4.41BB.z CAR NK-92
sejtek in vivo korilmények kozott mélyen infiltraltdk a tumorparenchymat. A trastuzumab-
rezisztens JIMT-1 xenograftok esetében kizardlag a 2B4.4-1BB.z konstrukciot expresszalo NK-92
sejtek voltak kimutathatok a tumor teljes térfogatiban, mig mas CAR-konstrukciok esetében

intratumoralis jelenlét nem volt megfigyelhetd.

Az N87 xenograftokban ezzel szemben valamennyi vizsgalt HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtpopulacio diffuz besziirddést mutatott, azonban a 2B4.4-1BB.z CAR-NK-92 sejtek jelenléte
ebben a modellben is a legkiterjedtebbnek bizonyult.

Ezek az eredmények aldtamasztjdk, hogy a kettds kostimulacios jelatviteli domént tartalmazo
CAR-konstrukcei6 fokozott tumormigracios €s szoveti penetracios képességgel rendelkezik, amely
kulcsfontossagi tulajdonsdg lehet a siirli, fibrézisos tumormikrokodrnyezetben alkalmazott

hatékony CAR NK-alapu terapidk szempontjabol.
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Osszefoglalas

A HER2-pozitiv daganatok kezelése tovabbra is jelentds klinikai kihivast jelent, kiilonosen a
terapids rezisztencia €s a tumor mikrokdrnyezet immunszuppressziv hatdsai miatt. Az adoptiv
sejtterapiak, ezen beliil a kiméra antigén receptorral (CAR) modositott immunsejtek alkalmazasa
uj lehetdségeket teremt a célzott tumorellenes immunvalasz fokozéasara. Mig a CAR-T sejtek
hematoldgiai malignitasokban kiemelkedd eredményeket értek el, szolid tumorok esetében
hatékonysaguk korlatozott. A természetes Olosejtek (NK-sejtek) CAR-moédositasa igéretes
alternativat jelenthet, kiilondsen biztonsagossagi €s allogén alkalmazhatosagi szempontbol.
Kisérleteink soran HER2-specifikus CAR-t expresszaldé NK-92 sejtvonalakat hoztunk 1étre,
amelyeket funkciondlisan jellemeztiink. A T-sejt eredetli kostimulaciés doméneket tartalmazé
konstrukciok in vitro koriilmények kozott hatékony citotoxikus aktivitdst mutattak HER2-pozitiv,
akar trastuzumab-rezisztens daganatsejtekkel szemben. In vivo xenograft modellekben azonban
tumorellenes hatasuk korlatozott és atmeneti jellegli volt, kiilondsen CD44-pozitiv, rezisztens
tumorok esetén.

A hatékonysag javitasa érdekében NK-sejt-specifikus jelatviteli doméneket tartalmazo, harmadik
generacios CAR-konstrukciot fejlesztettink. A 2B4 ¢és 4-1BB  kostimulacios domének
kombinaciojat hordozo 2B4.41BB.z CAR-NK-92 sejtek fokozott proliferacios kapacitast,
tartosabb aktivaciot és ismételt antigénstimulacié mellett is fennmaradd effektor funkciot
mutattak. Héaromdimenziés tumorszferoid modellekben ezek a sejtek hatékonyabb
tumorpenetracidt biztositottak mind CD44-negativ, mind CD44-pozitiv daganatok esetében. In
vivo vizsgalatokban a kombinalt kostimulacios jelatvitelt hordozo CAR-NK sejtek szignifikansan
erdsebb tumorellenes aktivitast és mélyebb intratumoralis infiltraciét mutattak, még kordbban
rezisztens xenograft modellekben is.

Eredményeink igazoljak, hogy a kostimulaciés domének racionalis megvalasztasa meghatarozo
szerepet jatszik a CAR-NK sejtek funkcionalis teljesitményének optimalizalasaban. A 2B4 ¢és 4-
citotoxicitasat és tumorinfiltracios képességét.

A bemutatott preklinikai adatok alatamasztjak, hogy az NK-sejt-specifikus jelatviteli optimalizalas
igéretes stratégia lehet a terapiara rezisztens szolid tumorok kezelésében, és megfeleld alapot

biztositanak a tovabbi transzlacios €s klinikai vizsgalatok szdmara.
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Uj megallapitasok/ eredmények
A daganatos megbetegedések terapias spektrumanak szélesitése érdekében végzett kutatasaink

soran olyan fejlesztési stratégiat dolgoztunk ki, amely a genetikailag modositott természetes

0ldsejtek alkalmazéasaval célozza a klinikai kimenetelek javitasat.

Az értekezés els6 szakaszaban igazoltuk, hogy a konvencionalis (T-sejt alap) kiméra antigén
receptorokkal (CAR) moédositott természetes 6ldsejtek (NK-92) in vitro koriilmények kozott
szignifikans aktivaciora és emelkedett IFN-y szekréciora képesek. Vizsgalataink ugyanakkor
ravilagitottak a szolid tumorok komplexitasabol adodo korlatokra: bar a HER2-CAR-NK-92 sejtek
in vivo xenograft modellekben képesek voltak lassitani a daganatndovekedést, a tumor-
mikrokornyezet és az extracellularis matrix részét képezd CD44 adhézidos molekula jelenléte
mellett a teljes tumoreradikacio elmaradt. Ezen eredmények alatdmasztottak, hogy a hagyomanyos

konstrukciok nem elegenddek a fizikai és biologiai gatak attoréséhez.

A kutatas masodik fazisdban a CAR-molekuldk NK-sejt-specifikus optimalizaldsara helyeztiik a
hangstlyt. Kimutattuk, hogy a receptor intracelluldris doménjébe integralt 2B4 ¢és 4-1BB
kostimulacios egységek szinergidja alapvetden megvaltoztatja az effektor sejtek funkcionalis
profiljat. A haromdimenzios (3D) szferoid modellekben végzett kisérleteink igazoltak, hogy ez a
harmadik generdcios konstrukci6 (HER2.2B4.41BB.z) rendelkezik a legkifejezettebb
intratumoralis penetracios képességgel, még a CD44 expresszid szempontjabdl heterogén
daganatszovetek esetén is. Preklinikai (NSG egér) modellekben a 2B4-4-1BB jelatviteli utvonal

aktivalasa minden korabbi valtozatnal robusztusabb és tartésabb antitumor valaszt valtott ki,
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finomhangoléasa képes attorni a szolid daganatok rezisztencia-mechanizmusait.
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