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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

A daganatos megbetegedések vilagszerte a vezetd haldlokok kozé tartoznak, €és bar az elmult
évtizedekben a sebészeti, kemoterapias és célzott molekularis terapias megkozelitések jelentOs
fejlodésen mentek keresztiil, szdmos tumor esetében tovabbra is korldtozott a hosszu tava
gyogyulas esélye. Kiilonosen igaz ez azokra a daganatokra, amelyek molekularis heterogenitasuk,
adaptiv rezisztenciamechanizmusaik és immunszuppressziv mikrokornyezetiik révén képesek
elkeriilni a hagyoméanyos kezelési stratégiakat. A modern onkologiai kutatds egyik
legdinamikusabban fejlodé teriilete az immunonkolégia, amely a szervezet sajat
immunrendszerének daganatellenes potencialjat kivanja felszabaditani és célzottan megerdsiteni.
Az immunterapias megkozelitések — beleértve a checkpoint-gatlokat, a monoklonalis antitesteket,
az onkolitikus virusokat €s az adoptiv sejtterapidkat — alapvetden 1j szemléletet hoztak a
daganatkezelésben. Ezek koziil az adoptiv sejtterapia kiillondsen igéretes stratégianak bizonyult,
mivel lehetové teszi az immunsejtek ex vivo méddositasat és funkcionalis optimalizalasat, majd
visszajuttatasat a beteg szervezetébe. A kiméra antigén receptorral (CAR) modositott T-sejtek
klinikai alkalmazdsa forradalmi attérést eredményezett bizonyos hematologiai malignitdsokban,
ahol tartos €s mély remissziokat sikeriilt elérni. Ugyanakkor a szolid tumorok kezelése tovabbra is
jelentds kihivast jelent, részben az antigénheterogenitds, részben a tumor mikrokornyezet
immunszuppressziv hatdsai miatt, amelyek gatoljak az effektor sejtek tartdos aktivitasat és
perzisztenciajat.

A HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) tulzott expresszioja szdmos daganattipusban
—tobbek kozott emld-, gyomor- és egyéb szolid tumorokban — meghataroz6 onkogén hajtoerd. Bar
a HER2-célzott antitestterapidk, példaul a trastuzumab, jelentds klinikai elrelépést hoztak, a
primer €s szerzett rezisztencia kialakuldsa gyakori, ami 0 terapids stratégidk kidolgozasat teszi
szilkségessé. Ebben a kontextusban a HER2-specifikus CAR-alapl sejtterapidk igéretes
lehetdséget kindlnak, mivel képesek MHC-fiiggetlen moddon felismerni és elpusztitani a
tumorsejteket.

Az utobbi években egyre nagyobb figyelem irdnyult a természetes Oldsejtek (NK-sejtek)
alkalmazasara az adoptiv immunterdpidban. Az NK-sejtek a velesziiletett immunrendszer effektor
sejtjei, amelyek természetes citotoxikus aktivitassal rendelkeznek, és képesek antigén-
prezentaciotol fliggetleniil eliminalni a transzformalt sejteket. CAR-modositasuk lehetdséget

teremt arra, hogy az velesziiletett és az adaptiv immunvalasz elényeit kombindlva biztonsagosabb
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¢és potencialisan szélesebb korben alkalmazhat6 terapias platform j6jjon létre. Kiilondsen fontos
szempont az allogén alkalmazhatosag és a kedvezObb toxicitasi profil, amelyek a CAR-T
terapidkkal 6sszehasonlitva klinikai elényt jelenthetnek.

A jelen értekezés célja HER2-specifikus CAR-NK sejtek fejlesztése ¢és funkcionalis
optimalizalasa, kiilonds tekintettel a kostimulacios jelatviteli domének szerepére a sejtek
proliferaciojaban, perzisztencidjaban €s tumorellenes hatékonysagaban. A kutatas kozéppontjaban
annak vizsgalata all, hogy az NK-sejt-specifikus jelatviteli utvonalak integralasa miként jarul
hozza a rezisztens, HER2-pozitiv szolid tumorok elleni hatékonyabb immunvalasz kialakitasdhoz.
A munka eredményei hozzajarulhatnak a CAR-alapu sejtterapidk racionalis tervezéséhez, és 1j
perspektivat nyithatnak a HER2-pozitiv daganatok kezelésében, kiilondsen azokban az esetekben,

ahol a jelenlegi terapias lehetdségek korlatozott hatékonysaguak.
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3. Irodalmi attekintés

3.1.Bevezetés az immunterapiakba

A daganatok kialakulasa és progresszidja soran az immunrendszer mind a felismerés, mind
az eliminacié szintjén fontos szerepet tolt be. A tumorimmunitas alapjat a velesziiletett (nem
specifikus) és az adaptiv (specifikus) immunitas kdzotti dinamikus kdlesdnhatas képezi, amelyek
egylttesen alkotjadk a szervezet védekezési rendszerének komplex halozatdt a malignus
transzformacidval szemben. A velesziiletett immunvalasz els6 vonalbeli komponensei kozé
tartoznak az epitélsejtek, a fagocitdk €s a természetes Olosejtek (NK-sejtek), amelyek széles
spektrumu, gyors €s 0rokolt valaszmechanizmusaik révén képesek felismerni €s elimindlni a
potencialisan veszélyes sejteket, koztiik a daganatsejteket is (1). A specifikus (adaptiv)
immunvalasz ezzel szemben célzott és memoriaval rendelkezd védelmi mechanizmust biztosit a
tumorokkal szemben. Kozponti szerepléi a T- és B-limfocitak, amelyek antigén-specifikus
receptorok révén ismerik fel a daganatsejtek felszinén megjelend tumorasszocidlt antigéneket
(TAA-kat) vagy tumorspecifikus antigéneket (TSA-kat). A citotoxikus CD8" T-sejtek kozvetleniil
képesek elpusztitani a daganatsejteket perforin- és granzim-medidlt apoptdzis-indukcioval, mig a
CD4" segitd T-sejtek citokinek termelésével tdmogatjdk mind a sejtes, mind a humoralis
immunvalaszt (2). A B-sejtek altal termelt ellenanyagok hozzéajarulhatnak a tumorsejtek
opszonizacidjahoz és az antitest-fliggd sejtkozvetitett citotoxicitashoz (ADCC), ezaltal fokozva az
immunrendszer hatékonysagat.

Noha a tumorellenes immunvalasz kiemelkedd hatékonysagot mutat a daganatok korai
felismerésében ¢és kontrolldldsaban, a tumorsejtek kiilonféle immunelkeriilési stratégidkat
fejlesztenek ki, amelyek lehetové teszik szamukra az immunrendszer kikeriilését €s a progresszio
fenntartasat. Ezek koz¢ tartozik az antigén-prezentaciod zavarasa, az immunszuppressziv citokinek
¢s molekuldk expresszidja, valamint olyan sejtek, mint a regulator T-sejtek (Tre) vagy a mieloid
eredetli szuppresszor sejtek (MDSC) toborzasa a tumor mikrokornyezetébe (3). Ezek a
mechanizmusok kérositjak az effektor immunsejtek funkcidjat, lehetévé téve a tumor szamara a
tulélést és proliferaciot, amely az ,,immunoediting” folyamatanak harom fazisdban (eliminécio,
egyensuly, immunelkeriilés) manifesztalodik (4).

A fent emlitett jelenségek egyre pontosabb megértése teremtette meg a modern

tumorimmunterapia alapjait, amely a konvencionalis terdpiakkal ellentétben nem kozvetleniil a
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daganatot célozza, hanem az immunrendszer tumorellenes aktivitasat allitja helyre, illetve fokozza.

A daganatellenes immunterdpia célja tehdt nem mas, mint az immunrendszert elkeriild

mechanizmusok gatlasa, az immunvalasz ujraaktivaldsa, ¢és a tumor mikrokornyezetének

immunstimulalova alakitsa.

Az immunterapia fo formai a kdvetkezo 6t kategoridba sorolhatok (1. abra):

Célzott antitestek: Ezek kozé tartoznak a monoklonalis antitestek, amelyek

daganatspecifikus antigéneket céloznak (pl. HER2, EGFR, CD20). Az antitestek

tumorsejtekhez valé kotddése olyan effektor funkciokat indit el, mint az antitestfiiggd
sejtkozvetitett citotoxicitds, a komplementfiiggd citotoxicitas (CDC), valamint a receptor
gatlas vagy internalizacid (Paul et al., 2024). Emellett megjelentek az 0j generacios
bispecifikus antitestek, példaul a BiTE-ok (bispecific T-cell engagers), melyek képesek a
T-sejteket kozvetleniil a tumorsejtekhez irdnyitani (6)

Immunmodulédtorok (checkpoint-gatlék): Az adaptiv immunvélasz kulcsfontossagu

szabalyozoi a checkpoint molekulak, mint a CTLA-4, PD-1 és PD-L1, amelyek gétoljak
az aktivalt T-sejtek tulzott reakciojat. Ezek gatlasa monoklonalis antitestekkel (pl.
ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab) lehet6vé teszi az effektor sejtek ujraaktivalasat,
kiilondsen olyan daganatokban, ahol az immunmikrokornyezet ,hideg” tipust. Ezek a
checkpoint-gatlok tobb daganattipusban javitottak a talélést, és ma mar a klinikai gyakorlat

részét képezik (7)(8)

Onkolitikus virusok: Genetikailag modositott virusok, amelyek szelektiven fertdzik és
lizaljdk a daganatsejteket, mikézben tumorellenes immunvalaszt indukélnak. Kettds
hatasuk — kozvetlen tumorlizis és immunstimulacidé — eldényt jelent mas terapids
modszerekhez képest (9). Klinikai szempontbol legismertebb példdja a talimogene
laherparepvec (T-VEC), amely herpes simplex virus alapu, és melanomaban engedélyezték
(10)

Tumorvakcindk: A daganatsejtekrél szarmazd tumor-asszocidlt antigének (TAA) vagy

neoantigének segitségével stimuldljak a tumorspecifikus immunvalaszt. A személyre

szabott vakcindk, kiilondsen mRNS-alapu platformokon, 0j lehetdségeket kindlnak a szolid

crer
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Adoptiv sejtterapidk (ACT): Az ACT az immunterapia egyik korszerli megkdzelitése,

amelynek 1ényege, hogy a betegbdl vagy donorbol szarmazé immunsejteket laboratériumi
koriilmények kozott izolaljak, aktivaljak, esetenként genetikailag moddositjak, majd

visszajuttatjak a szervezetbe a daganatsejtek célzott elpusztitdsa érdekében. Ezen terapias

"o

stratégia célja az immunvalasz megerdsitése olyan esetekben, amikor a szervezet

természetes immunmiikkddése nem elegendd a tumorellenes hatashoz (12)(13).

Antitest- , <« % | Adoptiv
terapiak | sejtterapiak

%*\k
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\.
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1. abra: Az immunonkoldgiai terapias megkozelitések o tipusai és hatismechanizmusai.

(1) Antitest-alapu terapidk — beleértve a monoklonalis antitesteket és bispecifikus ellenanyagokat,
amelyek kozvetleniil célozzak a daganatsejteket vagy kozvetitik az immunsejtek tumorsejtekhez valo
iranyitasat (pl. ADCC, CDC aktivacio).

(2) CAR-T és CAR-NK sejtes terapidk — genetikai Gton moédositott T- vagy NK-sejtek alkalmazasa,
amelyek kiméra antigénreceptor (CAR) révén ismerik fel és pusztitjdk el a tumorspecifikus
célfehérjéket kifejez6 hematologiai daganatokat.

(3) Onkolitikus virusok — szelektiven daganatsejteket fert6z6 és lizist okozo virusok, amelyek egyuttal
serkentik a daganatspecifikus immunvalaszt is, igy kettds terapias hatast fejtenek ki.

(4) Tumor vakcindk — célzott immunizécios stratégiak, amelyek tumor-asszocialt vagy neoantigéneket
tartalmaznak, elésegitve a tumorspecifikus T-sejtes immunvalasz kialakulasat.
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(5) Immunellen6rzépont-gatlok (checkpoint inhibitorok) — példaul PD-1/PD-L1 vagy CTLA-4 blokkolo
antitestek, amelyek feloldjak a tumor mikrokornyezet altal kivaltott T-sejt inaktivaciot, lehetévé téve a
hatékonyabb adaptiv immunvalaszt.

Az immunterapias stratégiak sokfélesége jol mutatja, hogy a daganatok elleni kiizdelemben
szamos, egymastol eltérd biologiai mechanizmus kiaknazasara van lehetéség. Egyes
megkdzelitések elsdsorban a daganatsejtek kozvetlen felismerésére €s eliminacidjara épitenek,
mig masok a tumor mikrokdrnyezetének atformalasan keresztiil igyekeznek kedvezo feltételeket
teremteni az immunrendszer szamara. A ko6zOs cél minden esetben a szervezet sajat
védekezOrendszerének mozgositasa €s a tartds antitumor immunitas kialakitasa, amely nemcsak a
primer daganat visszaszoritasat, hanem a relapszus és a mikrometasztazisok kialakuldsanak
kivédését is lehetove teszi.

A célzott antitestek €s a checkpoint-gatlok kiemelkedden hatékonyan képesek fokozni az
endogén immunvalaszt azaltal, hogy blokkoljak a tumorsejtek 4ltal mikddtetett
immunszuppressziv mechanizmusokat vagy kozvetleniil iranyitjak az effektor sejteket a daganat
ellen (14). Ezzel szemben az onkolitikus virusok kettds hatasuk révén — tumorlizis és
immunstimulaci6 — képesek atalakitani a tumor kornyezetét (15), mig a tumorvakcindk a
tumorspecifikus antigének bemutatasaval hozzajarulnak a T-sejt- €s B-sejt-valasz ujrainditasdhoz
(16).

Ugyanakkor ezen megkozelitések tobbsége nagyrészt a beteg meglévé immunfunkcidinak
megerdsitésére épit. Ez azt jelenti, hogy hatékonysaguk erdsen fligg a paciens immunrendszerének
alapallapotatél (ugynevezett ,,immun-fitness”), az immunsejtek mennyiségétdl és funkcionalis
€pségétdl, valamint attdél, hogy a tumor ,,immunoldgiailag forré” (magas immuninfiltraciot
mutatd) vagy ,,immunolédgiailag hideg” (alacsony immunogenitast, erésen immunszuppressziv)
fenotipust képvisel. A ,forrd6” tumorokban az immunterdpids beavatkozdsok gyakrabban
hatékonyak, mig a ,hideg” tumorokban a valaszarany joval alacsonyabb. Utobbi esetben az
immunsejtek nem képesek megfelelden infiltralni a tumorstromat, illetve nem tudnak aktivalédni
a daganat mikrokdrnyezetében (TME) (17). Ebben a kontextusban kiilondsen nagy jelentdségiiek
az adoptiv sejtterapidk (ACT), amelyek nem pusztan az endogén immunvalaszt erdsitik, hanem ex
vivo manipuldlt és célzottan modositott immunsejtek bevitelével képesek 1) funkciokat és tartos
tumorellenes aktivitast biztositani. Az ACT tehat egy olyan innovativ platform, amely kdzvetleniil

beavatkozik az immunrendszer miikodésébe, és 1) lehetdséget nyit a rezisztens vagy nehezen

crer
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3.2.Adoptivimmunterapiak

Az adoptiv sejtterapiak teriilete a modern onkoldgiai immunterapia legigéretesebb agat
jelentik, amelynek lényege, hogy autolég vagy allogén immunsejteket izolalnak, in vitro
aktivalnak és/vagy genetikailag modositanak, majd visszajuttatnak a beteg szervezetébe a
daganatsejtek célzott elpusztitasa érdekében (19). Fontos hangsulyozni, hogy a modszer nem
csupan a meglévo immunvalasz erdsitését célozza, hanem olyan funkcionalis tulajdonsagokkal is
felruhazhatja az immunsejteket, amelyek természetes allapotukban hidnyoznak, példaul fokozott
tumor-specifikus felismerés vagy jobb tlélési €s proliferacids képesség.

Az ACT koncepcidja az 1980-as évek végeén sziiletett meg, amikor Rosenberg ¢€s
munkatarsai eldszor alkalmaztak tumor infiltralé limfocitakat (TIL) melanoma kezelésében (20).
Azota a teriilet folyamatosan boviilt, és napjainkra az ACT szamos formdja valt klinikai
vizsgalatok targyava. A legfontosabb megkozelitések koz¢ tartoznak a TIL-terdpia, a rekombindns
T-sejt receptor (TCR) terapia, valamint a kiméra antigén receptorral ellatott T- és NK-sejt alapu

terapiak (CAR-T és CAR-NK-sejtek).
3.2.1. Tumor infiltralé limfocita (TIL) terapia

A tumor infiltralé limfocita (TIL) terapia alapja, hogy a tumorok mikrokornyezetében
természetes modon jelen vannak olyan T-sejtek, amelyek képesek felismerni a tumor-asszocialt
antigéneket vagy a daganatokban megjelend neoantigéneket. Ezek a T-sejtek az immunrendszer
természetes tumorellenes valaszanak részeként penetraljdk a daganatot, azonban a tumor
mikrokornyezetének  immunszuppressziv  hatdsai gyakran gatoljak miikodésiiket  és
proliferaciojukat (21). A TIL-terapia célja ezen sejtpopulaciok izolalasa a daganat gatlo
mikrokornyezetébdl, majd in vitro expanzidval és aktivacidoval olyan mennyiségli és
funkciondlisan aktiv T-sejt eldallitdsa, amely klinikai hatast képes kivaltani a kezelt beteg
szervezetében.

A sejtterapias készitmény eldallitasat tekintve, a TIL-eket a miitéti mintabol izolaljak, majd
laboratoriumi koriilmények kozott nagy mennyiségben felszaporitjak, jellemzdéen citokinek —
példaul IL-2 — szupplementaciojaval (21). Ez az ex vivo kornyezet lehetdvé teszi, hogy a T-sejtek
ujraaktivalodjanak és proliferaljanak, felszabadulva a tumorban jelenlévé immunszuppressziv
hatasok gatlasa alol. A visszajuttatott TIL-ek igy képesek kozvetlen citotoxikus tdmadast inditani

a tumorsejtek ellen, valamint eldsegitik a tumorellenes immunvalasz 0jboli kialakuldsat a
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szervezetben (22). Szamos vizsgalat ramutatott arra is, hogy a TIL-terapia soran kialakulhat
immunologiai memoria, amely hossza tava tumorellenes védelmet biztosit a betegek szamara (23).
A terapia egyik legnagyobb elonye, hogy a neoantigének széles spektrumat képes felismerni, igy
a tumor jelentds genetikai és fenotipusos heterogenitasa ellenére is hatékony lehet (24). Ez
kiilondsen fontos, mivel sok daganatban a mutacios terhelés magas, és a heterogén antigén-
expresszio gyakran a terapias rezisztencia egyik f0 oka.

A TIL-terapia eddigi legnagyobb sikereit a metasztatikus melanoma kezelésében érte el,
ahol olyan betegeknél is tartos, akar tobb évig fennmarado betegségmentes talélést dokumentaltak,
akiknél mas kezelések kudarcot vallottak (25). A klinikai vizsgélatokban a vélaszarany 20-40%
kozott mozgott, komplett remissziok mellett, amelyek egy része tobb, mint 6t évig fennmaradt
(26). Ez kiilondsen figyelemre méltd, mivel a melanoma korabban rendkiviil rossz progndzisu
daganatnak szamitott. A TIL-terapia hatékonysagat melandémakban részben azok magas mutécios
ratdja magyardzza, amely szamos neoantigén megjelenését eredményezi. Jelenleg tobb klinikai
vizsgalat zajlik méas daganattipusokban is (pl. méhnyak-, tiid6- és vesedaganat), amelyek célja a
moddszer szélesebb korti alkalmazhatdsaganak igazolasa (27).

Ugyanakkor a TIL-terapia szamos kihivassal kiizd. Az egyik f6 nehézség a sejtek
eloallitdsa: a daganatszovetbdl megfeleldé mennyiségii és mindségli TIL kinyerése és expanzioja
iddigényes és koltséges folyamat, amely specialis laboratdriumi infrastrukturat igényel. Emellett
a kezeléshez sziikséges tumorminta nem minden esetben all rendelkezésre, ¢s nem minden
daganattipusban mutathat6 ki kelld mennyiségben TIL (28). A hatékonysag erdsen fligg a daganat
immunolédgiai profiljatoél is: az Un. ,,immunologiailag forr6” tumorokban, ahol magas az
immuninfiltracidé, a TIL-terdpia jobban alkalmazhatd, mig a ,hideg” tumorokban, alacsony
immunogenitas mellett a siker esélye kisebb (29).

A TIL-terapidk jovObeni fejlesztésének egyik fontos irdnya az izolalt effektor sejtek
genetikai modositasa (pl. checkpoint receptorok kiiitése, citokintermelés fokozésa), amelyek célja
a perzisztencia és a tumorellenes aktivitds novelése, valamint a tumormikrokdrnyezet gétld

hatasainak lekiizdése.

3.2.2. Génmodositott immunsejt terapiak

A TIL-eken alapuld adoptiv sejtterapia sikerei ravilagitottak arra, hogy a tumor-specifikus

T-sejtek hatékonyan alkalmazhatok tartos daganatellenes immunvélasz kivaltasara. Ugyanakkor a
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TIL-terapia klinikai alkalmazasat jelentdésen korlatozza, hogy a megfeleld6 mennyiségli és
mindségli TIL-ek kinyerése €s expanzidja csak bizonyos daganattipusokban lehetséges, a folyamat
iddigényes és koltséges, valamint a tumor mikrokdrnyezet immunszuppressziv tényez0i gyakran
gatoljak a terapids hatast (30). Mindez arra Osztondzte a kutatdkat, hogy olyan alternativ
megoldasokat fejlesszenek, amelyek specifikusabbak, univerzalisabban alkalmazhatok és kevésbé
figgenek a beteg kiinduldsi immunstatuszatol. Igy sziiletett meg a génmodositott
immunsejtterapidk koncepcioja, amely lehetdvé teszi az effektor sejtek funkcidinak atalakitasat, uj
specificitasok bevezetését, valamint a tumormikrokornyezet gatld hatasainak részleges lekiizdését
(31).

A génmoddositott immunsejt-terdpiak koziil az egyik legfontosabb megkozelités a
szintetikus T-sejt receptorokon (TCR) alapu terapia. Ennek soran a T-sejteket olyan transzgénnel
moddositjak, amely egy meghatarozott tumorspecifikus antigént felismerd T-sejt receptort (TCR)
kodol. Az igy létrejott TCR-modositott T-sejtek képesek felismerni az adott antigént bemutatod
peptid-MHC komplexeket, és célzott immunvalaszt inditani ellene (32). A TCR-alapt terépia
legnagyobb eldnye, hogy intracellularis antigéneket is képes célba venni, amelyek antitestekkel
(vagy a késobb bemutatasra keriil6 kiméra antigén receptorokkal) nem hozzaférhetéek. Ez a
tulajdonsag kiilondsen értékes olyan tumorok esetében, ahol az egyedi, tumorspecifikus felszini
célpontok szama €s megjelenése korlatozott, ugyanakkor jol definialt intracellularis fehérjék allnak
rendelkezésre (33).

Klinikai vizsgalatok igazoltdk a megkozelités mikodoképességét: példaul a NY-ESO-1 és
MAGE-A3 antigének ellen iranyitott TCR-T sejtek bizonyos szarkomakban ¢és melanomaban
igéretes eredményeket mutattak, tobb betegnél dokumentaltak részleges vagy teljes remissziot (34)
(35). Ezek az eredmények fontos mérfoldkovet jelentettek az adoptiv immunterapia fejlodésében,
hiszen bebizonyitottak, hogy a T-sejtek genetikai modositasaval kiterjeszthetd az antigénfelismerd
repertoar €s specifikusabb tumorellenes immunvalasz érheto el.

Mindazonaltal a TCR-alapu terapiaknak tobb jelentds korlatja van. Az egyik legnagyobb
kihivast a HLA-restrikcio jelenti, hiszen a TCR csak meghatarozott HLA-all¢él altal prezentalt
peptidet képes felismerni. Mivel a daganatok gyakran csokkentik az MHC expressziojukat vagy
mas modon manipuldljadk az antigén-prezentacios Utvonalaikat, gyakran elkeriilik a TCR-
modositott sejtek tdmadasat (36). Sulyos problémat jelenthet az off-target toxicitas is: ha a

modositott TCR alacsony affinitdssal felismer egy egészséges szovetben expresszalodo peptidet,
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az potencialisan ¢életveszélyes mellékhatasokhoz vezethet (37). Végiil a tumor mikrokodrnyezet
immunszuppressziv hatasai — példdul a PD-L1 expresszid, a TGF-B jelenléte vagy az
immunszuppressziv sejtek (Tree, MDSC) felhalmozddasa — szintén erdsen csokkenthetik a TCR-
modositott sejtek proliferaciojat és tartds aktivitasat (38).

E kihivasok lekiizdésére szamos innovativ génmodositasi stratégia sziiletett, amelyek célja
az immunsejtek tumorellenes hatékonysaganak fokozasa. Az egyik irany a checkpoint-molekulak
genetikai kititése (pl. PD-1, CTLA-4, LAG3), amellyel megakadalyozhat6 a sejtek kimertiilése, €s
azok igy ellenallobbd valnak a daganatok altal kozvetitett gatlo jelekkel szemben (39). Mas
fejlesztések a citokintermelés fokozasat célozzak, példaul IL-2, IL-12 vagy IL-15 beépitésével,
amelyek serkentik a sejtek proliferaciojat és elosegitik az immunrendszer tovabbi komponenseinek
aktivalasat (40). Szintén igéretes megkozelités a domindns-negativ receptorok alkalmazasa,
amelyek blokkoljak a tumorsejtek altal kibocsatott immunszuppressziv jeleket (41) (2. abra).

Ezek a fejlesztések jol mutatjak, hogy a génmodositott immunsejtterapidk dinamikusan
fejlodo tertiletet képviselnek, ahol a cél nem csupan a sejtek tumorellenes specificitdsanak

ndvelése, hanem azok perzisztencidjanak és funkciondlis aktivitisanak tartds biztositasa is.

Génmodositas

&
Nativ immunsejt /I‘ Génmodositott
(T vagy NK sejt) immunsejt

- MBIV Y

T-sejt receptor (TCR) :
Kiméra antigén receptor (CAR)
Immun-checkpoint gatldk

Citokin-receptorok ?

MIQIA

2. abra: Génmodositott immunsejt terapiak

A klinikumban alkalmazott génmodositott immunsejt-terapiak 0j lehetdséget kinalnak a daganatos
betegségek hatékony kezelésére. A folyamat soran a paciens immunsejtjeit (leggyakrabban T- vagy NK-
sejteket) molekularis bioldgiai technikékkal genetikailag modositjak. Az igy 1étrehozott sejtek képesek
uj felszini receptorok, jelatviteli fehérjék és szolubilis molekuldk — gyakran antitestek —
expresszidjara. Ezek a modositott elemek eldsegitik a tumorsejtek célzott felismerését, valamint
hozzajarulnak a daganat mikrokdrnyezetében jelen 1év6 immunszuppressziv folyamatok lekiizdéséhez.
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Mindezek a fejlesztések jol szemléltetik, hogy a génmodositott immunsejtterapidk a
daganatellenes immunonkolégia egyik legdinamikusabban fejlédé iranyat képviselik, ahol a
kutatasok fokusza nem csupan az antigénfelismerés pontossaganak novelésére, hanem a sejtek
tartdés fennmaradasanak, funkcionalis aktivitdsanak és biztonsdgossaganak biztositasara iranyul.
Ebbe a széles korti kutatdsi spektrumba illeszkedik a kiméra antigén receptorral (CAR) médositott
T-sejtek terapidja is, amely az elmult évtizedekben kiemelt figyelmet kapott, és mara az

immunonkologia egyik legismertebb és legigéretesebb megkdzelitéséveé valt.

3.3.A kiméra antigén receptorokon alapulo T-sejt terapia

3.3.1. A CAR T-sejt terapiak biologiai hattere

A CAR T terapia alapvetd ujdonsaga abban rejlik, hogy a paciens sajat T-limfocitait genetikai
uton ruhdzzak fel egy mesterséges receptorral, amely egyesiti a monoklondlis antitestek
antigénfelismerd specificitasat a T-sejtek jelatviteli és effektor funkcidival, igy egyediilalléan
célzott és erdteljes tumorellenes valaszt tesz lehetove (42). A terapids eljaras O lépései kozé
tartozik a beteg periférids vérébol szarmazéd T-sejtek izolalasa és aktivalasa, a CAR-konstrukcio
génjének — leggyakrabban retroviralis vagy lentiviralis vektorokkal torténd — bejuttatasa, majd az
expanzalt CAR T-sejtek autolog transzfuzioja. A terapias hatékonysagot rendszerint limfoablativ
elokezelés fokozza, amely a kompetitiv endogén limfocitapopulaciok kiiktatdsaval elosegiti a

transzferalt sejtek proliferacidjat és perzisztenciajat (43). (3. abra)
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3. abra: A CAR T sejt terapia sémaja

A kiméra antigénreceptor (CAR)-alapli immunterapia bioldgiai alapelve, hogy a beteg sajat T-sejtjeit
genetikailag modositjak a tumorspecifikus felismerés és elpusztitas érdekében. A kezelés soran a
paciens periférias vérébdl izolalt T-sejteket laboratoriumi koriilmények kozott aktivaljak és
felszaporitjak, majd bejuttatjak a CAR-fehérjét kodold gént viralis (pl. retro- vagy lentivirus) vagy nem
viralis (pl. transzpozicios, elektroporacios) modszerekkel. Az igy l1étrehozott CAR-T sejtek stabilan
expresszaljak a kiméra antigén receptort, amely lehetdvé teszi a daganatsejtek célzott felismerését és
azok elpusztitasat. A sejtek ex vivo felszaporitasa utan a terapias dozisban eléallitott CAR-T sejteket
visszainfundaljak a beteg szervezetébe, ahol képesek a tumorspecifikus immunvalasz kivaltasara €s a
daganatos sejtek elpusztitasara.

A T-sejteket aktivalni képes CAR molekuldk alapvetd szerkezeti felépitése négy
komponensbdl all: (i) egy extracellularis antigénfelismerd doménbdl, amely jellemzden egy
monoklondlis antitestbdl szdrmazo egyetlen lancbol 4llo variabilis fragmentum (scFv), (ii) egy
“hinge” régiobol, amely a flexibilitast biztositja, (iii) egy transzmembran régiobol, amely a
receptor stabilitasat rogziti, valamint (iv) egy vagy tobb intracellularis jelatvivd doménbdl (pl.

CD3( elsédleges aktivacids motivumként, kiegészitve kostimulacios doménekkel, mint a CD28

vagy a 4-1BB) (44).
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4. abra: A kiméra antigén receptorok alapvetd szerkezete és generacioi.

A kiméra antigénreceptor (CAR) egy mesterséges, T-sejtek felszinén expresszalodod receptor, amely
lehetévé teszi a tumorsejtek antigén-specifikus felismerését és eliminalasat MHC-fiiggetlen modon. A
receptor szerkezete modularis: az extracellularis egylancu variabilis fragmentum (scFv) felel az antigén
felismeréséért, mig a hinge- és transzmembran régiok a receptor rugalmassagat ¢€s stabil
membranhorgonyzasat biztositjak. Az intracellularis domének a T-sejt aktivacidjat €s jelatviteli folyamatait
iranyitjak.

Az els6 generacids CAR-ok kizarélag a CD3( jelatviteli lancot tartalmazzak. A masodik generacios
konstrukciok egy tovabbi kostimulaciés doménnel (pl. CD28 vagy 4-1BB) bdviilnek, ami fokozza a T-
sejtek aktivitasat és élettartamat. A harmadik generacios CAR-ok t6bb kostimulacios domént kombinalnak
(pl. CD28 és 4-1BB), ezzel tovabb ndvelve az immunvalasz hatékonysagat. A negyedik generacios CAR-
ok, mas néven TRUCK-ok, tovabbi géneket hordoznak, példaul citokinek (pl. IL-12) vagy apoptozis-
indukald fehérjék kodjat, lehetdévé téve a tumorkornyezet célzott immunmodulacidjat és az
immunszuppressziv folyamatok elleni hatékony fellépést.

A CAR molekuldk moduléris felépitésének rugalmassaga nem csupan a célantigén

felismerésének és a T-sejt aktivacidjanak lehetdségét teremtette meg, hanem alapot adott a
kiilonbdzd generacids konstrukciok kifejlesztéséhez is. A kezdeti, ugynevezett elsd generdcids
CAR-ok csupan a CD3-zéta (CD3() jelatvivd domént tartalmaztak, igy bar képesek voltak az
antigénspecifikus aktivaciora, proliferacios kapacitasuk és in vivo perzisztencidjuk korlatozott
maradt (45). A masodik generacids konstrukciokban egyetlen kostimulaciés domén (pl. CD28
vagy 4-1BB) hozzidadasaval jelentdsen fokozodott a sejtek tulélése és funkcionalis aktivitasa,
amely a klinikai alkalmazasok els6 nagy attdrését hozta (46). A harmadik és negyedik generacios

CAR-ok tovabbi fejlesztései — tobb kostimuldciés motivum integralasa, illetve citokintermelést
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serkentd vagy biztonsagi kontrollokat biztositd gének beépitése — 01j szintre emelték a terapias
potencialt (47). (4. abra)

A CAR-ok molekularis szerkezetébdl levezethetoek a terapia legfontosabb biologiai
elényei is. Mindenekeldtt képesek alacsony szintli tumorantigén-expresszid mellett is hatékony
immunvalaszt fenntartani, ami jelentdsen mérsékli az antigénvesztés vagy downregulacié utjan
kialakulod terapias rezisztencia veszélyét (48). Ez kiilondosen lényeges olyan hematologiai
malignitasokban, ahol a célantigén (példaul CD19) expresszioja heterogén lehet, és a klasszikus
antitestterapidk (pl. rituximab) esetén gyakran megfigyelhetd relapszushoz vezet (49). A CAR T
sejtek ezen képessége hozzajarul a tartésabb klinikai valaszokhoz még olyan betegekben is, akik
korabban refrakternek bizonyultak tobbvonalas kezeléssel szemben.

Egy masik kulcsfontossagu eldnyiik, hogy a T-limfocitak endogén kemokin- és adhézids
receptor halozatuk révén képesek aktivan extravazalodni és belépni a tumorszovetekbe, lehetove
téve szamukra, hogy kozvetleniil kapcsolatba lépjenek a daganatsejtekkel. Ezzel szemben a
monoklonalis antitestek biodisztribuciojat erdsen korlatozza a daganat mikrokornyezetének
szerkezete, kiilondsen a stirli extracellularis matrix €s az abnormalis érellatas, amelyek gatoljak a
gyogyszermolekuldk penetraciojat (50). A CAR T sejtek tehat nem pusztan keringd effektoroknak
tekinthetéek, hanem olyan dinamikusan mikodé oOlosejteknek, amelyek képesek bejutni a
neoplasztikus szovetekbe. Ez a tulajdonsadguk kiilondsen elénydssé teszi Oket a szolid tumorok
elleni terapidban is, bar ezen a teriileten a gyakorlati, klinikai alkalmazas még mindig szdmos
nehézségbe litkozik.

A CAR T sejtek harmadik kiemelkedd sajatossdga a hosszu tava perzisztencia, amely
lehetové teszi a daganatellenes immunitas fenntartasat a kezdeti terapids beavatkozast kovetden.
Klinikai vizsgalatok €és hossza tava utankovetések egyarant igazoltak, hogy az infundalt CAR T
sejtek a paciens szervezetében akar évekig, sOt egyes esetekben tobb, mint egy évtizeden at
detektalhatok maradtak, mikdzben funkciondlisan aktiv dllapotban biztositottdk a daganatmentes
talélést (51). Ez a jelenség éles kontrasztban 4ll a monoklonalis antitestek viszonylag rovid felezési
idejével és a kezelés sziikségszerli ismétlésével.

Ezen egyediilalld tulajdonsagok Osszessége — az antigénvesztéssel szembeni csokkent
érzékenység, a tumorszovetekbe torténd aktiv migracid képessége, valamint a hosszu tava
perzisztencia — teszi a CAR T sejteket a jelenlegi immunterapids repertoar egyik legigéretesebb

eszkozévé. Ennek eredményeképpen a CAR T sejtek képesek lettek nemcsak erdteljesebb és
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tartésabb tumorellenes valasz kivaltasara, hanem adaptéalhatok kiilonbozo klinikai kornyezetekhez
is, ami a modern immunonkoldégia egyik legjelentésebb ¢s legdinamikusabban fejlodd terapias

platformjava tette Oket.
3.3.2. A CAR T-sejt terapia klinikuma és perspektivai

Az elmult évtizedben a CAR T sejtes terapiak attorést hoztak a hematoldgiai malignitasok
kezelésében. A , klasszikus” CD19-ellenes CAR T konstrukciok — mint példaul a tisagenlecleucel
(52) ¢és az axicabtagene ciloleucel (53) — relapszalt/refrakter B-sejtes akut limfoblasztos
leukémiaban (ALL) és diffiz nagy B-sejtes limfomaban (DLBCL) igen magas valaszaranyokat
értek el (54). A klinikai vizsgalatok eredményeit 6sszegz0 nagy kohortokban 70-90 % kozotti
objektiv valaszarany (ORR) ¢és 40-60 % koriili teljes remisszids aranyrdl (CRR) referdlnak
(55)(56).

A hosszt tava eredmények is biztatoak: egy szisztematikus attekintés és metaanalizis
kiilondsen a CD19-alapu CAR T kezelések hosszu tavl kimenetelét vizsgalta, beleértve a tartos
valaszokat és a mellékhatasok eléforduldsat is (57). A kdzlemény megéallapitotta, hogy sok beteg
esetében a CAR T-sejtek évekig fennmaradnak, €s tartdos immunoldgiai kontrollt biztositanak.

A hematolédgiai daganatokban elért eredmények jo1 mutatjak a CAR T teréapia jelentdségét,
ugyanakkor fontos hangsulyozni, hogy nem minden hematoldgiai malignitas reagal egyforman
kedvezden. Példaul relapszalo/refrakter akut mieloid leukémidban (AML) eddig csupan mérsékelt
hatékonysagot lathatunk, amit részben a megfeleld, egyértelmiien specifikus célantigének hianya,
részben pedig az infundalt T-sejtek funkcionalis kimeriilése magyardz (58). Ez jol mutatja, hogy a
CAR T terapia klinikai sikeressége erdsen fligg a valasztott célfehérjétdl, a tumor immunbiologiai
kornyezetétol, valamint a sejtek hossza tavi perzisztencias képességétol.

Szolid tumorok esetében a CAR T sejtek klinikai hatékonysaga eddig korlatozott maradt,
amit tobb tényezd egyiittes hatdsa magyaraz. Az egyik legnagyobb kihivast a célantigének
heterogén és gyakran alacsony szintli expresszidja jelenti, amely hozzajarul a daganatsejtek
immunologiai menekiilés¢hez (59). Emellett a tumormikrokdrnyezet immunszuppressziv
komponensei — példaul a regulatorikus T-sejtek, a mieloid eredetii szupresszor sejtek, valamint az

immuninhibitoros citokinek (TGF-f, IL-10) — szintén jelentdsen rontjak az infundalt CAR T sejtek

crer
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hajlama hosszabb tdvon korldtozza az immunvalasz fenntarthatosdgat, ami kiilondsen szolid
tumorokban okoz terapids kudarcot (61).

A kdzelmultban azonban szamos uj klinikai vizsgalat indult, amelyek célja ezen akadalyok
lekiizdése. Egy 2023-ben publikalt fazis I-es vizsgalatban a GD2-CAR T sejtek neuroblastomas és
egyéb GD2-pozitiv szolid tumoros betegek kezelésében igéretes eredményeket mutattak: a 27
kezelt betegbdl 9-nél mértek klinikai javulast, kdztiik parcialis remissziot és stabil betegséget (62).
Hasonloan, a HER2-ellenes CAR T konstrukciok kiilonboz6é indikaciokban — glioblastoma,
emlddaganat, gyomorrdk és colorectalis karcindma — is vizsgalat alatt allnak (63) (64). A
legfrissebb adatok szerint ezek a terapidk biztonsdgosnak bizonyultak alacsonyabb ddzisban, €s
bizonyos betegekben objektiv tumorvalaszt is eredményeztek, bar széles korti klinikai
hatékonysaguk még nem bizonyitott. A mesothelin (MSLN) célponti sejtes immunterapiak
igéretes eredményeket mutatnak szolid tumorokban. A gavo-cel (TC-210) neviit MSLN-specifikus
TRuC-T sejtterapia fazis I/Il vizsgéalataban a 6 honapos teljes talélési arany 70,2% volt, mig a
median progresszidmentes tulélés 5,6 honapnak bizonyult mesotheliomédban és 5,8 honapnak
petefészekrakban (65).

A klinikai és preklinikai tapasztalatok vilagosan ravilagitottak arra, hogy a CAR T sejtek
terapias potencialjanak maximalis kiaknazésa €s biztonsadgos alkalmazasa mind hematolégiai,
mind szolid tumorok esetében folyamatos konstrukciofejlesztést tesz sziikségessé. Bar a CD19-
ellenes CAR T sejtek attorést hoztak a B-sejtes malignitdsok kezelésében, a relapszusok, az
antigénvesztés, valamint a mellékhatasok kezelése tovabbra is komoly kihivast jelent (66). E
problémakra reflektdlva szamos innovativ kutatdsi irany alakult ki, amelyek célja a sejtek

Az egyik igéretes stratégia a bi- €s multispecifikus CAR konstrukciok fejlesztése. Ezek a
receptorok tobbféle tumorantigén felismerésére képesek, igy jelentdsen csokkenthetik az
antigénvesztésbol eredd rezisztencia kialakuldsat (67). Mig szolid tumorokban az
antigénheterogenitds miatt kiilondsen eldnydsek, hematoldgiai betegségekben — példaul
kiajulod/refrakter ALL vagy DLBCL esetében — is csokkenthetik a CD19-negativ kitjulasok
aranyat (68).

Hasonlo jelentdséggel bir a kostimulacios domének optimalizalasa, amely a CAR jelatvitel
¢s sejtfunkcio egyik kulcsfontossdgi modulatora. A masodik generacids konstrukciokba beépitett

CD28 vagy 4-1BB domének mar onmagukban is jelentdsen javitottdk a CAR T sejtek
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perzisztencidjat és proliferaciojat. Az utobbi években azonban megjelentek 0j kostimulator
domének (2B4, OX40) és kombinalt megkozelitések, amelyek a gyors effektor-aktivaciot a
hosszan fennmaradé memoriasejt-valasszal 6tvozik, igy kiillondsen elonydsek lehetnek agressziv
hematoldgiai malignitasokban és a gyorsan progresszald szolid tumorokban (69).

Az 0jabb fejlesztések kozé tartoznak az tigynevezett ,,armored” CAR T sejtek, amelyek
nem pusztan citotoxikus effektor sejtek, hanem a tumormikrokdrnyezet aktiv modulatorai is. Ezek
a sejtek képesek immunstimulalo citokinek (pl. IL-12, IL-18, IL-15), vagy akar checkpoint-gatlo
molekuldk (pl. PD-1 blokkolo antitestek) szekréciojara. Ezaltal képesek ellensulyozni a tumor altal
kozvetitett immunszuppressziv hatasokat, javitva a lokalis immunvalaszt és fokozva a tumorlizist
(70). Az ,,armored” CAR-ok kiilondsen igéretesnek bizonyulhatnak olyan szolid tumorokban, ahol
a T-sejt-infiltracio és aktivitas jelenleg korlatozott.

A fejlesztések masik hangsulyos iranya a precizids genetikai modositasok alkalmazasa. A
CRISPR/Cas9-technolégia lehetdve teszi olyan negativ regulatorok — példaul a PD-1, LAG-3 vagy
CTLA-4 — kiiitését, amelyek kronikus antigénexpozicio mellett T-sejt-kimeriiléshez vezetnek. A
checkpoint-molekuldk genetikai inaktivalasa eldsegitheti a CAR T sejtek tartds aktivitasat,
perzisztencidjat és ellendllasat a tumormikrokdrnyezet immunszuppressziv hatdsaival szemben
(71). Emellett a metabolikus ttvonalak médositasa — példaul a mitokondrialis biogenezis fokozasa
vagy az oxidativ stressz elleni védelem erOsitése — szintén hozzajarulhat a CAR T sejtek
tulélésének €s hatékonysaganak noveléséhez (72).

Napjainkban a CAR T sejtekkel kapcsolatos klinikai eredmények egyszerre vilagitanak ra
a koncepcio forradalmi potencialjara €s a tovabbi fejlesztések szlikségességére. A multispecifikus
CAR-ok, a kostimulaciés domének optimalizaldsa, az ,,armored” konstrukcidok és a precizios
genetikai modositasok egyiittesen olyan 01j generacios stratégiak alapjat képezik, amelyek képesek
lehetnek 4thidalni a hematologiai és szolid daganatok kozotti terdpids kiilonbségeket, és

kiterjeszteni a CAR-alapt immunterapidk klinikai hasznat egyre szélesebb betegpopulaciokra.

3.3.3. A CAR T-sejt terapia korlatai

Az elmult évek soran egyértelmiivé valt, hogy a CAR-T sejtek bar rendkiviil hatékony
immunterapias eszkozok, mikodésiik szdmos olyan kockazattal jar, amely mind a betegek

tulélését, mind az egészségiigyi rendszerek szdmara vald hozzaférhetdséget komolyan érinti.
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Egyrészt a terapidhoz kapcsolodd mellékhatasok, példaul a citokin-medialt toxicitas, kozvetleniil
veszélyeztetik a betegek életét, és intenziv korhazi ellatast igényelhetnek. Masrészt a terdpia
célzott jellege miatt a daganatok képesek alkalmazkodni, ami hosszii tavon a hatékonysag
csokkenéséhez és relapszushoz vezethet. Végiil, de nem utolsésorban, a kezelés technologiai és
logisztikai hattere is szamos nehézséget hordoz: a személyre szabott gyartasi folyamat rendkiviil
koltséges, idoigényes és sok esetben kivitelezhetetlen, mikozben az allogén alkalmazas kisérleteit

stlyos immunologiai komplikéaciok korlatozzak.

3.3.3.1. Citokinmedialt toxicitas

crer

felszabadulasi szindroma (cytokine release syndrome, CRS). Ez a folyamat nem pusztan a CAR-
T sejtek sajat citokintermelésének kovetkezménye, hanem egy Osszetett immunlancreakcio
eredménye. Amikor a CAR-T sejtek felismerik és megtdmadjak a célsejteket, aktivalodasuk soran
szamos citokint - példaul interferon-y-t (IFN-y) és tumor nekrozis faktor-o-t (TNF-a) -
szabaditanak fel. Ezek a mediatorok mas immunsejteket, kiilondsen a monocitdkat ¢és
makrofagokat is aktivaljak, amelyek ezutan nagymennyiségli interleukin-6-ot (IL-6) ¢és mas
gyulladasos citokineket termelnek. A monocitdk és makrofagok tulzott aktivitasa igy a CRS 6
mozgatorugoi (73).

A CRS klinikai tiinetei széles skalan mozognak: az enyhe 14zt61 és faradtsagtol kezdve a
stulyos hipotenzion és hypoxidn at egészen a tobbszervi elégtelenségig és ¢életveszélyes
sokkallapotig. A sulyos esetek intenziv osztalyos ellatast igényelhetnek, és komoly mortalitasi
kockazattal jarnak (74). A terapias menedzsmentben az IL-6 jelatvitel gatlasa valt kulcslépéssé: a
tocilizumab (IL-6 receptor blokkold) hatékonyan csokkenti a CRS sulyossagat, de alkalmazasa
felveti a kérdést, hogy ezzel parhuzamosan mennyiben csokken a CAR-T sejtek daganatellenes
aktivitasa (75).

A CRS-hez gyakran tarsul az immun-effektor sejtekhez kapcsolédd neurotoxicitasi
szindroma (ICANS), amely a citokintermelés kovetkezményeként jelentkezhet zavartsaggal,
beszédzavarral, gorcsrohamokkal és stlyos esetben agyddémaval. Ez a komplikécio tovabb noveli

a terapia komplexitasat és kockazatait (73) (5. abra).
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3.3.3.2. Antigén-specifikussag és tumor-evolicio

A CAR-T sejtek terapias hatékonysaganak alapja, hogy a daganatsejteken expresszalddo
specifikus antigéneket célozzak meg. Ez a nagyfoku célzottsag egyfeldl a kezelés sikerének kulcsa,
masfelél azonban a gyengesége is. A klinikai tapasztalatok azt mutatjak, hogy a szolid tumorokban
szenvedd betegek egy jelentds részénél a hatas kialakulasanak egyik fontos mechanizmusa az
antigénmenekiilés (76). Ez alatt azt értjiikk, hogy a tumorsejtek elveszitik, lecsokkentik vagy
megvaltoztatjak a CAR-T sejtek altal célzott felszini antigén kifejezddését, és igy kikeriilnek az
immunfelismerés alol.

A legujabb kutatdsok tobbféle antigénvesztési mechanizmust azonositottak. Ezek kozé
tartozik a célzott antigént nem hordozo6 klonok szelektiv felszaporodasa (77), a génmutéaciok és
alternativ splicing kovetkeztében bekovetkezd fehérjestruktura-valtozasok (78), az antigén
redisztribucidja a sejtfelszinrdl az intracellularis kompartmentekbe, valamint az ugynevezett
trogocitozis (79), amely sordn a CAR-T sejtek részben ,,lecsupaszitjadk™ a tumorsejteket azok
antigénjeitol.

A tumor heterogenitasa és plaszticitasa tehat meghatarozo akadaly. Mivel a daganatsejtek genetikai
¢s fenotipusos szinten rendkiviil valtozékonyak, egyetlen antigénre épiild terapia hossza tavon

ritkan bizonyul fenntarthatoénak (5. abra).
3.3.3.3.  Allogén alkalmazas

A jelenlegi gyakorlatban a CAR-T terapia jellemzdéen autolog sejtek felhasznalasaval
torténik, vagyis a beteg sajat T-sejtjeibol késziil a génmodositott sejtkészitmény. Ez a megkozelités
biztonsagosabb immunoldgiai szempontbol, azonban szdmos gyakorlati és klinikai korlattal bir: a
gyartas rendkiviil koltséges, tobb hetet vesz igénybe, és eléfordul, hogy a sulyosan eldkezelt
betegek immunrendszere nem biztosit elegendd mennyiségili vagy megfeleld mindségli T-sejtet.
Ezek a nehézségek kiilondsen kritikusak agressziven progrediald daganatok esetén, ahol az
iddveszteség a terdpia hatékonysagat alapvetden befolyasolhatja (80).

Az allogén, Ugynevezett ,off-the-shelf” CAR-T sejtek koncepcidja ezt a problémat
igyekszik megoldani. Ilyenkor egészséges donoroktdl szarmazd T-sejteket hasznalnak fel,
amelyeket elére legyartanak, tdrolnak és sziikség esetén azonnal rendelkezésre bocsatanak. Az
ilyen univerzalis sejtkészitmények eldnye, hogy gyorsabban elérhetdk, standardizalt mindséget

képviselnek, és a beteg immunstatuszatol fliggetleniil alkalmazhatok lennének (81).
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Az allogén alkalmazas 6 korlatjat azonban az immunologiai inkompatibilitas jelenti. A
donor T-sejtek sajat T-sejt receptoruk (TCR) révén idegenként ismerhetik fel a recipiens szdveteit,
amely graft-versus-host betegséghez (GvHD) vezethet. Bar egyes metaanalizisek szerint a klinikai
vizsgalatokban a GvHD eldforduldsa viszonylag alacsony volt (off-the-shelf CAR-T terapianal
~0%, donor-eredetii eseteknél ~4%) (82), a kockézat fennallasa tovabbra is komoly akadaly.

Mindemellett az allogén CAR-T sejtek hatékonysagat az is korlatozza, hogy a recipiens
immunrendszere idegenként felismerheti €s elimindlhatja ezeket a sejteket (,,host-versus-graft”
reakcid). E probléma kezelésére kiilonb6zd stratégiak léteznek, példaul HLA-molekulak
szerkesztése vagy immunszuppressziv kezelések alkalmazdsa a befogadoban (83). Bar ezek a
moddszerek igéretesek, hosszu tavl adatokra van sziikség a biztonsag €s a tartossag megitéléséhez

(5. abra).
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5. abra: A CAR T sejt terapia korlatai

A kiméra antigénreceptorral (CAR) modositott T-sejtek forradalmi attérést hoztak a hematologiai
daganatok kezelésében, ugyanakkor hatékonysagukat és biztonsagossagukat tobb tényez6 korlatozza. A
terapia legjelentdsebb mellékhatasai kozé tartozik a citokin felszabadulasi szindroma (CRS) és a
neurotoxicitas, amelyek a tdlzott immunaktivacio kovetkezményei. A tumorantigén-specifikussag
korlatozottsaga és az antigénmenekiilés, példaul az antigén elvesztése vagy modosulasa révén, gyakran
vezet a betegség kitijulasahoz. Az allogén CAR-T sejtek alkalmazasat pedig a graft-versus-host betegség
korlatok ravilagitanak a CAR-T terapidk tovabbi fejlesztésének és a precizebb, biztonsagosabb kezelési
stratégidk kidolgozasanak sziikségességére.
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3.4.A természetes 0losejteken alapulo immunsejt-terapiak

A CAR-T sejtek alkalmazasaval kapcsolatos klinikai tapasztalatok egyértelmiivé tették,
hogy bar ez a terapia forradalmasitotta a hematoldgiai daganatok kezelését, jelenlegi formajaban
szamos komoly korlattal bir. A citokinmedialt toxicitds, az antigénmenekiilésbol fakado
relapszusok, valamint az allogén alkalmazast gatldé immunoldgiai komplikdciok mind olyan
problémak, amelyek ramutatnak: a kizarolag T-sejt-alapu stratégidk nem biztositanak mindenre
kiterjedé megoldast. Ezek a kihivasok 6sztonozték a kutatdkat arra, hogy 1j effektor sejttipusokat
vonjanak be a CAR-alapu terdpidk fejlesztésébe. A lehetséges alternativak koziil kiemelkednek a
természetes Olosejtek (NK-sejtek), amelyek biologiai sajatossagaik révén képesek lehetnek

athidalni a T-sejtek strukturalis és mitkodésbeli hidnyossagait.
3.4.1. Biologiai hattér

Az NK-sejtek a velesziiletett immunrendszer -citotoxikus limfocitdi, amelyek az
immunvédelem elsd vonaldban jatszanak kulcsszerepet a virusfertozott €és daganatsejtek
felismerésében ¢és eliminalasdban. A csontveldi CD34+ progenitor sejtekbdl szarmaznak, és a
periférias vér limfocita-populdcidjanak koriilbeliil 10-15%-at teszik ki. Az emberi szervezetben
mintegy 2 x 10'° NK sejt talalhatd, ami az 6sszes immunsejt koriilbeliil 1%-4nak felel meg. A
sejtek hagyomanyosan CD3~, CD56" fenotipussal jellemezhetOk, és érett allapotukban dontd
tobbségiik erdteljes citotoxikus aktivitassal rendelkezik (84).

Az NK-sejtek aktivacios haldzata egy rendkiviil preciz, tobb szinten szabalyozott rendszer,
amely egyszerre integralja a sejtfelszini receptorok, a citokin-jelek és a sejten beliili foszforilacios
utvonalak aktivitasat. Ennek koszonhetden az NK-sejtek gyors, antigénfiiggetlen valaszt képesek
adni, ami kiilonosen értékes a tumorimmunologidban. E komplex és rugalmas aktivacios
mechanizmus teszi lehetdvé, hogy az NK-sejtek hatékonyan potoljadk a T-sejtek funkcionalis
korlatait - kiilondsen olyan tumorok esetében, amelyek elkeriilik a klasszikus MHC-fliggd
immunfelismerést.

Az NK-sejtek egyediilallo tulajdonsaga, hogy miikddésiik alapjat nem a klasszikus T-sejt
receptor (TCR)-medialt, MHC-fiiggd felismerés adja, hanem az aktivald és gatldo receptorok
kozotti dinamikus egyensuly (85). Mig a CD8+ T-limfocitdk az antigén-prezentald sejtek altal
bemutatott peptid-MHC komplex felismerésére timaszkodnak, addig az NK-sejtek ,,missing-self”

és ,,induced-self” elven mitkddnek (86). Ez azt jelenti, hogy a normal sejtek felszinén kifejez6dd
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MHC-I molekulak gatld jeleket kozvetitenek, mig a stresszhelyzetben 1évé vagy transzformalt
sejtek, amelyek csokkentett MHC-I expresszioval birnak, egyidejlileg fokozott aktivald jeleket
mutatnak. A két jelcsoport kdzotti finom egyenstly donti el, hogy az NK sejt tdmadast indit-e a
célsejt ellen.

Az egészséges sejtek altal kifejezett MHC-I molekulak jelentette gatld jelet elsdsorban a
Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor (KIR) csalad, valamint a CD94/NKG2A heterodimer
ismer fel. E receptorok intracellularis ITIM (immunreceptor tirozin-alapt gatldé motivum)
doménjeik révén foszfatazokat toboroznak, amelyek leallitjak az NK sejt aktivacios jelatviteli
utvonalait, ezaltal megakadéalyozva az egészséges sejtek elleni tdmadast (87). Virusfertdzott vagy
tumorsejtekben azonban gyakran lecsokken, vagy eltiinik az MHC-I expresszio, igy az NK-sejtek
gatlo receptorai nem lesznek képesek aktivalodni (,,missing-self” jelenség). Ezzel parhuzamosan
a stressz indukalta aktivald ligandumok expresszioja €s szekrkécioja felszabalyozodik, mint
példadul a MICA/B és ULBP csalad NKG2D ligandjai, a Fas és a TRAIL receptorok, vagy a nectin-
szerli molekulak, amelyek a DNAM-1/CD226 aktivalo receptorhoz kotddnek (88). Ez a jelatviteli
atrendezOdés az NK-sejtek aktivalodasat valtja ki, amely soran citotoxikus mechanizmusok lépnek
mitkddésbe.

Az NK-sejtek aktivalodasahoz vezetd dinamikus egyensuly eltolodas szdmos, egymassal

parhuzamosan muikodo stimuldlod jelatviteli Gtvonal Osszehangolt aktivitasan alapul. Ennek
koszonhetden az NK-sejtek képesek gyorsan €s hatékonyan reagalni az elébbiekben felsorolt
sejtfelszini stresszjelek megjelenésére, valamint a tumorok altal alkalmazott immunelkeriild
stratégiakra. A fO aktivaldé mechanizmusok elsOsorban specifikus receptorokon és citokin
kozvetitett szignalokon keresztiil indukaljak az intracellularis jelatviteli folyamatokat.
Az NK-sejtek felszinén szamos aktivald receptor talalhato, amelyek koziil a legfontosabbak a
NKG2D, a DNAM-1 (CD226), az NKp30, NKp44 ¢és NKp46 természetes citotoxikus receptorok
(NCR-k), valamint az NKG2C/CD94 heterodimer ¢és a CD16 (FcyRIlla), amely az antitest-fiiggd
sejtkdzvetitett citotoxicitas kozponti eleme (89). Ezek a receptorok kiilonboz6 sejtfelszini
ligandumokat ismernek fel, amelyek stressz, fertdzés vagy tumorgenezis hatdsira fokozottan
megjelennek a célsejtek felszinén.

A NKG2D receptor példaul olyan ,stressz-indukalt” ligandumokat kot meg, mint a
MICA/B és ULBP csalad fehérjéi, amelyek expresszidja gyakran ndé a transzformalt vagy
virusfert6zott sejtekben (90). ADNAM-1 (CD226) receptor az Nectin-2 (CD112) és PVR (CD155)

31



molekulakat ismeri fel, amelyek sok tumor tipusban tulzottan expresszalodnak, és az NK-sejt-
medialt citotoxicitas egyik O aktivacids Utvonalat biztositjdk (91). Az NCR-csaladba tartozo
receptorok, mint az NKp30, NKp44 és NKp46, a virusfertézott és daganatos sejtek kiilonféle
felszini fehérjéit kotik, ezzel kozvetlenil is hozzajarulnak a litikus szinapszis kialakitdsdhoz. Ezek
a receptorok ITAM (immunreceptor tirozin-alapt aktivalé motivum) doménekkel rendelkezd
adapterfehérjéken — példaul DAP10, DAP12, CD3( és FceRIy — keresztiil tovabbitjak az aktivalo
jeleket, amelyek a sejt belsejében Ca*-fliggd jelatviteli kaszkddokat inditanak el, végiil pedig
granzim- €s perforin-granulumok exocitézisat valtjak ki (92).

Az ADCC mechanizmusa kiilonosen jelentds klinikai szempontbdl. Az NK-sejtek CD16
receptoruk révén képesek felismerni a célsejtek felszinéhez kotddott antitestek Fe régiojat, és ezen
keresztiil aktivalodnak. Ez az tutvonal képezi tobb monoklonalis antitest-alapti terapia
hatdsmechanizmusanak egyik legfontosabb komponensét (93).

A receptorok mellett az aktivald citokinek is kdzponti szerepet jatszanak az NK-sejtek
miitkodésének szabalyozasaban. Az IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 és IL-21 kiilonb6z6 kombinacidi
fokozzak az NK-sejtek proliferaciojat, citotoxikus aktivitasat és citokintermelését (94). Kiilondsen
az IL-15 szamit kulcsfontossagunak az NK-sejtek differenciaciojaban és perzisztenciajaban. Ez a
citokin a JAK1/3—STATS jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozza a sejtek tulélését és a
citotoxikus fegyverzet (perforin, granzim B) fenntartasat (95). Az IL-12 és IL-18 szinergikusan
serkentik az IFN-y termelést, ezzel fokozva a daganatellenes immunvalaszt, mig az IL-21 eldsegiti
a hosszabb ¢életli, memoriaszerti NK-sejtek kialakulasat (96)(97).

Az NK-sejtek citotoxikus aktivitasa elsdsorban a perforin-granzim rendszer kozvetitésével
valosul meg. Aktivaciojukat kovetden az effektor NK-sejtek citotoxikus granuldtumokat
bocsatanak ki az immunologiai szinapszisba, amelyek f6 komponensei a perforin €s a granzim B
(98). A perforin porusokat képez a célsejt membranjan, amelyeken keresztiil a granzimek bejutnak,
apoptozist €s sejtpusztulast indukdlva (99). Emellett az NK-sejtek haldlreceptor-medidlt
mechanizmusokat is aktivalhatnak, példaul a FasL—Fas vagy TRAIL-TRAILR tutvonalakat (84).

A kozvetlen sejtpusztitds mellett az NK-sejtek immunmoduldlod szerepe is meghatarozo.
Aktivaciojuk utdn szamos proinflammatorikus citokint termelnek, példdul IFN-y-t, TNF-a-t és IL-
10-et, amelyek gatoljak a tumorsejtek proliferaciojat, valamint eldsegitik az adaptiv immunvalasz

kialakitasat és erdsitését. Ezen kiviil olyan ndvekedési faktorokat is szekretalnak, mint a GM-CSF
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¢s FLT-3L, amelyek tamogatjak a mieloid sejtek fejlédését, valamint kemokineket, példaul XCL1-
et és CCL5-6t, amelyek tovabbi immunsejtek toboroznak a tumor mikrokornyezetébe (100).

Az aktivalo és gatlo receptorok kozotti komplex egyensuly biztositja, hogy az NK-sejtek képesek
szelektiven elpusztitani a potencidlisan veszélyes célsejteket, mikozben az ép szovetek épségben
maradnak. Ez az egyenstly azonban nem merev, hanem adaptiv moédon valtozik a tumor
mikrokdrnyezet, a citokin-jelek és az immunrendszer mas komponenseinek hatasara. Friss
kutatasok ramutattak arra is, hogy az NK-sejtek bizonyos koriilmények kdzott immunmemoridhoz
hasonl6 tulajdonsagokat képesek felvenni (,.trained immunity’), ami tovabb noveli potencialjukat

daganatellenes immunterapiakban (101) (6. abra).
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6. abra: Az NK-sejtek biologiaja

A természetes 0losejtek (NK-sejtek) az immunrendszer velesziiletett részének kulcsszerepldi, amelyek
képesek felismerni és elpusztitani a virusfert6zott vagy daganatos sejteket antigén-prezentacio nélkiil.
Aktivacidjukat kiilonbozo citokinek, példaul az IL-12 és IL-15 (dendritikus sejtekbdl) segitik eld,
amelyek fokozzak citotoxikus aktivitasukat és perforin (PRF), illetve granzim B (GzmB)
felszabaditasat. Az NK-sejtek hatasukat kozvetlen citotoxicitas utjan, valamint antitest-fliggd cellularis
citotoxicitas (ADCC) révén is kifejthetik, utdbbit a CD16 (FcyRIIl) receptor kozvetiti, amely a
monoklonalis antitesttel fedett tumorsejtek felismerését és eliminalasat teszi lehetové.
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A tumorsejtekkel és mas immunsejtekkel (példaul makrofagokkal) folytatott kolcsonhatasok soran az
NK-sejtek IFN-y és TNF-a termelésével serkentik a gyulladasos valaszokat és eldsegitik az adaptiv
immunitas aktivalasat. Bizonyos citokinek (pl. IL-18 és IL-21) hatasara az NK-sejtek memoria-szerti
fenotipust is kialakithatnak, amely fokozott és tartésabb immunvalaszt biztosit ismételt antigén-
expozicio esetén.

Ez a komplex intercellularis halézat lehetové teszi az NK-sejtek szamara, hogy kozponti szerepet
toltsenek be a daganatellenes immunitas kialakitasaban és fenntartasaban.

3.4.2. Az NK-sejtek klinikai felhasznalasanak perspektivai

Az utdbbi évtizedben az NK-sejtek a daganatellenes immunterdpia egyik igéretes pilléréve
valtak. Szamos klinikumban alkalmazott monoklonalis antitest - példaul a rituximab (anti-CD20),
a trastuzumab (anti-HER?2), a cetuximab (anti-EGFR) és az elotuzumab (anti-SLAMF?7) - részben
az NK-sejtek ADCC-aktivitasan keresztiil fejti ki hatasat (102). Klinikai vizsgéalatok kimutattak,
hogy az effektorvalasz hatékonysaga gyakran Osszefligg az FcyRlIlla allélpolimorfizmusaval -
meghatarozza a betegek terapias valaszat (103). Ezen felismeréseknek koszonhetden az antitest-
alapu terapidk és az NK-sejt-medidlt immunvélasz szoros kdlcsonhatdsa 01j irdnyokat nyitott a
kombinalt daganatellenes kezelésekben. Az Gjabb generacios antitestek (példaul az afukozilalt Fc-
modositastt obinutuzumab) az ADCC-aktivacid fokozéasaval fejtenek ki erdsebb tumorellenes
hatast (104).

Az antitest-alapu terapidk klinikai sikerei nemcsak a humordlis immunvalasz szerepét
erOsitették meg a daganatellenes védekezésben, hanem ravilagitottak arra is, hogy az NK-sejtek
onmagukban is hatékony terapids eszkozz¢ valhatnak. Az a tény, hogy ezek a sejtek képesek
antitest-kozvetités nélkiil, kozvetleniil felismerni és eliminalni a stresszjelzéseket mutatd vagy
MHC-I-hianyos tumorsejteket, 0j tdvlatokat nyitott az adoptiv NK-sejtterapiak fejlesztésében. Ez
kiilondsen nagy jelentdséggel bir azokban az esetekben, ahol a T-sejtes vagy antitest-alapt
kezelések hatékonysaga korlatozott a tumor immunelkeriild mechanizmusai miatt. A klinikai
érdeklédés ezért az elmult években az NK-sejtek ex vivo eldallitasara, aktivalasara és terapias
visszajuttatdsara irdnyult, megalapozva a természetes Oldsejtekre épiild modern immunse;jt-
terapiak korszakat.

Az NK-sejtek klinikai alkalmazdsa tobb forrdsbol kiindulva valdsithatd meg. A
leggyakrabban hasznalt forras a periférias vér NK-sejtjei (PB-NK), amelyeket donorbdl nyernek
és ex vivo koriilmények kozott citokinekkel — jellemzden IL-2-vel, IL-15-tel, IL-18-cal, vagy IL-

21-gyel - aktivalnak és proliferaciora serkentenek. Ezek a citokinek fokozzdk az aktivalo
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receptorok (pl. NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp46) expresszidjat és a sejtek citotoxikus
funkciojat (105). A koldokzsinorvér-eredetii NK-sejtek (CB-NK) nagy proliferacios potenciallal,
de kezdetben alacsonyabb érettséggel rendelkeznek, igy intenziv ex vivo expanziot igényelnek
(106). A NK-92 sejtvonal stabil forrasként lehetdséget kinal egységes sejtkészitmények
eléallitasara, de a klinikai alkalmazas el6tt a proliferacio megakadalyozéasa érdekében a sejtek
besugarzasara van sziilkség, ami réviditi azok élettartamat (107). A legijabb megkozelités az
indukalt pluripotens dssejtekbdl (1IPSC) szarmazd NK-sejtek eldallitasa, amelyek standardizalhato,
genetikai szempontbdl szerkeszthetd és tomeggyartasra alkalmas ,,0ff-the-shelf” forrast
biztositanak (108).

Az NK-sejtes terapidk egyik legfontosabb eldnye a kedvezd biztonsagi profil: a kezelések
soran ritkan fordul el6 citokin-felszabaduldsi szindroma (CRS) vagy neurotoxicitas, amelyek a
CAR-T-sejtes terapidk {0 korlatai. A legfobb kihivas tovabbra is az in vivo perzisztencia hianya €s
a tumormikrokdrnyezethez valod adaptacio korlatozottsaga. Ennek megoldasara fejlesztették ki a
citokin-modulalt (IL-15-alapt) és genetikailag modositott NK-sejt-platformokat, amelyek célja a

Tovabbi eldrelépést jelentenek a bispecifikus és trispecifikus ,killer engerek” (BiKE,
TriKE), amelyek egyidejlileg kotik meg az NK-sejtek CD16 receptorat és a tumorsejt antigénjét,
kozvetlen citotoxikus kapcsolatot hozva Iétre. A TriKE-k harmadik komponenseként beépitett IL-
15 domén serkenti az NK-sejtek proliferaciojat és tulélését, ami jelentésen noveli a terdpias
hatékonysagot (110). E stratégidk célja, hogy a természetes NK-sejtek rovid élettartamat és limitalt
aktivitasat tartosabb, célzott valassza alakitsak.

Az el6zbek alapjan kijelenthetjiik, hogy az NK-sejtek klinikai alkalmazéasainak kutatasa az
elmult években jelentds lendiiletet vett, mivel e sejtek egyediilalld tulajdonsagaik révén igéretes
alternativat kinilnak a hagyoményos T-sejtalapt immunterdpidkkal szemben. Ugyanakkor a
klinikai vizsgalatok eredményébdl az is kiolvashatd, hogy hatékonysagukat jelenleg szamos
tényez6 korlatozza, tobbek kozott a tumor mikrokdrnyezet immunszuppressziv hatdsa, az in vivo
perzisztencia €s proliferacio alacsony szintje, valamint a célsejtek altal kialakitott immunelkeriild
mechanizmusok (111). Ezen akaddlyok lekiizdésére a modern sejtbioldgiai és génmodositasi
technologidk — kiilondsen a kiméra antigénreceptorok alkalmazasa — 0 iranyt jeloltek ki az NK-

sejtterapidk fejlesztésében.
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3.4.3. A CAR NK-sejtes immunterapia

A CAR-NK-sejtterapia az immunonkolédgia egyik legujabb innovacios teriilete, ami 6tvozi
a CAR-T-sejtekre jellemzo célzott felismerési és jelatviteli pontossagot az NK-sejtek velesziiletett
tumorellenes aktivitasaval és kedvezd biztonsagi profiljaval (112). Ez a hibrid megkdzelités képes
egyesiteni az adaptiv és a velesziiletett immunitds eldényeit egyesiti egyetlen sejtterapias
platformban. A CAR NK-sejtek esetében a kiméra antigénreceptor beépitése lehetévé teszi a
tumorantigének antigénspecifikus felismerését és eliminaciojat, mikdzben a természetes 6l0sejtek
endogén receptorai (NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp44, NKp46) révén tovabbra is képesek
reagalni az MHC-fliggetlen stressz-szignalokra (113). Ez a kettds felismerési mechanizmus noveli
a tumorellenes valasz robusztussagat, és csOkkenti annak esélyét, hogy a daganatsejtek az
antigénvesztés vagy HLA-downregulacio révén elkeriiljék az immunfelismerést.

A CAR NK-sejtek tovabbi elonye a fiziologias biztonsagi profiljukban rejlik. Mivel az NK-
sejtek nem igénylik az MHC-antigén-prezentaciot az aktivacidhoz, allogén kdérnyezetben sem
valtanak ki graft-versus-host betegséget, szemben a T-sejtekbdl szarmazo CAR-termékekkel. Ez
lehetové teszi a univerzalis, ugynevezett ,,off-the-shelf” CAR NK-sejtek létrehozéasat, amelyek
elore gyartott, tarolhato ¢€s klinikai szinten gyorsan hozzaférhetd sejtkészitmények formajaban
hasznalhatok (114). E koncepcio attoro jelentdségii, mivel lehetdvé teszi, hogy a terapiat ne betegre
szabottan, hanem standardizalt, ,,gyari” modon lehessen alkalmazni, drasztikusan csokkentve az
eloallitasi idot és koltséget, valamint ndvelve a kezelések hozzaférhetdségét.

Az NK-sejtek természetes citotoxicitasa ¢és citokinprofilja is kedvezdbb a klinikai
toleralhatosag szempontjabol. Klinikai vizsgéalatokban a CAR-NK-sejtes terapiakkal 6sszefliggd
CRS elofordulasa ritka ¢és enyhébb lefolydsi volt. Az MD Anderson Cancer Center
kulcsfontossagti fazis I/II. klinikai vizsgéalata (NCT03056339) példaul kimutatta, hogy a
koldokzsindrvérbdl szarmazd CDI19-specifikus CAR NK-sejtek nem okoztak sem CRS-t, sem
neurotoxicitast, mikdzben jelentdés antitumor hatdst mutattak refrakter hematoldgiai
malignitasokban (112). Ez a biztonségi profil fontos érv a CAR NK-platform mellett, kiilondsen a
szolid tumorok terapids fejlesztésében, ahol a lokalis gyulladasos vélasz stlyos szisztémads
kovetkezményekkel jarhat.

A CAR NK-sejtek funkciondlis flexibilitdsa és immunoldégiai redundancidja tovabbi
elényoket kindl. Az NK-sejtek tobbféle mechanizmuson keresztiil képesek tumorsejt-lizist

indukalni — ideértve a perforin/granzim-medialt citotoxicitést, az antitestfliggd sejtes citotoxicitast,
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valamint a haldlreceptor-ligand rendszereken (FasL, TRAIL) keresztiil torténd apoptozist. E
komplex fegyvertar a CAR-medialt felismeréssel kombinalva tobbrétegii védelmet biztosit a tumor
immunmenekiilési mechanizmusaival szemben (115).

Az NK-sejt-alapt terapidk immunoldgiai stabilitasat fokozza az is, hogy ezek a sejtek nem
mennek at klonalis kimeriilésen vagy tulaktivacios apoptdzison olyan mértékben, mint a T-sejtek.
Bar rovidebb élettartamuak, aktivitdsuk kontrollaltabb és kiszamithatobb, ami biztonsagosabb
klinikai kinetikat eredményez (116). Ez kiilondsen fontos olyan esetekben, amikor a CAR-
expresszio hosszabb ideig fennmarad, hiszen a konstitutiv T-sejt-aktivacioval ellentétben az NK-
sejtek természetes szabalyozo mechanizmusai gatoljak a tlzott jelatvitelt. Ennek eredményeként
a CAR NK-sejtterapiak esetében ritkabb az autoimmun-szerii mellékhatasok és a ,,on-target, off-
tumor” toxicitas eldfordulasa (117).

Egy masik fontos szempont, hogy az NK-sejtek forrasa sokkal diverzifikaltabb, mint a T-
sejteké. CAR NK-sejtek eldallithatok periférias vérbol, koldokzsindrvérbdl, indukalt pluripotens
dssejtekbdl (iPSC), vagy akar stabil, tumormentesitett NK-sejtvonalakbol, mint az NK-92. Ez a

forrasdiverzitas a gyartas rugalmassagat ndveli (118).(7. abra).
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7. abra: CAR NK vs CAR T sejtek

A természetes 6l6sejtek (NK-sejtek) daganatellenes hatasukat két fO titon fejtik ki: egyrészt természetes
aktivacios receptoraik révén képesek felismerni €s elpusztitani a tumorsejteket, masrészt kiméra antigén
receptorral (CAR) modositva célzott tumorellenes valaszra tehetdk képessé. Az NK-sejtek tobbféle
citotoxikus mechanizmust alkalmaznak, beleértve a CAR-medidlt sejtpusztitast, a természetes
receptorok altal kdzvetitett lizist, az antitestfiiggd cellularis citotoxicitast (ADCC), valamint a perforin-
granzim rendszer aktivalasat.

A CAR-NK-sejtterapiak fejlesztése uj lehetdséget kinal az ,,off-the-shelf” (elore legyartott, allogén)
sejtkészitmények klinikai alkalmazasara, amelyek gyorsan, standardizalt modon és koltséghatékonyan
bevethetdk, ellentétben az egyénre szabott autolog CAR-T-sejtterapiakkal. Ezen tilmenden a CAR NK-
sejtek kedvezdbb biztonsagi profillal rendelkeznek, mivel kisebb a citokinfelszabadulasi szindroma
(CRS) és a graft-versus-host betegség (GvHD) kockazata.

Az NK-sejtek tobb forrasbol is eldallithatok, példaul indukalt pluripotens 6ssejtekbol (iPSC), periférias
vérbol, koldokzsinorvérbol vagy NK-sejt vonalakbol, mint az NK-92, amely széles korben alkalmazott
modellrendszer preklinikai és klinikai fejlesztésekben.

3.4.3.1. A CAR-NK-sejtes terapidk klinikai sikerei hematologiai korképekben

A CAR-NK-sejtterapidk klinikai fejlesztése az elmult évtizedben jelentds elérelépéseket
ért el, elsésorban a hematoldgiai malignitasok teriiletén. A klinikai fejlesztés itt6ré munkaia 2010-
es évek kozepére nyulnak vissza, amikor az els6 preklinikai modellek sikeresen demonstraltak a
CD19-specifikus CAR NK-sejtek hatékonysagat B-sejtes leukémidkban és limfoémakban. Az
attorést a MD Anderson Cancer Center kutatocsoportja érte el, amely 2020-ban publikalta a
korabban mar emlitett, tobb betegen is tartds valaszt mutatd vizsgalatat (119). Ez a fazis I/II.
klinikai vizsgalat (NCT03056339) koldokzsindrvérbdl szarmazd, CD19-specifikus CAR NK-
sejteket alkalmazott relabalt/refrakter B-sejtes malignitasokban, beleértve a diffiz nagy B-sejtes
limfomat (DLBCL), a kronikus limfocitas leukémidt (CLL) és az indolens non-Hodgkin
limfomakat (NHL). A vizsgalat eredményei kimagasldak voltak a sejtes immunterapiak teriiletén:
a 11 betegbdl 8-nal objektiv klinikai valasz alakult ki, koziiliik 7-nél komplett remissziot (CR)
értek el, és egyik esetben sem tapasztaltak citokinfelszabaduldsi szindromat, neurotoxicitast vagy
graft-versus-host betegséget. Kiilon figyelemre mélto, hogy a beadott CAR NK-sejtek tobb, mint
12 hoénapig kimutathatok voltak a betegek periférias vérében, ami a kordbbi feltételezésekkel
szemben a tartds in vivo perzisztencia lehetdségét jelezte. A terapia ,,off-the-shelf” jellegli volt,
tehat nem autolog, hanem allogén, fagyasztva tarolt sejteket alkalmaztak, amelyeket el6zetesen
IL-15-expresszioval stabilizaltak, fokozva ezzel az NK-sejtek életképességét.

Az elsd sikeres klinikai vizsgalatot kdvetden tobb kutatdocsoport inditott hasonld klinikai

programokat. A Fate Therapeutics példaul iPSC-eredetti, FT596 jelii CD19/IL-15/hnCD16 CAR
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NK-sejt-terméket fejlesztett, amely 2021-ben Iépett fazis 1. vizsgalatba (NCT04245722). Ez a
sejtvonal tobb mddositast is tartalmazott: az NK sejtek mindenekeltt CD19-specifikus CAR-t
fejeztek ki a célzott felismerésért, IL-15 citokint szekretaltak az autokrin proliferacio
fenntartasaért, valamint hnCD16 (F158V) mutaciot hordozoé receptort is expresszaltak az ADCC
fokozésa érdekében (120). Az elsé eredmények szerint az FT596 sejtkészitmény jol toleralhatd
volt, CRS-t vagy ICANS-t nem okozott, ugyanakkor klinikailag relevans tumorregressziot
eredményezett tobb, relabalt B-sejtes limfoméaban szenvedd beteg esetében. Hasonloan igéretes
eredményeket mutattak az FT576 és FT522 termékek is, amelyek a BCMA-t, illetve a CD19/CD20
kombinéciot céloztak (121)(122).

A BCMA (B-cell maturation antigen) elleni CAR NK-sejtek fejlesztése a multiplex
BCMA-CAR NK-sejtek képesek voltak a plazmasejtek hatékony elimindlasara (123). A Chimeric
Therapeutics €s a Kiadis Pharma hasonl6 fejlesztései megerdsitették, hogy az NK-sejtek rovidebb
¢lettartama klinikai szinten eldnyt is jelenthet, mivel a mellékhatasok gyorsan lecsengenek, a
sejtek nem perzisztalnak korosan, és nem alakul ki autoimmun citotoxicitas (124) (125).

Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a CAR NK-terapidk alkalmazésa soran az eddigi
vizsgalatokban nem figyeltek meg hossza tavu sejtperzisztenciat, mint a CAR T-sejteknél, azonban
az IL-15- vagy IL-21-expresszioval modositott konstrukciok hetekig, sét akar honapokig is
kimutathatok voltak. Ezekben a hematologiai korképekben NK-sejtek rovidebb életciklusa tehat
nem, mint hatrany, hanem bizonyos indikacidkban — példaul akut leukémidkban — mint elény
jelenik meg, hiszen lehetdvé teszi a pontosan adagolhato, tranziens, kontrollalhaté immunvalaszt.
Jelenleg aktiv kutatdsok folynak abban az iranyban, hogy a CAR NK-sejteket monoklonalis
antitestekkel kombinacidkban alkalmazzak. Az ilyen kombindciok — példaul a rituximabbal vagy
immunellenérzépont gatlokkal egyiitt adott CAR NK-sejtek — szinergikus tumorellenes hatast
mutattak preklinikai modellekben (126).

3.4.3.2. A CAR NK-sejtterapia kihivasai szolid tumorokban

Bar a CAR NK-sejtterapia biztonsdgossagi és gyartastechnologiai szempontbdl egyértelmii
elényoket kinadl a CAR T-sejtekkel szemben, klinikai hatékonysdgat mindeddig elsdsorban
hematologiai malignitdsokban igazoltdk. A szolid tumorok esetében az eddigi eredmények

egyértelmiien szerényebbek, amit az NK-sejtek sajatos bioldgiai tulajdonsagai és a tumor
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mikrokdrnyezet komplex immunszuppressziv hatasai magyardaznak. A jelenlegi kutatdsok
legnagyobb kihivasai kozé tartozik az NK-sejtek korlatozott in vivo perzisztencidja, az elégtelen
szoveti penetracid, valamint a tumor-asszocialt gatld szignalok és a metabolikus stressz elleni
alacsony rezisztencia (127).

A perzisztencia-probléma a CAR NK-terapidk Achilles-sarka. Ellentétben a T-sejtekkel,
amelyek megfelelé kostimulacid mellett memoriasejt-formaciora és hosszan fennmarado klonalis
expanziora képesek, az NK-sejtek biologiailag rovid életli effektorsejtek, amelyek nem
rendelkeznek klasszikus memoriafunkcioval. A periférids vérbdl izolalt NK-sejtek élettartama
altaldban néhany napra, legfeljebb egy-két hétre korlatozddik in vivo, ami drasztikusan lerdviditi
a terapids idoablakot (128). Bar a citokintamogatas (pl. IL-2, IL-15) képes meghosszabbitani az
NK-sejtek aktivitasat, ez onmagdban nem elegendd a tartds tumorregresszidhoz, €s bizonyos
esetekben a szisztémads citokinszintek emelkedése ujabb mellékhatasokat is okozhat (129).

Ezt a hidnyossadgot részben a CAR-molekula intracellularis jelatviteli doménjeinek
optimalizalasaval lehet orvosolni. A T-sejt eredetii CAR-konstrukcidkban alkalmazott CD28 ¢€s 4-
1BB kostimulacios motivumok kozvetleniil aktivaljadk a PI3K/AKT ¢és NF-kB tutvonalakat, ami
fokozza a proliferaciot és az anti-apoptotikus génexpressziot (130) (131). NK-sejtek esetében
azonban ezek a domének nem mindig illeszkednek a természetes jelatviteli halozathoz, mivel az
NK-sejtek nem TCR-medialt aktivaciora épiilnek, hanem az ITAM- és ITSM motivumok altal
vezérelt receptorcsoportokra (pl. DAP10, DAP12, 2B4, NKG2D). Ennek kovetkeztében a
klasszikus T-sejt-CAR architekturdk gyakran csak atmeneti NK-aktivaciot és révid élettartamot
eredményeznek, anélkiil, hogy tartos proliferacidos vagy memoria-jellegli valasz kialakulna (132).

E problémak kikiiszobolésére a legjabb kutatasok az NK-sejt-specifikus jelatviteli
domének (pl. 2B4, DAP10, DAP12, NKG2D) integralasara fokuszalnak. A 2B4 (CD244) példaul
az NK-sejtekben pozitiv kostimulacids Gtvonalat kdzvetit az Fyn tirozin kinaz altal kdzvetitetten
keresztiil, eldsegitve a citotoxikus granulumok felszabaduladsat, az IFNy-termelést és a sejttalélését
(133). Az ilyen NK-specifikus szignaldomének beépitése szinergikus hatast eredményezhet,
kiilondsen akkor, ha azokat T-sejt eredetli doménekkel — példaul a 4-1BB-vel — kombinaljak. Ez a
,»hibrid” megkozelités egyesitheti a korai aktivacids jelet és a hossza tdvi fennmaradast biztositd
metabolikus tdmogatast, ami kulcsfontossagu lehet a szolid tumor mikrokdrnyezetben.

A tumor mikrokdrnyezet (TME) ugyanakkor tovabbra is komoly akadalyt jelent a CAR

NK-sejtek szamara. A szolid tumorokban az alacsony oxigénszint, a magas tejsav-koncentracio és
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az acidikus pH olyan metabolikus kornyezetet teremt, amely gatolja az NK-sejtek glikolizisét és
ATP-termelését. Ezzel parhuzamosan a tumor altal termelt TGF-B, IL-10, valamint a PD-L1-
expresszid az NK-sejtek aktivalo receptorait downregulalja, kiilonosen az NKG2D-t és a DNAM-
1-et (134). Ez a kettds gatlas — metabolikus és immunologiai — a CAR-fiiggetlen NK-aktivitast
dramaian csokkenti, és még a CAR-medialt jelatvitelt is hipofunkcionalis allapotba terelheti.

A TME szerkezeti elemei is komoly fizikai akadalyt képeznek. A tumor-asszocialt
fibroblasztok (CAF) 4ltal termelt extracelluldris matrix (ECM) siirti kollagén- €s proteoglikan-
halézata korlatozza az immunsejtek bejutasat a tumor belsejébe. Az olyan daganatok, amelyekben
a hialuronsav-gazdag ECM kiilonosen fejlett, ellenallobbak az immuninfiltracidoval szemben (50).

Az NK-sejtek sejtmigracids és kemotaktikus kapacitasa szintén korlatozottabb, mint a T-
sejteké. A T-sejtek hatékonyan hasznaljadk a CXCR3—CXCL9/10 és CCR7-CCL19/21 tengelyeket,
amelyek lehetdve teszik a daganatba valo aktiv toborzast. Az NK-sejtek ezzel szemben gyakran
alacsony szinten expresszaljak a sziikséges kemokin receptorokat (pl. CXCR4, CX3CR1), ami
csokkenti a tumorinfiltracido hatékonysagat (135). Ezt a hidnyossagot egyes kutatdcsoportok
genetikai modositasokkal probaljak korrigdlni, példaul CXCR4-transzdukciéval vagy kemokin
receptor-kddold gének integralasaval, ami fokozza a sejtek homing-képességét a hipoxids
tumorzonakba (136).

A CAR NK-sejtek limitalt perzisztenciajat tovabb sulyosbitja a kimeriilés (exhaustion) €s
a funkcionalis adaptécio jelensége. Hosszabb antigénexpozicié soran az NK-sejtek fokozatosan
elveszitik az effektor funkcidikat, csokken az IFNy-termelésiik €s granzim-B expressziojuk,
mikdzben novekszik a gatlo receptorok (pl. NKG2A, TIGIT, TIM-3) kifejezodése (137). E
folyamatot fokozhatja a folyamatos CAR-jelatvitel is, ha a konstitutiv aktivacid nincs megfeleléen
szabalyozva. Az NK-sejtek kimeriilésének reverzibilitasa jelenleg aktiv kutatasi tertilet, és felveti
a ,transient CAR expression” stratégidk — példaul mRNS-transzfekcio — jelentdségét, amelyek
lehetdve teszik az &tmeneti, de kontrollalt CAR-expressziot tartds genommodifikacié nélkiil.

A fentebb ismertetett korlatok ellenére a CAR NK-technologia fejlesztése gyors iitemben
halad. Az egyik legigéretesebb irany a kostimulacidés domének kombindlasa és az NK-specifikus
szignalutvonalak integralasa. Az olyan konstrukciok, amelyek a T-sejt eredetli 4-1BB és az NK-
sejt eredetli 2B4 jelatviteli modulokat egyarant tartalmazzak, képesek lehetnek fokozni a

proliferaciot, javitani a metabolikus alkalmazkodast, és mérsékelni a kimertilést. Az ilyen kettds
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vagy tobbdoménes CAR NK-sejtek tehat uj szintet képviselnek a sejttervezésben: nem csupan a
felismerést, hanem az effektor-funkcidk fenntarthatosagat is genetikai szinten szabalyozzak.

Ezzel péarhuzamosan a CAR NK-sejtek perzisztencidjanak novelésére autokrin
citokintermelést kodold konstrukciok (pl. IL-15-expresszaldé CAR NK) is fejlesztés alatt allnak,
amelyek célja az endogén tulélési szignalok biztositasa exogén citokin-pdtlas nélkiil (138). Az IL-
15 nemcsak az NK-sejtek életképességét, hanem az emlékezet-szerli (memory-like) NK-fenotipus
kialakulasat is tamogatja, amely fokozott IFNy-termeléssel és tartosabb aktivitassal jar.

Ezek a kutatési iranyok alapoztak meg azokat a jelen disszertacio keretei kozott bemutatott
kisérletes megkdzelitéseket is, amelyek célja egy olyan NK-sejt-kozpontu sejtterapias platformok
létrehozéasa volt, amelyek a természetes Olosejtek biologiai sajatossagaihoz jobban illeszkedd
moddon képesek szabalyozni az aktivaciot, proliferaciot és perzisztenciat. A fejlesztési koncepcio
kozponti eleme az volt, hogy a T-sejt eredetli kostimulaciés domének (mint a CD28 és a 4-1BB)
mellett olyan NK-sejt-endogén szignalmodulokat (pl.: 2B4) is kiprobaljunk, amelyek az NK
sejtekre specifikusan képesek fokozni a citotoxikus valasz sebességét €s az effektorsejtek tulélését.

Kutatasainkat HER2 tumorspecifikus antigént és CD44 extracellularis matrix komponenst
nagy fokban expresszalé tumormodelleken végeztiik, mivel ezek a daganattipusok kiemelkedd
példai azoknak az immunrezisztens szolid tumoroknak, ahol jelentdsen gatolt az immunsejtek

hozzatérése a malignus sejtekhez.
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4. Célkituzések

Az utobbi évtizedben a daganatellenes immunterapidk robbanasszert fejlodésen mentek keresztiil,
melyek koziil kiemelkednek azok a megkozelitések, amelyek az immunrendszer effektor sejtjeinek
— kiilonosen a T- és NK-sejteknek — célzott jraprogramozasara épiilnek. A kiméra antigén
receptorral (CAR) modositott T-sejtek (CAR-T) jelentds attorést hoztak a hematoldgiai daganatok
példdul a tumormikrokdrnyezet immunszuppressziv jellege, a célantigének heterogén

megjelenése, valamint a szoveti penetracio akadalyai.

Mindezek fényében az immunterdpids kutatisok egyre nagyobb érdeklddéssel fordulnak mas
effektor sejttipusok fel¢, amelyek bizonyos szempontbol elénydsebb biologiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Az NK-sejtek természetes tumordld aktivitdsa, MHC-fiiggetlen célfelismerése,
valamint alacsonyabb graft-versus-host betegség kockazata kiilondsen alkalmassa teszi dket arra,
hogy alternativ vagy kiegészitd terapias lehetdséget kinaljanak a CAR-alapu sejtes immunterapiak
teriiletén. A CAR-NK sejtek klinikai jelentosége tovabb novelheté olyan konstrukciok
alkalmazasaval, amelyek optimalizalt jelatviteli doménekkel fokozzdk ezeknek a sejteknek a

tulélését, proliferaciojat és tumorellenes aktivitasat.
Kutatasaink fobb célkitlizései az alabbiak voltak:

1. Olyan CAR-konstrukcidok fejlesztése NK-sejtek szamara, amelyek fokozott aktivaciot,
proliferaciot és tumorpenetraciot biztositanak szolid tumor mikrokdrnyezetben.

2. A kiilonboz6 kostimulacios doménekkel ellatott CAR-NK sejtek funkcionalis
teljesitményének 6sszehasonlitasa in vitro 2D és 3D kokulturakban.

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

monoklonalis antitest terapiakkal szemben rezisztens szolid tumorokra.

Kutatasunkkal szerettiink volna hozzajarulni a CAR-NK alapt immunterapidk fejlesztéséhez
azaltal, hogy azonositjuk azokat a szerkezeti és funkcionalis paramétereket, amelyek
meghatarozzak ezeknek az effektor sejteknek a hatékonysdgat, specifikussagat ¢és

alkalmazhatosagat a szolid tumorok kezelésében.
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Anyagok és modszerek

5.1.Anyagok, torzsoldatok

5.1.1. Altalanos torzsoldatok, tobbfunkciés reagensek

1% PBS puffer: 10x PBS-b61 (100 mM Na;HPO4, 2 mM KH>POy4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI)
higitva.

DMEM tapoldat (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), 4°C-on tarolva.

JIMT-1 tapoldat (1:1 F12 és DMEM; F12: Sigma-Alderich, N6760), 4°C-on tarolva.

FBS (magzati borjaszérum, Foetal Bovine Serum; F9665, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), -20°C-on tarolva.

GlutaMAX (Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 4°C-on tarolva.

Inzulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 4°C-on tarolva.

Antibiotikumok: Penicillin-Streptomycin, 4°C-on tarolva.

Komplett NK-médium (a-MEM, 2-merkapotetanol, myo-inozitol, h8-inaktivalt 16szérum, ho-
inaktivalt Hyclone FBS, folsav, nem esszencialis aminosavak, natrium-piruvat), 4°C-on
tarolva.

a-MEM (M0644; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 4°C-on tarolva.

2-merkaptoetanol torzsoldat (0,005M)

Myo-inozitol (20 mM; 1-5125; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

Ho-inaktivalt 16szérum (16050-122; Thermo Fisher Scientific Kft., Budapest, Magyarorszag)
Ho-inaktivalt Hyclone FBS (SH30070, Thermo Fisher Scientific Kft., Budapest,
Magyarorszag)

Folsav (2mM; F-7876, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 4°C-on tarolva.

Nem esszencialis aminosavak (M7145 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 4°C-on térolva.

Natrium-piruvat (1mM, Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 4°C-on
tarolva.
Formaldehid (Formaldehid Solution, MOLAR Chemicals Kft., forgalmazé: Hungaropharma

Gyogyszerkereskedelmi ~ Zrt.,  Budapest, = Magyarorszag) 35%-0s  torzsoldata
szobakdmérsékleten tarolva.

Triton X-100 (Thermo Fisher Scientific Kft., Budapest, Magyarorszag), 4°C-on tarolva.
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19.

20.

21.

Sl

Tween20 (Thermo Fisher Scientific Kft., Budapest, Magyarorszag), szobahdmérsékleten
tarolva.

HER2-Fc fuziés fehérje: Human IgGl Fc régioval fuziondlt (hFc tag) human HER2
rekombinans fehérje extracellularis domén (extracellular domain, ECD), Katalégusszam:
10004-HO2H; Sino Biological, Eschborn, Németorszag) liofilizdtum formajaban -20°C-on
tarolva.

D-luciferin (Katalogusszam: 122799; Revvity/Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), -20°C-on

tarolva

5.1.2. CAR NK sejt eloallitas

JetPRIME transzfekcios reagens (Polyplus, Ill-kirch, Franciaorszag), 4°C-on tarolva.
Interleukin-2 (IL-2): Proleukin 18x10° IE (PZN-167718), 4°C-on tarolva.
RetroNectin (Katalogusszdm: T100B; Takara Bio, Kusatsu, Japan), —20°C-on tarolva.
Dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide, DMSO), szobahdn tarolva.

5.1.3. Aramlasi citometria, immunfluoreszcencias jelolés, mikroszkopia

. A647 monomer HER2: humédn HER2 rekombindns teljes fehérje (Katalogusszam: 10004-

HCCH; Sino Biological, Eschborn, Németorszag): Alexa Fluor 647-el konjugélva, 4°C-on

tarolva.

27. A647 anti-IgG: Alexa Fluor 647 konjugalt anti-human IgG F(ab’)2 (Katalogusszam: 2
042-31; SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) 4°C-on tarolva.

Paraformaldehid (Paraformaldehyde, PFA) por 4°C-on térolva.

DAPI (4°,6-Diamidin-2’-fenilindol dihidroklorid) 1pg/ml térzsoldata metanolban.

Mowiol 4-88 (Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt, Németorszadg) 10 w/v% 0,1 M Tris-HClI-

ben oldva (pH 8.5), 25 w/v% glicerinnel, —20°C-on tarolva.

5.1.4. Gyarto altal dsszeallitott pufferek és reagensek

. IL-2 ELISA készlet (Katalogusszam: D2050; Human IL-2 Quantikine ELISA Kit; R&D

systems, Minneapolis, MN, USA) 4°C-on tarolva.
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2. IFNy ELISA készlet (Katalogusszam: DIF50; Human IFN-gamma Quantikine ELISA Kit;
R&D systems, Minneapolis, MN, USA) 4°C-on térolva.

5.1.5. In vivo xenograft kisérletek

1. Matrigel (Katalogusszam: 356234; BD Biosciences, San Jose, CA, USA), —20°C-on tarolva.
2. Izofluran (Katalogusszam: 1001936040; Baxter, Deerfield, IL, United States),

szobahOmérsékleten tarolva

5.2.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
CD16 receptort nem expresszalo NK-92 sejtvonalbdl szarmazik (139), amelyet retroviralis
transzdukcioval modositottak annak érdekében, hogy a sejtek kifejezzék a nagy affinitasi CD16
varianst (FcyRIIIA-176V)(140).

Az NK-92 sejteket komplett NK-sejtek tenyésztésére optimalizalt médiumban kultivaltuk,
amelynek alapjat o-MEM alkotta. A médiumot 10% FCS-sel és 10% loszérummal egészitettiik ki,
tovabba glutamint, nem esszencialis aminosavakat, natrium-piruvatot, antibiotikumokat, valamint
400 NE/mL IL-2-t (Proleukin S, Clinigen Ltd., Burton-on-Trent, UK) adtunk hozzéd a sejtek
¢letképességének fenntartasa érdekében.

A HER2-specifikus CAR-t kodold retroviralis vektorok eldallitaisdthoz HEK293T (ATCC,
Manassas, VA, USA) viruscsomagolo sejtvonalat alkalmaztunk.

AHER2-CAR NK-92 sejtterapias készitmények in vitro tumorellenes aktivitdsat harom kiilonb6z6
HER2-pozitiv tumorsejtvonalon hasonlitottuk 6ssze konvenciondlis kokultira vizsgéalatokban.
Ezek a kovetkezOk voltak: az eredetileg 0sztrogén-, progeszteron- és HER2-receptorokat nem
expresszald, tripla-negativ MDA-MB-468 (MDA; ATCC, Manassas, VA, USA) sejtvonalbol
retroviralis transzdukcioval eldallitott, a HER2-t transzgén formdjaban stabilan kifejezd, a
tovabbiakban MDA-HER2-ként hivatkozott sejtvonal (141), az N87 human gyomorkarcindma
sejtvonal (ATCC, Manassas, VA, USA), valamint a JIMT-1 sejtvonal (142), amit egy 62 éves,

trastuzumab-rezisztens emlddaganatos beteg mellhartya-metasztazisabdl izolaltak a finnorszagi
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Tamperei Egyetem Orvosi Technologiai Intézetében. Ez a sejtvonal kivald rezisztencia-modellnek
tekinthetd, mivel a beldle szarmazdé xenotranszplantatumok a tumorprogresszié soran
hialurondn/MUC4 polimer komplexekbdl 4ll6 extracellularis matrixot képeznek, amely sztérikus
akadalyt jelent a terapias antitestek kotodésével szemben (143). HER2 negativ kontrollként a
tripla-negativ MDA-MB-468 sejtvonalat (tovabbiakban: MDA) alkalmaztuk.

A HEK293T, MDA, MDA-HER?2, valamint N87 sejtvonalakat sejtvonalakat 10% magzati
borjuszérummal (FBS), 2 mmol/L GlutaMAX-szal és antibiotikumokkal kiegészitett Dulbecco
Modified Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettiik. A JIMT-1 sejtvonal esetében 1:1 aranyban
kevert Ham’s F12 ¢és DMEM médiumot hasznaltunk, amelyet 20% FBS-sel, 2 mmol/L
GlutaMAX-szal, 300 U/L inzulinnal €s antibiotikumokkal egészitettiink ki.

A CAR-NK-92 készitmények sejtold képességét olyan sejtvonalakon vizsgaltuk, amelyeket
egysejt-klonozast kovetden eGFP és luciferaz (fflLuc) markert expresszalo retroviralis vektorokkal
transzdukaltunk (MDA.ffLuc, MDA-HER2.fflLuc, JIMT-1.ffLuc és N87.ffLuc). Valamennyi
sejtvonalat 37 °C-on, 5% CO:-t tartalmazo pardsitott inkubatorban tenyésztettiik, standard

sejttenyésztési koriilmények kozott.
5.3.A retrovirusok eloallitasa, és a CAR-NK-92 sejtvonalak transzdukcioja

A retroviralis részecskéket HEK293T csomagolosejtek tranziens transzfekcidval bejuttatott
HER2-CAR-t kodolo pSFG plazmid segitségével allitottuk eld. A transzfekcio soran a kiilonbozo
HER2-CAR konstrukciok génjeit kddold plazmidok mellett virus partikuldk RD114 kapszid
felépitését biztosito pMax.RD114, és a viralis replikacidhoz sziikséges enzimkészletet kodolo gag-
pol MoMLV Peg-Pem plazmidokat juttattuk be a HEK293T sejtekbe jet-Prime transzfekcids
reagens (Polyplus, Illkirch, France) segitésével 10 cm-es tenyésztéedényeken. Edényenként
Osszesen 10 pg DNS-t alkalmaztunk, az alabbi plazmidaranyoknak megfeleléen: 3,75 pg CAR-
expresszids plazmid : 3,75 pg Peq-Pam : 2,5 pg pMax.RD114. Harom napos inkubaciot kovetden
a HEK293T sejtek feliiliszdjaban taldlhatd pszeudovirus partikuldkat 0,22 pm-es steril
fecskenddszlirdvel tisztitottuk, és felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek el8allitasdhoz 400 NE/ml IL-2-vel kezelt 5 x 10°/ml NK-
92 sejtet tenyészettiink komplett NK-médiumban. Az NK sejtek pszeudovirus részecskékkel valo
transzdukciojat 20 pg/ml RetroNectin-nel (Takara Bio, Kusatsu, Japan) bevont sejttenyésztd

edényben végeztiikk 400 NE/ml IL-2 jelenlétében, melyben a nem transzdukalt NK-92 sejteket is
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szaporitottuk. Az igy eléallitott CAR NK-92 sejteket 2 ml friss 400 NE/ml IL-2 tartalmu komplett
NK médiumban 24 kamrés tenyésztéedénybe helyeztiik 4&t. A CAR NK sejteket a felhasznalasukig
400 NE/ml IL-2 jelenlétében, 2 ml komplett NK médiumban tenyésztettilk. A felszaporitast
kovetéen minden HER2-CAR NK-92 sejtvonalbol - a kiméra antigénreceptor specifikus jelolését
kovetden - aramlasi citometrias sejtvalogatassal (FACS) a HER2-CAR konstruktokat legalabb
90%-ban kifejezé sejtkultirakat hoztunk létre. Kés6bb, minden kisérletben csak ezeket a

készitményeket hasznaltuk. A HER2-CAR expresszid mértékét rutinszertien teszteltiik.

5.4.Az alkalmazott HER2-CAR konstrukciok

Kutatomunkank soran 6sszesen hat kiilonbozé HER2 specifikus CAR konstrukciot alkottunk meg
(8. abra).

Transzmembran
Extracellularis régio régio Intracellulars régié

L L '
I 1 r

.
HER2z | FRPS scFv ]—{ IgG1 SH ]—[cnza TM]—[ cD37 ]

HER2.CD28.z | FRP5scFv | IgG1SH ]—[coza TMJ—[ cp28 | cpz |

Herz4188.z  ( FRPSscFv | 1g61SH |—(cp28TM|—( 4188 | cp3z |

[ CcD28 ]—[ 41BB ]—[ CD3Z ]
HER2284z [ FRP5scfv | Ig61SH |—(284TM | 284 }— cpxz |
(

2B4 ]—[ 41BB ]—[ CD37 ]

8. abra: A kisérleteinkben alkalmazott CAR molekulak sematikus szerkezete

HER2.CD28.418B.z | FRP5scFv |— 1gG1SH |—(CD28 TM|—

HER2.284.418B.z FRP5scFv |— Ig61SH ]—[ 2B4TM }—

Az els6 generacids CAR molekuldris szerkezetét a HER2 specifikus FRPS eredetli egylancu
variabilis régi6 (scFV), az IgG1 ,,;short hinge” (SH), a human CD28 eredetii transzmembran régio
(TM), tovabba a human T sejt receptorbol (TCR) szarmazd CD3( effektor doménbdl épiilt fel.
(HER2.z CAR). A masodik generaciés CAR-ok ezen kiviil tartalmaztak egy a CD28, a 41BB vagy
a 2B4 (HER2.CD28.z, HER2.41BB.z CAR, HER2.2B4.7) receptorokbdl szarmazo intracellularis
kostimulacios domén egységet. A harmadik generdcidos CAR-ok az imént emlitett CD28 és 41BB
(HER2.CD28.41BB.z CAR), illetve a 2B4 ¢és 41BB kostimulacidos endodoméneket tartalmaztak.
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A HER2.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.

5.5.Aramlasi citometria

A kiilonb6z6 HER2-CAR konstrukciok expressziojanak ellenérzéséhez a sejteket direkt
immunfluoreszcencidval jeloltik 5 pg/ml Alexa Fluor 647-konjugdlt monomer HER2
extracellularis doménnel (HER2 ECD; Cat.#10004-HCCH, Sino Biological Europe GmbH,
Eschborn, Németorszag) 10 percig jégen. Az aramlési citometrias elemzést NovoCyte RYB
aramlasi citométerrel végeztilk €s az adatokat a NovoExpress v1.2.1 szoftverrel értékeltiik ki.
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) A vizsgalat soran legalabb 10 000 sejtet

elemeztiink.

5.6.A CAR NK sejtek citokin szekrécidojanak mérése

A genetikailag médositott 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
koncentracidju - a sejtteny€sztd edény felszinen immobilizalt - rekombindns HER2-Fc molekularis
target jelenlétében, vagy HER2-pozitiv célsejtek (MDA-HER2, JIMT-1 ¢és N87) 1:1
effektor/célsejt aranyu (E:T arany) kokultirajaban inkubaltuk 24 oran keresztiil 96 lyuku
sejttenyésztd edényben. A feliilluszd IFNy-koncentracidjat enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgalattal (ELISA; Quantikine ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) hataroztuk meg,
a gyarto utasitasai szerint. A mérésekhez Tecan Spark® mikroplate olvasot (Tecan Group Ltd.,
Mainnedorf, Svajc) hasznaltunk. Negativ kontroll targetként az HER2-negativ MDA-MB-468, mig
effektor kontrollként az NT NK-92 sejtvonalak szolgaltak.

5.7.A CAR NK sejtek in vitro citotoxicitasanak meghatarozasa

A kiilonboz6 generaciojo HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek in vitro citotoxicitasat HER2", és
a luciferaz markert stabilan expresszalo MDA-HER2, JIMT-1 és N87 tumor sejtvonalak
jelenlétében vizsgaltuk. A mérés alapjat a D-luciferin bomlasat kovetd biolumineszcens jel
detektalisa adta. 3x10* MDA-HER2-ffLuc, JIMT-1.ffLuc, N87.ffLuc sejtet tenyésztettiink 96
lyuku lapos sejttenyészt edényben 100 pl komplett NK médiumban, melyekhez 4 ora elteltével
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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 kokultirdkat 24 6ran keresztiil inkubaltuk. Az effektor
sejtek nélkiili lyukak kezeletlen kontrollként szolgaltak. Az inkubacidét kovetéen a luciferaz
aktivitast a sejtekhez adott D-luciferin szubsztrat (Promega, Madison, WI, USA) segitségével
hatdroztuk meg. A keletkezd lumineszcens jelet azonnal mértiik Tecan Spark® mikroplate
olvasoval (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Svéjc). A méréseket két technikai parhuzamosban,

harom fliggetlen kisérletben végeztiik.

5.8.A CAR NK sejtek proliferacios képességének meghatarozasa

A HER2-CAR NK-92 sejtek proliferacios képességét szakaszos sejtszamlalason alapuld in vitro
tenyésztési kisérletben vizsgaltuk. Kiindulasként 1x10* sejtet inkubéltunk duplikdtumokban 96
lyukt sejttenyésztd edénybe, 400 NE/ml IL-2-t tartalmazo komplett NK-tenyésztd kdzegben. A
sejtek szamat 3,5 naponta aramldsi citométerrel hatdroztuk meg. Minden mérési pont utan a
sejtekbol ismét 1x10* életképes sejtet inkubaltunk ugyanazon koriilmények kozott, és a
proliferacios ciklust ujrainditottuk. gy a kisérlet soran minden 3,5 napos periodus a sejtek egy-
egy novekedési ciklusat reprezentalta. A kumulativ proliferacids ratat a 3,5 napos ciklusok soran

mért relativ sejtszamnovekedések szorzataként szamitottuk ki.

5.9.A CAR NK sejtek tumorellenes hatasanak vizsgalata harom-dimenzios
sejtkulturakban

5%10% JIMT-1.ffLuc és N87.ffLuc sejtet 96 lyuku, U-alji sejttenyészté edényben (174925 96U
Bottom Plate, Thermo Scientific, Roskilde, Dania) komplett JIMT-1, illetve DMEM médiumban
3 napon at kultivaltunk. A sejtek ez id6 alatt haromdimenzids (3D) tumor szferoidokat képeztek.
AHER2-CAR NK-92 és a nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtek citotoxikus hatdsat a szferoidokkal
alkotott 3D kokulturdkban vizsgaltuk. A kisérletek soran az egyes szferoidokat 2x10° effektor sejt
hozzdadéasaval inkubdltuk, majd 24 6rat kovetden a kultirdkat 1 pg/mL propidium-jodiddal
kezeltiik az elhalt sejtek jelolése céljabol.

A sejtpusztulas mértékét a propidium-jodid fluoreszcens jelének detektaldsaval hataroztuk meg

Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal (9. abra).
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Zeiss LSM 880

CAR-NK sejtek ~ Propidium-jodid

Elhalt sejtek detektaldsa

9. abra: A CAR-NK sejtek tumor ellenes hatékonysaganak ellendrzése 3D-s szferoid modellben

A HER2-CAR NK-92 sejtek tumorellenes hatasanak vizsgalata haromdimenzios (3D) tumor szferoid
modellekben. A JIMT-1.ffLuc és N87.ffLuc sejtekbdl képzett szferoidokat HER2-CAR NK-92 vagy
nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtekkel inkubaltuk, majd a sejtpusztulas mértékét propidium-jodid
festéssel és konfokalis mikroszkopiaval (Zeiss LSM 880) hataroztuk meg.

5.10. In vivo xenograft tumorok kezelése HER2-CAR NK sejtekkel

AHER2-CAR NK-92 sejtek JIMT-1 és N87 eredetii xenograft daganatokra gyakorolt tumorellenes
hatasat immundeficiens NSG egérmodellben (NOD.Cg-Prkdc®¢ 112rg™Wi/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: I11/4-KAT/2015) tartottuk, SPF-mindsitésti kornyezetben.
Minden allatkisérletet a FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science
Associations) iranyelveinek és a DIN EN ISO 9001 szabvany eldirdsainak megfelelden végeztiink.
A Kkisérletek elvégzésére az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs engedélye alapjan (#5-
1/2017/DEMAB) kerilt sor.

A hét hetes ndstény NSG egereket szubkutan (s.c.) 3x10¢ JIMT-1.ffLuc vagy N87.ffLuc sejttel
oltottuk be. A sejtek 100 L. PBS-ben és azzal azonos térfogatii Matrigelben (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) keriiltek szuszpendalasra, majd a keveréket a hatoldali borfeliilet ala injektaltuk.

A tumorok novekedését biolumineszcens képalkotassal kovettilk nyomon IVIS Spectrum CT
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késziilék (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) segitségével. Ehhez a képalkotas el6tt az allatokat
izoflurannal altattuk, majd intraperitonealisan (i.p.) 150 mg/kg d6zisu D-luciferint (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) adtunk be. A 10 perces inkubaciot kdvetéen biolumineszcens felvételeket
készitettiink, amelyeket a Living Image 4.0 szoftverrel (Caliper Life Sciences, Waltham, MA,
USA) elemeztiink. A jel intenzitasat foton/masodperc/négyzetcentiméter/szteradian (p/s/cm?/sr)
egységben hataroztuk meg, azonos méreti régiok (ROI) kijelolését kovetden.

A tumoros allatokat kiilonféle kezelési csoportokba soroltuk. Az els6, HER2-CAR NK-92
csoportban az allatok 5x10° kiilonb6z6 generaci6ji HER2-CAR NK-92 sejtet kaptak intravénasan
(1.v.) a tumor oltasat kdvetd 14. naptol kezdddden, kéthetente ismételve. A nem transzdukalt (NT)
NK-92 kontrollcsoportban az egerek 5x10° NT NK-92 sejtet kaptak intravénasan, azonos
1d6kozonként. Az ADCC-kontrollcsoportban (NT + trastuzumab) az allatok kéthetente 5x10° NT
NK-92 sejtet, illetve hetente kétszer 100 pg trastuzumab-ot kaptak intraperitoneédlisan, 100 pL
PBS-ben szuszpendalva.

Minden kezelt allat intraperitonealisan huméan IL-2 pétlast is kapott, hetente kétszer, 50 000 NE/ml
koncentracioban 100 pL PBS-ben. A kezeléseket a tumorok mérhetd ndvekedésének megjelenését
kovetden kezdtiik meg, és az allapotromlés vagy az etikai végpont eléréséig folytattuk.

A tumorok novekedését és a kezelések hatasat rendszeres idokozonként, azonos beallitasok mellett
rogzitett biolumineszcens felvételekkel kovettiik nyomon. Az adatok kvantitativ kiértékelését a

Living Image szoftver segitségével végeztiik.

5.11. A HER2-CAR NK sejtek tumorpenetraciojanak vizsgalata
immunhisztokémiaval

A HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek jelenlétét a xenograft daganatokban immunfluoreszcens
mikroszkopos mddszerrel igazoltuk. A JIMT-1 ¢és N87 eredetli daganatszoveteket kipreparaltuk,
majd Cryomatrix (Cryomatrix, 6769006, Epredia, Kalamazoo, MI, USA) bedgyazé anyagba
helyeztiik, végiil lefagyasztottuk. A mintakb6l 7 pm vastagsagli kriometszeteket készitettiink,
amelyeket azonnal targylemezre helyeztiink és jégen tartottunk.

A metszeteket 200 pul PBS-sel mostuk, majd a CD16 sejtfelszini receptor kimutatasahoz 10 pg/ul
végkoncentracioji Alexa Fluor 647-konjugalt anti-human IgG (H+L) ellenanyaggal inkubaltuk 4

°C-on, egy ¢jszakan keresztiil. A jelolést kovetden a metszeteket 1, 5 és 10 perces PBS-

croer
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festettiik. A jelolést kovetden mintdkat 1%-os paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 10 percen
keresztiil, majd PBS-sel ledblitettiik. A metszeteket Panoramic Confocal mikroszképpal vizsgaltuk
¢s digitalizaltuk, a fluoroférok (Alexa647 és DAPI) emisszids csatornainak megfeleld beallitasok

mellett.

5.12. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzés soran a GraphPad Prism 5 szoftvert (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA) alkalmaztuk. Az adatokat atlag = SD vagy SEM formdjaban adtuk meg. Két csoport
0sszehasonlitdsdhoz kétoldali t-probat, harom vagy tobb csoport Osszehasonlitasara egyirdnyu
ANOVA-t ¢és Bonferroni-féle post hoc tesztet alkalmaztunk, mely teszttel az eltérd
mintaelemszama csoportok keriiltek Osszehasonlitdsra. A csoportok kozotti eltéréseket

szignifikdnsnak tekintettiik, ha p<0,05 volt.
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6. Eredmények

6.1.A T sejt eredetii kostimulacios doméneket tartalmazo HER2-specifikus
CAR NK-92 sejtek atmeneti, célzott tumorellenes aktivitast fejtenek ki
in vivo xenograft modellekben

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

Hipotézisiink szerint a CAR-molekuladkba épitett kostimulacios intracellularis domének mindsége
¢s kombinacidja alapvetéen meghatarozza az NK-sejtek aktivacios kiiszobét, proliferacios
kapacitasat és effektor funkcidinak fenntarthatosagat. Mivel a klasszikusan T-sejtekre optimalizalt
kostimulacios jelatviteli elemek NK-sejtekben betoltott szerepe csak részben ismert, célul tiiztiikk
ki olyan HER2-specifikus CAR-konstrukciok létrehozasat, amelyek eltérd intracelluldris
kostimulacios doméneket hordoznak. Ezeket a konstrukcidkat az NK-92 sejtvonalban fejeztettiik
ki annak érdekében, hogy kisérletesen Osszehasonlitsuk a kiilonbozd jelatviteli konfiguraciok
hatasat az NK-sejtek funkcionalis tulajdonsagaira. Az NK-92 sejtvonal alkalmazasa lehetdvé tette,
hogy a megfigyelt funkciondlis kiilonbségeket kizardlag a CAR-konstrukciok jelatviteli
sajatossagainak tulajdonitsuk, mivel ebben a rendszerben primer NK-sejtekkel ellentétben nem
szlikséges donorvariabilitassal szamolni.

A kisérleteinkben hasznalt CAR-konstrukciok extracellularis antigénfelismerd egységét az FRPS
eredetii egy lancu variabilis fragment (scFv) alkotta, amely egy rovid IgG1 hinge région keresztiil
kapcsolddott a CD28 transzmembran doménhez. Az intracellularis jelatviteli egységeket a T-sejt-
specifikus CD28, illetve a T- és NK-sejtekben egyarant funkcional6 4-1BB receptor intracellularis
doménjei képezték. A CD28 els6sorban a korai aktivacids jelatviteli folyamatokban jatszik
meghataroz6 szerepet, mig a 4-1BB a sejtek proliferacidjat, talélését és effektor funkcidinak
fenntartasat eldsegitd jelatviteli tvonalakat aktivélja.

A kostimulaciés domént nem tartalmaz6 elsé generacios (HER2.z), a CD28-at (HER2.CD28.z)
vagy a 4-1BB-t (HER2.41BB.z) hordozdé méasodik generacios, valamint a CD28 ¢és 4-1BB
endodoméneket egyarant tartalmazé harmadik generaciés (HER2.CD28.41BB.z) CAR-NK-92
sejteket retroviralis transzdukcioval allitottuk eld, a modszertani részben részletezett protokoll

szerint (10. abra, A panel). A CAR-molekuldk sejtfelszini expressziojat a felismerd doménre
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specifikus, fluoreszcensen jelolt rekombinans HER2 receptor extracellularis domén segitségével,
aramlasi citometrids modszerrel ellendriztiik.

A sikeres CAR-expresszio igazolasat kovetéen fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatast (FACS)
alkalmaztunk, amelynek eredményeként olyan HER2-CAR NK-92 sejtvonalakat hoztunk Iétre,
amelyekben a receptort stabilan kifejezé sejtek aranya kozel 100% volt (10. abra, B panel).
Kontrollcsoportként — az expresszié ellendrzése €s a sejtvalogatds sordn egyarant — nem

transzdukalt NK-92 sejteket alkalmaztunk.

A) HER2,z HER2.CD28.z HER2.41BB.z HER2.CD28.41BB.z

Intracellularis domének:
CD28 (T-sejt specifikus)

41BB (T és NK-sejt specifikus)
CD3( effektor domén

B) NT HER2.z HER2.CD28.z HER2.41BB.z HER2.CD28.41BB.z
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A) A HER2-specifikus kiméra antigén receptorok sematikus abrazolasa, feltlintetve az FRPS eredetii
antigénfelismeré domént, a CD28 transzmembran régiot, valamint az eltéré intracellularis jelatviteli és
kostimulacios doméneket.

B) A HER2-CAR-NK-92 sejtpopulaciok sejtfelszini CAR-expresszidja fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatast
(FACS) kovetéen. Az aramlasi citometrias dot plotok a nem transzdukalt (NT) kontroll, valamint az elsé-,
masodik- és harmadik generacios HER2-CAR-konstrukciokat expresszald NK-92 sejtvonalak CAR-pozitiv
frakcioit mutatjak.

A kiilonboz6 kostimulacids endodoméneket tartalmazd6 CAR-konstrukciok NK-92 sejtekre
gyakorolt hatasat elsd 1épésben proliferacios assay segitségével értékeltiik, 400 IU/ml interleukin-

2 jelenlétében. Eredményeink alapjan a 4-1BB intracellularis domént hordozé CAR-konstrukciok

szignifikansan fokozott proliferacids valaszt indukaltak az endodomént nem tartalmaz6 (HER2.z),
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illetve a kizardlag CD28 jelatvitelt biztositd6 CAR-molekulakhoz képest. Figyelemre méltdé mdédon
a CD28 ¢s 4-1BB doméneket egyesitd, harmadik generacios HER2.CD28.41BB.z CAR-
konstrukciéval modositott NK-92 sejtek proliferacidos aktivitaisa nemcsak a CD28-at nem
tartalmaz6 konstrukcidkat haladta meg, hanem a kizarélag 4-1BB domént expresszalo CAR-NK-
92 sejtekét is (11. abra). Ez arra utalhat, hogy a harmadik generacios konstrukcidban a CD28
kostimulaciés domén funkciondlisan aktiv volt, és a 4-1BB altal kozvetitett proliferacios

jelatvitelhez additiv modon jarult hozza.
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11. abra: A harmadik generacios HER2.CAR-NK-92 sejtek kiemelked6 proliferacios kapacitast mutatnak rovid és
hosszu tavon

A HER2.z (piros), HER2.CD28.z (z6ld), HER2.41BB.z (kék) és HER2.CD28.41BB.z (lila) CAR-konstrukcidkat
expresszald és nem transzdukalt (NT (fekete)) NK-92 sejtek proliferacios gorbéi. Kiindulasként 1 x 10° HER2-
CAR-NK-92, illetve nem transzdukalt NK-92 sejtet tenyésztettiink 96-lyuku, U-alju tenyésztéedényben, 400 [U/ml
interleukin-2 jelenlétében, duplikatumokban. A sejtszamokat 3,5 napos id6k6zonként aramlasi citometriaval
hataroztuk meg. Az abran az egyes idopontokhoz tartozo atlagértékeket (+ SEM) abrazoltuk. (fliggetlen kisérletek
szdma: n=3; belsd technikai replikdtumok szdma: n=2; azaz minden adatpontot duplikdtumokbol nyertiink).
HER2.41BB.z vs. NT, HER2.z és HER2.CD28.z, illetve HER2.CD28.41BB.z vs. 0sszes konstrukt a 21. napon:
**%p < 0,001.
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6.1.2. A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek hatékonyan felismerik és elpusztitjak
a trastuzumab-rezisztens HER2-pozitiv daganatsejteket egyrétegii in vitro
kultarakban

A HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek in vitro aktivacidjat IFNy szekréciojuk, valamint
lumineszcencia detektalasan alapuld citotoxicitasi assay-ek segitségével értékeltiik a
modszerekben leirtak szerint. A HER2.CAR-NK-92 sejtek immobilizalt HER2 rekombinans
fehérje jelenlétében (12. abra, A panel), mind HER2-pozitiv tumorsejtekkel (MDA-HER2, JIMT-
1, N87) alkotott kokulturakban szignifikans aktivacios citokinfelszabadulast mutattak (12. abra,
B panel). A kiilonb6z6 CAR-konstrukciok oOsszehasonlitdsa alapjan a CD28 és 4-1BB
kostimulacios doméneket egyarant tartalmazé CD28.41BB.z CAR-NK-92 sejtek indukaltak a
legnagyobb mértékii IFNy-felszabadulast valamennyi vizsgalt kokulturaban. A kisérletek soran a
HER2-CAR-NK-92 sejtek aktivitasat nem transzdukalt, 10 pg/ml trastuzumabbal kezelt NK-92
sejtekkel is Gsszehasonlitottuk az antitestfliiggd sejtes citotoxicitdas (ADCC) in vitro modellezése
céljabol. Az ADCC kontroll kokultardkban NK-92 sejtek is képesek voltak felismerni az
immobilizalt rekombindns HER2 molekulakat, ami mérheté IFNy-szekréciohoz vezetett (12. abra,
A panel, NT+TRAST), ugyanakkor telitd dozist trastuzumab jelenlétében a nem transzdukalt
NK-92 sejtek nem mutattak kimutathaté IFNy-termelést egyik HER2-pozitiv célsejttel szemben
sem (12. abra, B panel, NT+TRAST). HER2 antigénnel nem fedett platefelszinen (12. abra, A
panel, MEDIUM), targetet nem expresszalo kokulturdban (12. abra, B panel, MDA), tovabba
CAR expresszio, illetve telité dozisa trastuzumab hidanydban sem immobilizalt, sem
membranasszocialt targeten nem volt mérhetd szignifikans citokin szekrécié (12. abra, A és B

panel, NT).

o7



z

5000 1 -
***p<0.001
= **p<0,01
E "pI;(].US T .
=1
2 2500
ad
z
E
B) MDA MDA-HER2
8000 4 B
% r ‘l. 1
2 40004
-
-
E n=3
ww n<0.001
0 Amm
JIMT-1 N87
8000+ e
~
E
Z 4000 1 " ‘
=
z
E n=3 n=3
wx* p<0.001 *** p<0.001
0 i_i Ij ’ T o | [
— — MEDIUM ——NT  -eeeee NT + TRAST Z — CD28.z —— 41BB.z — (CD28.41BB.z

12. abra: A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek sikeresen felismerték az immobilizalt HER2 molekulékat,
illetve a HER2-t kifejez6 célsejteket és jelentds IFNy aktivacios citokin-szekréciot mutattak

A) 1x10° HER2.CAR-NK-92 vagy NT.NK-92 sejtet = 10 pg/ml trastuzumabbal inkubaltunk HER2-Fc
rekombinans fehérjével bevont sejttenyészéedényben. 24 ora elteltével ELISA-val meghataroztuk az IFNy-t a
kokultara feliilluszojabdl (n = 2, a vizsgalatot duplikatumokban végeztiik). A hisztogramok az atlagot = SEM-
et mutatjak; *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001.

B) HER2-pozitiv célsejtekkel végzett kokultirakat hoztunk létre kiilonbdzé HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtek, illetve telitd dozisu trastuzumab és NK-92 sejtek jelenlétében, 1:1 effektor:célsejt arany alkalmazasaval.
Kontrollként nem transzdukalt NK-92 sejteket, valamint HER2-negativ MDA sejtvonalat hasznaltunk. A 24
oras inkubaciot kovetden a kokulturdk feliiliszojabol az IFN-y szintjét ELISA modszerrel hataroztuk meg
(fuggetlen kisérletek szama: n=3; belsd technikai replikitumok szdma: n=2; azaz minden adatpontot
duplikatumokbol nyertiink). A hisztogramok az atlagértékeket =+ SEM formajaban abrazoljak; ***p < 0,001.

Ezt kovetéen a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtvonalak citotoxikus tulajdonsagait vizsgaltuk
IL-2 aktivacids citokin jelenlétében (13. abra, A panel), illetve annak hidnydban (13. abra, B
panel). Megallapitottuk, hogy 400 IU/ml IL-2 jelenlétében a nem transzdukalt NK-92 sejtek is
jelentds citolitikus aktivitdst mutattak, amely nagysagrendileg 0sszevethetd volt mind a HER2-
CAR, mind a trastuzumabbal kezelt NT NK-92 sejtek citotoxikus hatékonysagaval (13. abra, A
panel, NT). Ezzel szemben IL-2 hianyaban a nem transzdukalt NK-92 sejtek citotoxikus aktivitasa

elhanyagolhat6 volt, még magas effektor:célsejt (E:T) aranyok alkalmazasa mellett is (13. abra,

B panel, NT). Ebben a kisérleti elrendezésben sem az egyes CAR-konstrukciok citolitikus
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hatékonysaga kozott, sem az ADCC-kontrollként alkalmazott trastuzumabbal kezelt NT NK-92

sejtek és a HER2-CAR NK-92 sejtekkel kokultivalt mintdk kozott nem volt kimutathatd

szignifikans kiilonbség (13. abra, B panel). Ugyanakkor figyelemre mélté megfigyelés volt, hogy

HER2-negativ MDA célsejtek ellen a 4-1BB kostimulacios domént kifejezé NK-92 sejtek mérhetd

citolitikus aktivitast mutattak, ami CAR-fliggetlen, intrinsic NK-sejt effektor funkcio jelenlétére
utalhat (13. abra, B panel, MDA).
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13. abra A HER2-specifikus CAR-NK sejtek képesek voltak felismerni és elpusztitani a HER2 pozitiv
célsejteket

A) HER2.CAR NK vagy NT NK sejtet 10 pg/ml trastuzumabbal vittiink kokultaraba MDA-HER?2, JIMT-1
vagy N87 (HER2") vagy MDA (HER2) célsejtekkel, 1 - 0,3 - 0,1 - 0,03 effektor:célsejt aranyban, 400 TU/ml
interleukun-2 (IL-2) hozzaadasaval, 24 o6ran keresztiil (n=2; a kisérletet duplikatumokban végeztiik). A
biolumineszcencia intenzitast D-luciferin hozzaadasat kovetéen olvastuk le. Kontrollként nem transzdukalt
NK-92 sejteket, illetve HER2-negativ MDA sejtvonalat hasznaltunk. A szaggatott vonal a sejtenyésztd
médiumban inkubalt targetsejteket jelzi, ami referenciaként szolgalt. A diagramok atlagértéket (= SEM)
mutatnak; **p<0,01; ***p<0,001.

B) A biolumineszcencia-alapt citotoxicitasi assay-ben HER2.CAR NK-92 vagy NT NK sejteket 10 pg/ml
trastuzumab kultivaltunk MDA-HER?2, JIMT-1 vagy N87 (HER2") célsejtekkel ellenében, 1 - 0,3 - 0,1 - 0,03 -
0,01 - 0,003:1 effektor:célsejt aranyban 24 6ran keresztiil. A sejttenyészt6 oldatba nem tettiink IL-2-t (fliggetlen
kisérletek szama: n=3; belsd technikai replikaitumok szama: n=2; azaz minden adatpontot duplikatumokbol
nyertiink). A nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtek, illetve az MDA (HER2") sejtvonal szolgalt kontrollként. A
hisztogramok a mintaatlag £ SEM értékeit mutatjak; **p<0,01; ***p<0,001.

6.1.3. A 4-1BB kostimulaciéos endodomént hordozo HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtek hatékonyan penetraljak a CD44-negativ N87 haromdimenzids
tumorszferoidokat, mig a CD44-pozitiv JIMT-1 szferoidok rezisztensek
maradnak

Korabbi publikédcidinkban igazoltuk (144), hogy a trastuzumab-rezisztens daganatok, igy a JIMT-

1 sejtvonalbol szarmazo tumorxenograftok CD44-ben gazdag extracellularis matrixa (ECM)

hatékony fizikai és funkcionalis védelmet biztosit a haromdimenzios kulturat kialakitd
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daganatsejtek szdmara. Ez a kompakt ECM-struktira jelentésen korlatozza az antitestek
hozzaférését a tumorszferoidok magi régidjahoz, és ezaltal nagymértékben csokkenti a
trastuzumab altal kdzvetitett NK-sejt citotoxicitast. Ezzel szemben korabbi eredményeink azt is
kimutattak, hogy a hagyomanyos HER2-specifikus CAR T-sejtek képesek athatolni ezen az ECM
altal kialakitott gaton, felismerni a szferoid belsé régiodiban lokalizalodo HER2 molekulakat, és
ennek kovetkeztében kifejezett citotoxikus valaszt indukalni (144).

Ezen megfigyelések alapjan vizsgaltuk a HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek tumorellenes
hatékonysagat haromdimenzids tumorszferoid modellekben, trastuzumab-rezisztens (CD44-
pozitiv JIMT-1), illetve trastuzumab-érzékeny (CD44-negativ N87) sejtvonalak alkalmazisaval
(14. abra).

Akisérletek soran JIMT-1 ¢€s N87 szferoidokat 24 6ran keresztiil tenyésztettiink egyiitt a kiilonb6zo
HER2-CAR NK-92 sejtekkel, valamint telité dozisu trastuzumab jelenlétében nem transzdukalt
NK-92 sejtekkel. Kontrollként trastuzumabbal nem szupplementdlt NT NK-92 sejteket
alkalmaztunk. A tumorsejtpusztulas mértékét propidium-jodid (PI) felvétel alapjan hataroztuk
meg, a citotoxikus hatas térbeli eloszlasat pedig konfokalis mikroszkdpos képalkotassal vizsgaltuk
a modszerekben leirtaknak megfelelden.

Eredményeink azt mutattdk, 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-iranyitott NT NK-sejtekkel kezelt
mintakban enyhe, de tovabbra is korlatozott citotoxikus hatést figyeltiink meg, amely szintén
kizardlag a kiils6 sejtrétegeket érintette (14. abra, JIMT-1, NT+TRAST).

Ezzel szemben a HER2-specifikus CAR NK-92 sejtek hatékonyan felismerték és penetraltak a
CD44-negativ, trastuzumab-érzékeny N87 szferoidokat. Kiilondsen figyelemre mélto volt, hogy a
4-1BB-t tartalmazé (41BB.z), valamint a kettds kostimulacios doménnel rendelkezd
(CD28.41BB.z) CAR-konstrukcioval modositott NK-92 sejtek kifejezetten intenziv citotoxikus
valaszt mutattak, és a szferoidok szerkezete 24 oran beliill nagymértékben karosodott. Ezzel
szemben mind a trastuzumab-iranyitott NT NK-sejtekkel, mind a kezeletlen kontroll NT NK-
sejtekkel kezelt N87 szferoidok elhanyagolhat6 tumorellenes hatast mutattak. Ezek az eredmények
alahuzzak a 4-1BB kostimulaciés domént tartalmazé CAR-konstrukciok fokozott hatékonysagat a

szenzibilis daganatmodellben, ugyanakkor ramutatnak arra is, hogy a CD44-ben gazdag ECM
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jelentds akadalyt képez a CAR-NK sejtek haromdimenzids tumorpenetracidjaval €s citotoxikus
aktivitdsaval szemben.

NT NT + TRAST .z CD28.z 41BB.z CD28.41BB.z

JIMT-1

300 pm 3

N87 |s

300 pm

14. abra: A 4-1BB kostimulacidos domént tartalmazé6 HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek szelektiven
eliminaljak a CD44-negativ N87 haromdimenzids tumorszferoidokat, mig a CD44-pozitiv JIMT-1 szferoidok
rezisztensek maradnak

llusztrativ konfokalis mikroszkopos felvételek a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek, valamint a
trastuzumab-kozvetitett nem transzdukalt (NT) NK-92 sejtek citotoxikus aktivitasarol HER27/CDA44",
trastuzumab-rezisztens JIMT-1 szferoidokkal (bal oldali oszlop), illetve HER27/CD44", trastuzumab-érzékeny
N87 szferoidokkal szemben (jobb oldali oszlop). A tumorsejtek zold fluoreszcenciaval jeldltek (GFP-
expressziod), mig az elhalt sejtek propidium-jodid (PI) felvétele révén piros szinnel jelennek meg. A képeken
feltiintetett skalak 200 um vagy 300 pm felelnek meg.

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

Annak vizsgalatara, hogy a kiilonb6z06 penetracios kapacitasok miként befolyasoljak a daganatok
in vivo eliminaciéjanak hatékonysagat, HER2-pozitiv, CD44-pozitiv, trastuzumab-rezisztens
JIMT-1.ffLuc sejtekbdl szarmazo szubkutan xenograft modelleket hoztunk Iétre immundeficiens
NSG egerekben. Ez a modell lehetdséget biztositott annak értékelésére, hogy a haromdimenziés
tumorszerkezetben és  komplex  tumormikrokornyezetben — 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 intravénas beadasaval vizsgaltuk. A
sejtkezeléseket a daganatsejtek inokulalasat kovetd 14. naptol kezdtik meg, és kéthetes
id0kozonként 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. napt6l kezdédden. A daganatok

novekedését longitudinalisan biolumineszcens képalkotéassal kovettiik nyomon, amely lehetévé
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tette a tumorprogresszié kvantitativ értékelését, valamint az egyes kezelési csoportok kozotti
Osszehasonlitast. Emellett Kaplan—Meier modszerrel 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
kimutathatd tumorregressziot (15. abra, A és B panel), illetve nem jart az altalanos talélés

szignifikans javuldsaval a trastuzumab-rezisztens JIMT-1.ffLuc xenograft modellben (15. abra, C

panel).
uu m um

50 1
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15. abra: A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek nem indukalnak tumorregressziot a CD44-pozitiv,
trastuzumab-rezisztens JIMT-1 xenograft modellben in vivo

NSG egerekbe 3 x 10° JIMT-1.ffLuc sejtet injektaltunk szubkutan. A tumorinokulaciot kévetd 14. napon (piros
nyil) az allatok egyszeri intravénas kezelést kaptak 5 x 10° nem transzdukalt NK-92 sejttel (NT; n = 10, fekete
vonal), trastuzumabbal kezelt NT NK-92 sejtekkel (NT+TRAST; n = 10, szaggatott fekete vonal), vagy HER2-
specifikus CAR-NK-92 sejtekkel (CD28.z, n = 10, z6ld; 41BB.z, n = 10, kék; CD28.41BB.z, n = 10, lila). A
daganatndvekedést longitudindlisan biolumineszcens képalkotassal kovettilk nyomon.

A) Reprezentativ biolumineszcens felvételek JIMT-1.ffLuc xenograftot hordozo allatokrol.

B) A JIMT-1.ffLuc xenograftok kvantitativ biolumineszcens adatai (atlagos teljes sugarzas, foton/s/cm?/sr). C)
Kaplan—Meier talélési gorbék. Az adatok az atlag + SD értékeket abrazoljak.
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6.1.5. A HER2-CAR NK-sejtek jelentos 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.

Eredményeink alapjan mind a méasodik, mind a harmadik generacios HER2-specifikus CAR-NK-
92 sejtek hatékonyan felismerték és elpusztitottak a CD44-negativ N87 xenograftokat (16. abra,
A és B panel; NT vs. 0sszes kezelés: ***p < 0,001). Ugyanakkor a CAR NK-92 sejtek és a
trastuzumab-irdnyitott NK-sejtek tumorndvekedést gatldo hatékonysaga kozott nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség (16. abra, B panel; NT+TRAST vs. 6sszes HER2-CAR-NK: n.s.), ami
arra utal, hogy ebben a trastuzumab-érzékeny modellrendszerben az antitestkozvetitett és a CAR-
alapt megkozelitések dsszevethetd tumorellenes aktivitast fejtettek ki.

Mindkét kezelési stratégia szignifikdinsan meghosszabbitotta az allatok tulélését a kezeletlen
kontrollcsoporthoz képest (16. abra, C panel; NT vs. 0sszes kezelés: ***p < 0,001), azonban
egyik megkozelités sem eredményezett teljes tumorregressziot.

Eredményeink egyrészt alatamasztjak a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek potencialjat a célzott
daganatellenes terapiaban, masrészt ramutatnak arra, hogy a terapias hatékonysag tovabbi

fokozasahoz tovabbi konstrukcids és funkcionalis fejlesztésekre van sziikség.
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16. abra: A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek jelentds in vivo tumorellenes hatast fejtenek ki a CD44-
negativ, trastuzumab-érzékeny N87 xenograft modellben

NSG egerekbe 3 x 10° N87.ffLuc sejtet injektaltunk szubkutan. A tumorinokulaciot kdvetd 14. napon (piros
nyil) az allatok egyszeri intravénas kezelést kaptak 5 x 10° nem transzdukalt NK-92 sejttel (NT; n = 10, fekete
vonal), trastuzumabbal kezelt NT NK-92 sejtekkel (NT+TRAST; n = 10, szaggatott fekete vonal), vagy HER2-
specifikus CAR-NK-92 sejtekkel (CD28.z, n = 10, z6ld; 41BB.z, n = 10, kék; CD28.41BB.z, n = 10, lila). A
daganatndvekedést longitudinalisan biolumineszcens képalkotassal kovettiikk nyomon.

A) Reprezentativ biolumineszcens felvételek N87.ffLuc xenograftot hordozoé allatokrol.

B) A N87.ffLuc xenograftok kvantitativ biolumineszcens adatai (atlagos teljes sugarzas, foton/s/cm?/sr). C)
Kaplan—Meier tilélési gorbék. Az adatok az atlag = SD értékeket abrazoljak.

6.2.A 2B4 és 4-1BB kostimulacios domének kombinacioja fokozott
tumorellenes aktivitast biztosit HER2-specifikus CAR-NK sejtek
szamara CD44-pozitiv JIMT-1 xenograftokban

6.2.1. A 2B4 és 4-1BB jelatviteli doméneket tartalmazé HER2-specifikus CAR-NK-
92 sejtvonalak eldallitasa retroviralis transzdukcioval

A genetikailag modositott természetes 6losejtek citotoxikus hatékonysaganak fokozasa érdekében

a korabban részletezett retroviralis transzdukcids technologia alkalmazéasaval kiilonb6z6, HER2-

specifikus, az NK-sejteket specifikusabban aktivald intracellularis jelatviteli doméneket

tartalmaz6 CAR-konstrukciokat hoztunk Iétre. Ennek soran 2B4.z, 41BB.z, valamint a két
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jelatviteli domént egyesité 2B4.41BB.z konstrukciokat fejeztettiink ki az NK-92 sejtvonalban (17.
abra, A panel). A vélasztott jelatviteli domének funkcionalis relevancidjat korabbi vizsgalatok
tamasztjak ala: a 2B4 receptor az NK-sejtek aktivacidojat a SAP/EAT-2 jelatviteli titvonalon
keresztiil fokozza, eldsegiti a citotoxikus granulumok felszabadulasat, hozzajarul az IFNy-
termeléshez, valamint szerepet jatszik az NK-sejtek tulélésének fenntartasaban (145). Ezzel
szemben a 4-1BB (CD137) kostimulaciés domén elsésorban az NK-sejtek perzisztencidjat és
metabolikus aktivitdsat fokozza, ezaltal tiamogatva a tartos effektor funkciok kialakulasat (146).
A transzdukciot kovetoen a moddszerekben, illetve a korabban leirtak szerint fluoreszcencia-
aktivalt sejtvalogatas segitségével kozel homogén, csaknem 100%-ban CAR-pozitiv HER2-CAR
NK-92 sejtpopulaciokat allitottunk eld (17. abra, B panel).
HER2.41BB.z HER2.2B4.z HER2.2B4.41BB.z

A)
Intracelluldris domének:
41BB (T és NK-sejt
specifikus)
2B4 (NK-sejt specifikus)
CD3( effektor domén
B) NT 41BB.z 2B4.z 2B4.41BB.z
1 2% | ~98% || . | ~99% 1 97% |
o~ o !
< Y _=|
@) _ .l

17. abra: NK-sejt-specifikus jelatviteli doméneket tartalmaz6é HER2-specifikus CAR-konstrukciok felépitése
és expresszioja NK-92 sejtekben

A) Az NK-sejt-specifikus intracellularis szignaldoméneket (2B4, 4-1BB, illetve ezek kombindacidja) tartalmazo
HER2-specifikus CAR-molekulédk sematikus abrazolésa.

B) A HER2-CAR-NK-92 sejtek sejtfelszini CAR-expresszidja fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatast (FACS)
kovetden. A dot plotok a transzdukcidt kovetéen kialakitott, homogén CAR-pozitiv sejtpopulacidkat
szemléltetik.
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6.2.2. AKkiilonboz6 HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtvonalak hatékonyan
felismerik és elpusztitjak a HER2-pozitiv célsejteket egyrétegii in vitro
kokulturaban

Az NK-sejtek jelatvitelét specifikusan inicialo intracelluldris szigndldoméneket tartalmazé HER2-
CAR NK-92 sejtek funkcionalis aktivitasat tobb, egymadst kiegészitd in vitro megkozelitéssel
vizsgaltuk. Az effektor sejtek aktivaciojat az IFNy-termelés mértékével jellemeztiik (18. abra, A
panel), mig citotoxikus kapacitasukat rovidtavi, biolumineszcencia-alapu 61ési assay segitségével
hataroztuk meg, kiilonboz6 effektor:célsejt (E:T) aranyok alkalmazéasa mellett (18. abra, B panel).
Ez a kisérleti felépités lehetdve tette a CAR-medialt felismerés és az NK-sejtek effektor valaszanak
kvantitativ 0sszehasonlitasat az eltérd intracellularis jelatviteli konfiguraciok esetében.

24 6ras inkubaciot kovetden a HER2- CAR NK-92 sejtek valamennyi vizsgalt HER2-pozitiv
célsejtvonal (MDA-HER2, JIMT-1 és N87) ellen jelentds mértékii aktivacios citokinfelszabadulast
mutattak, ami a CAR-medialt antigénfelismerés hatékonysagat tiikkrozi. A kiilonb6z6 CAR-
konstrukciok funkcionalis 6sszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy a 2B4 és 4-1BB jelatviteli
doméneket egyesitd 2B4.41BB.z CAR-t expresszalo NK-92 sejtek kdvetkezetesen a legmagasabb
IFNy-szekréciot produkaltdk a tobbi konstrukcidohoz viszonyitva (18. abra, A panel). Ez az
eredmény arra utal, hogy a két NK-sejt-specifikus kostimulaciés domén kombinacidja additiv vagy
szinergista modon jarul hozza az NK-sejtek aktivacids valaszanak felerdsitéséhez.

Ezzel szemben sem a nem génmodositott NK-92 sejtekkel, sem a HER2-negativ célsejtekkel
(MDA) végzett kokulturak esetében nem volt kimutathatdé IFNy-termelés, ami megerdsiti, hogy a
megfigyelt citokinfelszabadulas HER2-specifikus, CAR-medialt aktivacid6 kovetkezménye, ¢€s
nem az NK-92 sejtek CAR-fiiggetlen alapaktivitasabol ered (18. abra, A panel, MDA és NT).

A HER2-CAR NK-92 sejtek tumordld potencialjat a kordbban mar leirt biolumineszcencia-alapt
citotoxicitasi kokultura rendszerben vizsgaltuk, 24 6ras inkubacids id6 alkalmazasaval (18. abra,
B panel). A kisérletek soran kiilonbozd effektor:célsejt (E:T) aranyokat hasznaltunk annak
érdekében, hogy feltarjuk a CAR-medialt citotoxikus valasz dozisfliggd jellegét és az egyes
konstrukciok kézotti funkcionalis kiilonbségeket.

Eredményeink alapjan valamennyi HER2.CAR-expresszalo NK-92 sejtpopulacié hatékonyan
eliminalta a HER2-pozitiv huméan daganatsejt-vonalakat (MDA-HER2, JIMT-1, N87) 1:1 E:T
arany mellett, ami a CAR-medialt felismerés és effektor valasz hatékonysagat igazolja (18. abra,

B panel). A citotoxikus aktivitds mértéke azonban az E:T ardny csokkentésével fokozatosan
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mérséklédott, ami arra utal, hogy a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek tumor6ld hatékonysaga

dozisfiiggd moédon alakul ebben a rendszerben.

A kiilonb6z6 CAR-konstrukciok osszehasonlitdsa soran megfigyeltiik, hogy azok a HER2-

specifikus CAR-molekulak, amelyek a 4-1BB (CD137) kostimulaciés domént is tartalmazzak,

alacsonyabb E:T aranyok mellett is fokozott citotoxikus aktivitdst mutattak a 4-1BB-t nem

tartalmazo konstrukciokhoz képest (18. abra, B panel, 41BB.z és 2B4.41BB.z).

Ezen talmenden HER2-negativ MDA célsejtek ellen is észleltiink tumorsejt-lizist magasabb E:T

aranyok alkalmazasa esetén (18. abra, B panel, MDA). Ez a hatas feltehetéen az NK-92 sejtek

természetes, CAR-fliggetlen citotoxikus aktivitasanak tulajdonithatd, €s 6sszhangban all az NK-

sejtek velesziiletett tumorellenes funkcioival.

A) MDA MDA-HER2 JIMT-1 N87
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18. abra: A HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek HER2-pozitiv célsejtekkel torténd interakcio soran fokozott
IFNy-termelést és specifikus citotoxikus aktivitast mutatnak.

A) AHER2.41BB.z (piros), HER2.2B4.z (z6ld) és 2B4.41BB.z (kék) CAR-NK-92 sejteket MDA-HER2, N87
és JIMT-1 tumor sejtekkel inkubaltuk 1:1 effektor:célsejt arany mellett. A 24 oras kokulturat kdvetéen a
feliiluszok IFNy-koncentracigjat ELISA modszerrel hataroztuk meg. Kontrollként nem transzdukalt (NT;
fekete) NK-92 sejteket, valamint HER2-negativ MDA sejtvonalat alkalmaztunk. A szaggatott vonal a
sejtenyészté médiumban inkubalt targetsejteket jelzi, ami referenciaként szolgalt. A diagramokon a mintak
atlagértéke (= SEM) van feltiintetve (fiiggetlen kisérletek szama: n=2; belsd technikai replikatumok szama:
n=2; azaz minden adatpontot duplikdtumokbol nyertiink). A statisztikai elemzés soran parositatlan t-tesztet
alkalmaztunk (*p<0,05; ***p<0,001).

B) A HER2-CAR-NK-92 sejtek in vitro citotoxikus aktivitasat luciferaz-expresszald tumorsejtek lumineszcens
jelének csokkenése alapjan hataroztuk meg. A HER2-pozitiv MDA-HER2.fflLuc, N87.ffLuc és JIMT-1.ffLuc
sejtvonalakat 1:1 effektor:célsejt aranyban inkubaltuk eltérd intracellularis jelatviteli doménekkel rendelkez6
HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtekkel 24 oran keresztiil. A luciferdz aktivitast D-luciferin szubsztrat
hozzaadasat kovetden luminométerrel mértiik. Negativ kontrollként HER2-negativ MDA ffLuc sejtvonalat és
nem transzdukalt (NT) NK-92 sejteket alkalmaztunk. Az oszlopdiagramokon a mintak atlagértéke (= SEM)
van feltiintetve (fliggetlen kisérletek szama: n=3; belsé technikai replikditumok szdma: n=2; azaz minden
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adatpontot duplikatumokbol nyertiink). A statisztikai elemzés soran parositatlan t tesztet alkalmaztunk
(**p<0,01; ***p<0,001).

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

A kiilonbozé HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek expanzios képességét tn. ismételt stimulacios,
vagy masnéven ,rechallenge” assay alkalmazasaval vizsgaltuk, amely lehet6vé tette az ismételt
antigén-expoziciora adott proliferacios valasz értékelését. A kisérlet soran a HER2-CAR-NK-92
sejteket HER2-pozitiv célsejtekkel 3,5 napon keresztiil inkubaltuk, majd az eftektor sejtek szamat
aramlasi citometriaval hatdroztuk meg a modszerekben leirtaknak megfelelden. Ezt kdvetden az
adott ciklus végén mért sejtszammal aranyosan, a kiindulasi sejtszammal megegyez6 mennyiségii
HER2-CAR NK-92 sejtet vittiink at a HER2-pozitiv célsejtekkel frissen bevont tenyésztéedénybe,
ujabb stimulacios ciklus megkezdése céljabol.

A proliferacids ratat minden ciklus végén az aktualisan mért sejtszdm ¢€s a kiindulasi sejtszam
hanyadosaként szamoltuk ki (19. abra, A panel).

A proliferacios rata meghatarozasaval parhuzamosan a korabban ismertetett biolumineszcencias
modszerrel értékeltiik a sejtek citotoxikus potencialjat is (19. abra, B panel).

Eredményeink alapjan a 2B4.41BB.z CAR-konstrukciot expresszald NK-92 sejtek szignifikansan
gyorsabb ¢és nagyobb mértékii proliferaciot mutattak a masodik generacios CAR-konstrukciokhoz
képest HER2-pozitiv MDA-HER2 célsejtekkel szemben (19. abra, A panel, 2B4.41BB.z).
Ugyanakkor ez a fokozott proliferacidos kapacitas nem jart egyiitt szignifikdnsan erdsebb
citotoxikus aktivitdssal a HER2-pozitiv célsejtekkel szemben (19. abra, B panel). Ezen tulmenden
megfigyeltiikk, hogy a HER2-pozitiv célsejtek ismételt expozicidja — kiilondsen a hatodik
stimulacidés ciklust kovetéen — fokozatosan kimeritette az effektor sejtek tumorellenes
valaszkészségét. Ennek kovetkeztében a HER2-CAR NK-92 sejtek citolitikus hatékonysaga a
tovabbi ciklusok soran progressziven csokkent (19. abra, B panel), ami az effektor sejtpopulacio

funkcionalis kimerilésére utal.
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19. abra: A 2B4.41BB.z CAR-konstrukciot expresszaldo NK-92 sejtek mutattak a legkifejezettebb proliferacios
valaszt, ez azonban nem tarsult szamottevd citotoxikus aktivitasnovekedéssel

»Rechallenge” kisérletben hasonlitottuk dssze a kiilonbdz6é generacids és kostimulator doménnel rendelkez6
HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek proliferacios képességét, illetve citolitikus aktivitasat. A HER2.41BB.z
(piros), HER2.2B4.z (z6ld), 2B4.41BB.z (kék) CAR-NK-92 sejteket HER2-pozitiv célsejtekkel (MDA-
HER2.ffLuc, JIMT-1.ffLuc, N87.ffLuc) koinkubaltuk 96 lyuku lapos alju tenyésztéedényben. A kisérlet
minden 3,5. napjan aramlasi citometriaval meghataroztuk az effektor-sejtszamot. Minden ciklus kezdetén,
amennyiben rendelkezésre allt, a kiindulasi sejtszammal azonos mennyiségi sejtet a kiindulasi koriilményekkel
azonos modon ujra kokultiraba vittiink. Az expanzids ratat az adott mérési nap sejtszamat a kiindulasi
sejtszammal elosztva szamitottuk ki. Kontrolként nem transzdukalt (NT - fekete) NK-92 sejteket, illetve HER2-
negativ MDA ffLuc sejtvonalat alkalmaztunk.

A) A HER2-CAR-NK-92 sejtek in vitro proliferacios képességét abrazold diagrammok a kiilonbozo célsejtek
ellenében. A diagramokon az atlag (= SEM) van feltiintetve. A statisztikai dsszehasonlitdsokat parositatlan t
teszttel végeztiikk ((fliggetlen kisérletek szama: n=2; belsd technikai replikitumok szama: n=2; azaz minden
adatpontot duplikatumokbol nyertiink), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).

B) A kiilonb6z6 HER2-CAR-NK-92 sejtek proliferacios képességeivel parhuzamosan vizsgaltuk a citolitikus
tulajdonsagaikat a HER2"~ célsejtekkel koinkubalva. A diagramokon az minta 4tlag (= SEM) van feltiintetve.
A statisztikai Osszehasonlitasokat parositatlan t teszttel végeztiik ((fliggetlen kisérletek szama: n=2; belsd
technikai replikatumok szama: n=2; azaz minden adatpontot duplikatumokbdl nyertiink), *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001).

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

A ,rechallenge” kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy a harmadik generacios 2B4.41BB.z CAR-

NK-92 sejtek kiemelked6 és tartos proliferacios kapacitassal rendelkeznek mind a CD44-pozitiv

JIMT-1, mind a CD44-negativ N87 HER2-pozitiv célsejtekkel szemben. Ez a megfigyelés arra

utalt, hogy ezen sejtek effektor funkcidi ismételt antigénexpozicid mellett is fennmaradnak,

fiiggetlentil a célsejtek CD44-expresszios statuszatol. Ugyanakkor a proliferacié 6nmagaban nem

69



feltétleniil ~ tiikr6zi a  daganatellenes  hatékonysagot  komplex,  haromdimenzids
tumorszerkezetekben, ahol az extracellularis matrix fizikai és funkciondlis gatat képezhet az
effektor sejtek szamara. Ennek megfelelden indokoltta valt annak vizsgalata, hogy a 2B4.41BB.z
CAR NK-92 sejtek fokozott expanzids képessége haromdimenzids kornyezetben is egylitt jar-e
hatékony tumorpenetracioval és tumorsejt-6léssel.

E célbdl haromdimenzios tumorszferoid modelleket hoztunk Iétre, amelyek eltérd extracellularis
matrix-szerkezettel €¢s CD44-expresszios profillal rendelkeztek. A kiilonb6z6 HER2-specifikus
CAR NK-92 sejtek tumorszferoidokhoz valdo hozzaférését és effektor funkcioit 24 Oras
kokultarakban vizsgéaltuk, HER2.41BB.z, HER2.2B4.z ¢s HER2.2B4.41BB.z konstrukciokkal
moddositott NK-92 sejtek alkalmazéasaval a korabban mar leirtak szerint. A tumorsejtpusztulas
térbeli eloszlasat és mértékét propidium-jodid (PI) beépiilés alapjan, konfokalis mikroszkopos
képalkotassal kovettiik nyomon (20. abra), amely lehetdvé tette a szferoidok felszini €és belsd
régioinak elkiilonitett elemzését.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a magas CD44 expresszioval €s trastuzumab-rezisztencidjaval
jellemzett JIMT-1 tumorszferoidok esetében a 2B4.4-1BB.z CAR NK-92 sejtek hatékonyan
athatoltak a szferoid kompakt szerkezetén, és elérték annak belsé rétegeit is (20. abra A panel,
JIMT-1, 2B4.41BB.z). A propidium-jodid (PI) kiterjedt és egyenletes beépiilése a szferoid teljes
keresztmetszetében mély és homogén tumorsejt-pusztulasra utalt, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy ezek az effektor sejtek képesek voltak lekiizdeni a CD44-ben gazdag extracellularis matrix
altal kialakitott fizikai és funkciondlis gatakat. Ez a megfigyelés kiilondsen jelentds, mivel a JIMT-
1 szferoidok ismerten korlatozzak mind az antitestek, mind az immunsejtek hozzaférését a tumor
belsd régidihoz.

Ezzel szemben a nem transzdukalt NK-92 sejtek a JIMT-1 szferoidokkal szemben nem mutattak
kimutathat6é citolitikus aktivitdst (20. abra, A panel, JIMT-1, NT), ami megerdsiti, hogy a
megfigyelt tumorsejt-61és CAR-medialt mechanizmus kdvetkezménye. A kizardlag 2B4.z vagy 4-
1BB.z jelatviteli domént tartalmaz6 CAR-NK-92 sejtek esetében csupan mérsékelt, a szferoidok
periféridjara lokalizalodd Pl-pozitivitast figyeltiink meg (20. abra, A panel, JIMT-1, 2B4.z és
41BB.z). Ezek az adatok arra utalnak, hogy bar ezen konstrukciok képesek voltak a célsejtek
felismerésére és a felszini tumorsejtek elimindldsara, onmagukban nem biztositottak elegendd

jelatviteli timogatast a mélyebb tumorpenetraciohoz.
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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 konstrukcidk — kifejezett citotoxikus aktivitast mutattak (20.
abra, B panel, N87). A PI-festés mindegyik konstrukcié esetében a szferoid teljes térfogataban
megfigyelheté volt, ami arra utal, hogy CD44 hidnyaban ¢és az extracelluldris matrix gatlo
szerepének csokkenésével a CAR-NK-92 sejtek hatékonyan hozzaférnek a tumorszferoid belsd

régioihoz, fliggetleniil a kostimulacios konfiguraciotol.

A) B)

2B4.41BB.z y
. ) 3 .:" :

20. abra: A harmadik generacios 2B4.41BB.z CAR NK-92 sejtek hatékonyan penetraljak mind a CD44-
pozitiv, mind a CD44-negativ tumorszferoidokat haromdimenzids kokultirakban

Reprezentativ képek a HER2-CAR NK-92 sejtek HER2+/CD44+, trastuzumab-rezisztens JIMT-1
szferoidokkal (A) és HER2'/CD44°, trastuzumab-érzékeny N87 szferoidokkal szembeni citolitikus
aktivitasanak bemutatasara (B). A célsejtek zold szinliek (GFP-t expresszalo), az elhalt sejteket a PI felvétele
(piros) teszi lathatova. A képen lathato az aktualis skala, amelynek mérete 200 um.

6.2.5. 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 kiilonb6z6 HER2-specifikus CAR-
NK-92 sejtkészitmények tumorellenes hatékonysagat HER2'/CD44* JIMT-1, valamint
HER2'/CD44~ N87 xenograft alapti in vivo rendszerekben. Az NSG egerekben — a mddszertani
részben ismertetett eljaras szerint — 3 x 10° JIMT-1.ffLuc vagy N87.ffLuc tumorsejt szubkutan
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beadasaval hoztuk 1étre a daganatokat. Az allatok mindkét hatsd végtagjanak dorzélis felszinén
parhuzamosan két tumoriiltetést alakitottunk ki.

Akezeléseket a tumorbeoltast kdvetd 14. napon inditottuk, és az allatok kéthetente 5 x 10° HER2-
CAR-NK-92 sejt intravénds injekcidjaban részesiiltek. Kontrollcsoportként 5 x 10° nem

transzdukalt (NT) NK-92 sejtet alkalmaztunk.
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21. abra: A 2B4.41BB.z kostimulacios szigndldomént tartalmazé CAR-NK-92 sejtek alkalmazasa hosszu
tavon gatolta a CD44" JIMT-1 xenograftok progressziojat

A) A JIMT-1.fflLuc xenograftokrdl késziilt reprezentativ biolumineszcens felvételek.

B) A JIMT-1.ffLuc xenograftok biolumineszcens felvételeinek kvantitativ elemzése. Az abran az atlag (= SEM)
van feltiintetve (4tlagos total radiancia = foton/s/cm2/sr; NT vs. 41BB.z/2B4.z/2B4.41BB.z.CAR-NK-92
sejtek; ***p<0,001; n = 8).
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C) Kaplan-Meier modszerrel értékeltiik az egyedek tulélését. (NT vs. 41BB.z/2B4.z/2B4.41BB.z.CAR-NK-92
sejtek, ***p<0,001; n = 8).
D) A tumormetszeteket fluoreszcens festéssel jeldltiik a természetes 6lésejtek (NK-sejtek, CD56; piros) a
sejtmag (DAPI; kék) kimutatasara. A JIMT-1 xenograftok nem transzdukalt NK-92 sejtekkel (NT), illetve
HER2.CAR-NK-92 sejtekkel kezelt reprezentativ képei lathatok.
A JIMT-1.ffLuc, illetve N87.ffLuc daganatok ndvekedésének alakulasat hetente egyszer kovettiik
nyomon in vivo biolumineszcens képalkotassal, D-luciferin intraperitonealis beadasat kdvetden,
IVIS Spectrum CT késziilék alkalmazasaval (21. és 22. abra, A és B panel). A biolumineszcens
jel intenzitasat foton/masodperc/négyzetcentiméter/szteradian  (p/s/cm?/sr)  egységekben
hataroztuk meg.
Az in vivo vizsgalatok soran a 2B4.41BB.z kostimulacios szignaldomént tartalmaz6 CAR-NK-92
sejtek mind az ADCC-rezisztens JIMT-1 (21. abra), mind az ADCC-szenzitiv N87 xenograft
modellekben (22. abra) kifejezett tumorellenes aktivitast mutattak. A kezelés mindkét
daganatmodell esetében jelentds tumorregressziot eredményezett (21. és 22. abra, A és B panel),
és szignifikdnsan meghosszabbitotta az 4llatok tulélését a kizarolag 2B4.z vagy 4-1BB.z jelatviteli
domént tartalmaz6 CAR-NK-92 sejtekkel kezelt csoportokhoz viszonyitva (21. és 22. abra, C
panel).
Ezek az eredmények alatamasztjdk a kettdés kostimulacios doméneket alkalmazo CAR-
konstrukcidk fokozott terapias potencialjat, kiilondsen a szolid tumorokra jellemz6 immunolégiai

és strukturalis rezisztenciamechanizmusok lekiizdésében.
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22. abra: A 2B4.41BB.z kostimulacids szignaldomént tartalmazé CAR-NK-92 sejtek alkalmazasa hosszil
tavon gatolta a CD44~ xenograftok progresszidjat

A) Az N87.ffLuc xenograftokrol késziilt reprezentativ biolumineszcens felvételek.

B) Az N87.ffLuc xenograftok biolumineszcens felvételeinek kvantitativ elemzése. Az dbran az atlag (= SEM)
van feltiintetve (4tlagos total radiancia = foton/s/cm2/sr; NT vs. 41BB.z/2B4.z/2B4.41BB.z.CAR-NK-92
sejtek; ***p<0,001; n = 8).

C) Kaplan-Meier modszerrel értékeltiik az egyedek tulélését. (NT vs. 41BB.z/2B4.2/2B4.41BB.z.CAR-NK-92
sejtek, ***p<0,001; n = 8).
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D) A tumormetszeteket fluoreszcens festéssel jeldltiik a természetes dlésejtek (NK-sejtek, CD56; piros) és a
sejtmag (DAPI; kék) kimutatéséra. A N87 xenograftok nem transzdukélt NK-92 sejtekkel (NT), illetve
HER2.CAR-NK-92 sejtekkel kezelt reprezentativ képei lathatok.
Az in vivo kisérletek lezarasat kovetoen az egerekbdl kipreparalt xenograftokbdl koriilbeliil 7 pm
vastagsdgu metszeteket készitettiink immunhisztokémiai (IHC) analizis céljabol. A mintak
feldolgozasat kovetéen a metszeteket anti-humén CDI16 ellenanyaggal, valamint DAPI-val
festettiik, amely lehetové tette a HER2-specifikus CAR-NK-92 sejtek intratumoralis jelenlétének
¢s térbeli eloszlasanak pontos meghatarozasat a tumorszoveten beliil.
A kipreparalt daganatok hisztologiai elemzése megerdsitette, hogy a 2B4.41BB.z CAR NK-92
sejtek in vivo koriilmények kozott mélyen infiltraltdk a tumorparenchymat (21. és 22. abra, D
panelek). A trastuzumab-rezisztens JIMT-1 xenograftok esetében kizarolag a 2B4.4-1BB.z
konstrukcidt expresszaldo NK-92 sejtek voltak kimutathatok a tumor teljes térfogataban (21. abra,
D panel, 2B4.41BB.z, piros jelolés), mig mas CAR-konstrukciok esetében intratumoralis jelenlét
nem volt megfigyelhetd.
Az N87 xenograftokban ezzel szemben valamennyi vizsgalt HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtpopulacio diffiz besziirddést mutatott, azonban a 2B4.4-1BB.z CAR-NK-92 sejtek jelenléte
ebben a modellben is a legkiterjedtebbnek bizonyult (22. abra, D panel, 2B4.41BB.z, piros
jelolés).
Ezek az eredmények aldtamasztjak, hogy a kettds kostimulacids jelatviteli domént tartalmazéd
CAR-konstrukcio fokozott tumormigracios és szoveti penetracios képességgel rendelkezik, amely
kulcsfontossagu tulajdonsag lehet a surli, fibrozisos tumormikrokdrnyezetben alkalmazott

hatékony CAR NK-alapu terapiak szempontjabol.
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7. Megbeszélés

Az adoptiv sejtterapias stratégidk klinikai bevezetése alapvetd szemléletvaltast hozott a
daganatellenes kezelések teriiletén. Mig a hagyomanyos citotoxikus terapidk kozvetlentil a gyorsan
oszt6do sejtek eliminacidjara iranyulnak, addig az immunterapias megkozelitések a szervezet sajat
immunrendszerének reaktivaldsara, funkcionalis atprogramozasara és célzott megerdsitésére
épiilnek. E stratégia egyik legfontosabb elonye, hogy megfeleld indikacid esetén nagyobb
specificitast, tartosabb immunoldgiai kontrollt €s potencidlisan kedvezObb toxicitasi profilt
biztosithat (147).

E koncepcionalis keretbe illeszkedik a kiméra antigénreceptorral médositott sejtes immunterapia,
amely nem csupan a gatlo jelatviteli utak feloldasara torekszik, hanem mesterséges
antigénfelismerd képességgel ruhazza fel az effektor sejteket (148). A CAR egy modularis,
rekombinans sejtfelszini receptor, amely extracelluldris antigénkotd doménbdl, transzmembran
régiobol és intracellularis jelatviteli egységbdl all. Ez a felépités lehetdveé teszi az MHC-fiiggetlen
antigénfelismerést, valamint az azonnali effektor aktivaciot a célantigénnel valo kotddést kdvetden
(149). Az intracellularis domének Gsszetétele meghatarozza a sejtek proliferacidos dinamikajat,
citokintermelését, metabolikus programjat és hossza tava perzisztencidjat, ami kiilonésen nagy
jelentéséggel bir a szolid tumorok komplex és gyakran immunszuppressziv mikrokdrnyezetében
(150).

A CAR-T sejtek klinikai alkalmazéasa forradalmi attorést eredményezett a B-sejtes hematologiai
malignitasok kezelésében. CD19- és BCMA-specifikus konstrukciok alkalmazasa relapszalo vagy
refrakter B-ALL-ben, diffiz nagy B-sejtes limfomaban ¢s mieldma multiplexben magas teljes
remisszids aranyt €s tartds talélési elonyt biztositott, egyértelmiien igazolva, hogy a genetikailag
modositott effektor sejtek képesek hosszl tavii immunologiai kontroll fenntartasara (46).

Ezzel szemben a hematologiai daganatokban tapasztalt sikerek nem jelentek meg a szolid tumorok
esetében. Itt, a terdpids hatékonysagot tobb, egymassal 0sszefliggd tényezd korlatozza. Ezek a
célantigének heterogén vagy alacsony szintli expresszidja (151), az antigénvesztés (152), valamint
a tumor mikrokdrnyezet strukturalis és molekularis immunszuppressziv jellemzdi (153). A stirii
extracellularis matrix (154), a hialuronsavban gazdag stromalis komponensek, az abnormalis
vaszkularizacio (155) és az immunszuppressziv sejttipusok jelenléte (156) egyiittesen fizikai és

funkcionalis akadalyt képez az effektor sejtek tumorinfiltracioja és perzisztencidja eldtt. Ez a
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komplex kornyezet nem csupdn a sejtek bejutasat korlatozza, hanem aktivacidjukat és hosszua tava
fennmaradésukat is negativan befolyasolja.

A szolid tumorokkal szembeni korlatozott hatékonysag 6sztondzte a kovetkezd generacios CAR-
konstrukciok fejlesztését, kiilonds tekintettel a kostimulacios domének optimalizalasara. A CD28
¢s 4-1BB domének eltérd jelatviteli és metabolikus programokat aktivalnak, amelyek kiilonb6z6
mértékben tamogatjak az effektor funkciot, a proliferaciot és a memoriafenotipus kialakulasat
optimalizalt jelatviteli elemek, igy nem feltétlentil tiikrozik a velesziiletett immunrendszer
sejtjeinek, kiilonosen az NK-sejteknek a sajat aktivaciés mechanizmusait (115).

Az utobbi években fokozott érdeklodés iranyult a CAR-NK sejtes platformok felé. A természetes
0losejtek MHC-fiiggetlen 6ldmechanizmusa, természetes citotoxikus receptorainak jelenléte,
valamint kedvezdbb biztonsagossagi profilja potencidlis elonyt jelenthet a szolid tumorok
kezeléseében (158). A CAR-medidlt célzott felismerés €s a természetes NK-aktivacid kombinacioja
elméletileg szélesebb és rugalmasabb tumorellenes valaszt biztosithat, kiillondsen heterogén
antigénexpresszioju tumorok esetén.

Ugyanakkor fontos hangstlyozni, hogy az NK-sejtek jelatviteli halozata alapvetden eltér a T-
sejtekétol. Mig a legtobb klinikumban alkalmazott CAR-konstrukcid T-sejt eredetii kostimulacios
doméneket — elsésorban CD28- és 4-1BB-motivumokat — tartalmaz, addig az NK-sejtek
fiziologids aktivacioja eltérd receptorcsaladokra és adaptorfehérjékre épiil (159). A SLAM-
csaladba tartozo receptorok, koztiik a 2B4 (CD244), meghatarozé szerepet jatszanak az NK-sejtek
aktivaciojaban, citotoxikus funkciojdban és hosszabb tavi fennmaradasaban (160).

Ez a kiilonbség felveti annak lehetdségét, hogy a kizardlag T-sejt eredetii kostimulacios elemeket
alkalmazé CAR-konstrukciok nem feltétleniil biztositanak optimalis jelatviteli kornyezetet NK-
sejtekben. Ennek megfelelden indokoltta valik annak vizsgdlata, hogy NK-specifikus jelatviteli
komponensek integraldsa, akdr dnmagukban, akar klasszikus T-sejt kostimulaciés doménekkel
kombinalva, képes-e javitani a CAR-NK sejtek funkcionalis teljesitményét, kiilondsen szolid
tumorok komplex mikrokdrnyezetében.

E kérdéskor kiilondsen relevans olyan daganatok esetében, ahol a tumor mikrokdrnyezet
strukturalis és molekularis sajatossagai, példaul az adhézids molekuldk és az extracellularis matrix

crer

citotoxikus aktivitasat. A szolid tumorokban gyakran megfigyelhetd, hogy a sejtfelszini
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markerprofil és a stromalis kdrnyezet egyiittesen funkcionalis immunrezisztenciat alakit ki, amely
nem pusztan az antigénfelismerést, hanem az effektor sejtek fizikai bejutasat és tartos mitkodését
is korlatozza (161).

Ezen koncepcionalis megfontolasok vezették vizsgalatainkat, amelyekben egyrészt a kiillonbdzo
kostimulacios domének NK-sejtekben betoltott szerepét, masrészt a tumor mikrokdrnyezet hatasat

elemeztiik a HER2-specifikus CAR-NK sejtek tumorellenes aktivitasara.

7.1.A T-sejt-specifikus rekombinans CAR molekuliakkal modositott NK
sejtek atmeneti tumorellenes hatast fejtenek Ki in vivo xenograft
modellekben.

A klinikai gyakorlatban alkalmazott CAR-T konstrukciok talnyomo tobbsége CD28 vagy 4-1BB
kostimulacios domént tartalmaz (66). A CD28-medialt jelatvitel tobbek kozott a glikolitikus
utvonalak beinditasaval gyors effektor aktivaciot, fokozott citokintermelést ¢és intenziv
proliferaciot indukal, mig a 4-1BB jelatviteli utvonal elsésorban a mitokondrialis biogenezist, a
metabolikus stabilitast €s a hossza tava perzisztenciat tamogatja (162). E két domén kombinacidja
harmadik generacios konstrukciokban elméletileg szinergikus hatast eredményez, amely egyszerre
biztosit erdteljes kezdeti aktivaciot és tartdés fennmaradast. Fontos azonban hangsulyozni, hogy
ezen jelatviteli modulok eredetileg a T-sejtek fiziologias aktivacids mechanizmusaira lettek
optimalizalva. A T-sejt receptor (TCR) jelatvitel és a klasszikus kostimulacios tengelyek (CD28—
CD80/86, 4-1BB—4-1BBL) adaptiv immunologiai kontextusban miikddnek, ahol az antigén-
prezentacid, a klondlis expanzid ¢és a memoria-differenciacio jol definidlt szabalyozasi mintazatot
kovet.

Ezzel szemben az NK-sejtek jelatviteli halozata alapvetden eltérd szervezodést. Aktivaciojuk nem
egyetlen domindns receptor-ligand tengelyen alapul, hanem aktivalo és gatlo receptorok
dinamikus egyensulyan (163). Ebbdl kovetkezik az a koncepciondlis kérdés, hogy vajon a
kizarolag T-sejt eredetli kostimuldciés elemeket alkalmazdé CAR-konstrukciok optimalisan
képesek-e aktivalni az NK-sejteket, kiilondsen olyan kdrnyezetben, ahol a tumor mikrokdrnyezet
komplex gatld mechanizmusai domindlnak. A jelatviteli optimalizalas ugyanis nem csupan az
aktivacid intenzitasat, hanem a sejtek metabolikus programjat, rezisztencidjat a kimeriiléssel

szemben, valamint ismételt antigénstimulacioé melletti fennmaradasat is meghatarozza.
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Vizsgalataink elsé fazisdban ezért T-sejt eredetli kostimulaciés doméneket tartalmaz6 HER2-
specifikus CAR-konstrukciokat hoztunk létre NK-92 sejtekben, és Osszehasonlitottuk azok
proliferacios, citokin-termelési és citotoxikus tulajdonsagait. /n vitro kdrnyezetben a CD28 és 4-
IBB doméneket kombindld6 harmadik generaciés konstrukcid mutatta a legerdteljesebb
proliferacios potencialt és IFN-y termelést, ami azt jelzi, hogy a kettds kostimulacio NK-sejtekben
is képes felerdsitett aktivacios allapotot indukalni.

Azonban az in vivo eredményeink arnyaltabb képet rajzoltak. CD44-pozitiv xenograft modellben
a fokozott in vitro proliferacio és citokin-termelés nem eredményezett mérhetd tumorkontrollt. Ez
arra utal, hogy az aktivacio intenzitdsa d6nmagaban nem elegend6 a szolid tumorokban fennallo
strukturalis és molekuldris gatlo tényezok lekiizdésére. Eredményeink alapjan a T-sejt eredetii
kostimulacios domének altal kivaltott jelatviteli program erdteljes effektor valaszt generdlhat, de
nem feltétleniil biztosit optimalis hatékonysdgot a tumor mikrokornyezetbol eredd kronikus
stimulacioval, metabolikus stresszel és fizikai barrierrel szemben.

Ebben a kisérleti elrendezésben kulcsfontossagi megfigyelésiink volt, hogy a CD44-expresszid
jelentés mértékben befolydsolta a CAR-NK sejtek in vivo hatékonysagat. A CD44 nem csupan
adhézios molekula, hanem a tumor-stemness, az epithelidlis—mezenchimalis &tmenet (EMT) és az
invazivitas markere (164). A CD44—hialuronsav interakci6 stabilizalja az extracellularis matrixot,
noveli a stromdlis denzitdst és hozzajarul a tumor mechanikai merevségéhez (165). A
fizikai barrierként, részben pedig a lokalis citokin- és kemokinprofil médositasan keresztiil (144).
CAR-T modellekben kimutattak, hogy az extracellularis matrix célzott lebontasa, példaul
hialuronidaz expresszioval, javitja a tumorpenetraciot €s fokozza a terapias hatékonysagot (166).

Jelen megfigyeléseink Osszhangban allnak ezekkel az adatokkal. A CD44-pozitiv JIMT-1
modellben a HER2-CAR NK sejtek sem 3D szferoid rendszerben, sem xenograft egérmodellben
nem voltak képesek mély infiltraciora, mig a CD44-negativ N87 tumorok esetében szignifikdnsabb
novekedésgatlas volt kimutathato (23. abra). Ez arra utal, hogy a CD44-expresszié nem pusztan
fenotipusos marker, hanem aktiv résztvevdje egy olyan matrix-alapu immunrezisztencia-
mechanizmusnak, amely korlatozza az effektor sejtek fizikai hozzaférését és funkcionalis
fennmaradésat.

Ezen eredmények mechanisztikus értelemben arra mutatnak ra, hogy a szolid tumorok elleni CAR-

NK terépia hatékonysagat nem csupan az antigénfelismerés €s a jelatviteli erdsség, hanem a sejtek
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mikrokornyezeti adaptacios képessége is meghatarozza. Ennek alapjan olyan jelatviteli
konstrukciokra lehet sziikség, amelyek nemcsak intenziv kezdeti aktivaciot, hanem fokozott
metabolikus stabilitast, illetve ismételt stimulacidé mellett is az expanzi6 fennmaradasat biztositjak,
ami 0sszességében a kronikus tumorstimulacidoval szembeni rugalmas ellenalloképességhez vezet.
E koncepcionalis keretben valnak kiillondsen relevanssa az NK-sejtek jelatvitelét specifikusan
befolyasold szignalizacids elemek, példaul a 2B4 kostimulaciés domén, CAR konstruktba torténd
integralasanak vizsgalata, amely potencialisan jobban illeszkedhet az NK-sejtek természetes

aktivacios haldzatdhoz és funkcionalis programjahoz.

~
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23. abra: A CD44 expresszio befolyasolja CAR NK sejtek citolitikus hatasat

A célsejteken kifejez6d6 CD44 sejtfelszini adhézios molekula csokkenti a HER2-specifikus CAR-NK
sejtek citotoxikus aktivitasat, ezaltal elésegiti a tumorsejtek migraciojat és invazivitasat. A
hialuronsavhoz torténd kotddés révén a CD44 hozzajarul a tumor mikrokdrnyezet stabilizalasahoz,
valamint a metasztatikus gocok kialakulasahoz.
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7.2.A 2B4.41BB szignalizacios utvonal jelentosen noveli a HER2-CAR NK
sejtek tumor ellenes hatékonysagat a CD44", trastuzumab rezisztens
JIMT-1 xenograft modellben.

Ebben az 0Osszefliggésben kiilonds jelentdséggel bir annak vizsgalata, hogy az NK-sejtekre
jellemzé jelatviteli elemek — mindenekel6tt a 2B4 kostimulacios domén — CAR-konstrukcidoba
torténd integralasa képes-e valodi funkciondlis elényt biztositani szolid tumor kdrnyezetben. A
hangstly tehat nem pusztan az aktivacid intenzitdsdn, hanem annak mindségén és az NK-
specifikus jelatviteli halozathoz valo illeszkedésén van.

A 2B4 sajatossaga, hogy az NK-sejtek természetes receptorhilozatdnak szerves részeként
miikodik, igy intracellularis doménjének beépitése a CAR-strukturaba nem egy mesterségesen
rderdltetett aktivacidos jel bevezetését jelenti, hanem egy endogén jelatviteli tengely célzott
megerdsitését. Ez mechanisztikusan eldnyos lehet olyan kornyezetben, ahol az effektor sejteknek
nem csupan erdteljes, hanem finoman szabalyozott, adaptiv aktivaciora van sziikségiik.
utvonalakat aktival. A 4-1BB jelatvitel fokozza a mitokondrialis biogenezist, timogatja az oxidativ
foszforilaci®6 fenntartasat ¢€s hozzajarul a hosszabb tavi perzisztencidhoz. Szolid tumor
kornyezetben, ahol a hipoxia és a tapanyaglimitdci6 meghatarozd, az oxidativ metabolikus
kapacitas megdrzése kulcsfontossagu lehet az effektor funkcio tartds fenntartasdhoz.

A 2B4 ¢s 4-1BB domének kombinacidja tehat mechanisztikusan két egymast kiegészitd
funkcionalis tengelyt egyesit: az egyik az NK-specifikus citotoxikus valasz és immunoldgiai
szinapszis stabilizacio erdsitése (167), a masik a talélési és metabolikus reziliencia fokozasa (168).
E szinergia lehetéséget teremt arra, hogy az NK-sejtek ne csupan intenziv kezdeti aktivaciot
mutassanak, hanem fenntartsak miikodésiiket kronikus antigénstimuldcidé és metabolikus stressz
mellett is.

Az in vitro aktivacios vizsgalatok soran a 2B4-et és 4-1BB-t egyarant tartalmazé HER2.CAR-NK-
92 sejtek produkaltdk a legmagasabb IFN-y szintet. Ez a fokozott citokin-termelés arra utal, hogy
a kombindlt jelatvitel szinergikusan aktivalja az NK-sejtek effektor programjat. Ugyanakkor a
rovidtavl citotoxicitasi tesztekben nem minden esetben mutatkozott jelentds kiilonbség az egyes
konstrukciok kozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a 2B4.41BB konstrukcid elénye
els6sorban nem az azonnali G6lési kapacitasban, hanem a funkciondlis fenntarthatosagban

jelentkezhet.
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Ez a kiilonbség kiilondsen hangstlyossa valt ismételt antigénstimulacio mellett. A 2B4.41BB
konstrukcidval modositott sejtek hosszabb ideig képesek voltak fenntartani citotoxikus
aktivitasukat, ami a kronikus stimuldcidval szembeni fokozott ellenalloképességre utal. Ez
mechanisztikusan értelmezhetd a tulélési jelutak aktivacidjaval, a metabolikus stabilitas
fenntartasaval és az NK-specifikus jelatviteli integraci®é harmonikusabb milkddésével. A
funkcionalis kimeriilés lassabb kialakuldsa arra utal, hogy a kombinalt jelatvitel képes részben
kompenzalni a tartds antigénexpozicid negativ hatésait.

A haromdimenzios tumorszferoid modellben kapott eredmények egyértelmiien ravilagitottak a
strukturalis korlatok jelentdségére, ugyanakkor finom kiilonbségeket is feltartak az egyes
konstrukcidk kozott. Bar mindhdrom vizsgalt HER2.CAR-NK-92 sejtkészitmény képes volt
felismerni és kotddni a HER2-expresszald tumorstruktirakhoz, a mély infiltracid6 mértéke
konstrukcidfiiggdnek bizonyult. CD44-negativ modellekben valamennyi varians hatékonyan
penetralta a szferoid belsejét, mig CD44-pozitiv szferoidok esetében a masodik generacios
konstrukciok jellemzden periférids lokalizaciot mutattak. Ezzel szemben a 2B4.41BB doméneket
tartalmazo harmadik generacios HER2.CAR-NK-92 sejtek képesek voltak a CD44-pozitiv
struktarakba torténd mélyebb infiltraciora is.

Ez a megfigyelés arra utal, hogy a kombinalt jelatviteli architektiira nem csupan az effektor funkcio
fenntartasat tdmogatja, hanem hozzajarulhat a strukturalisan szervezett tumorarchitektiraban
torténd hatékonyabb migraciohoz és perzisztencidhoz is. A CD44-hialuronsav tengely altal
szervezett extracellularis matrix fokozza a szoveti denzitast és merevséget, mechanikai akadalyt
képezve az immunsejtek szamara (169). Emellett a matrix szervezdédése moddositja a lokalis
citokin- és kemokin-gradienseket, ami befolyasolhatja az effektor sejtek aktivacidos és migracios
programjat (170). A 2B4 és 4-1BB kombinacidja feltehetéen olyan jelatviteli és metabolikus
stabilitast biztosit, amely lehetdvé teszi az NK-sejtek szamdra e gatld kornyezet részleges
lekiizdését és a CD44-pozitiv tumorstruktirak mélyebb rétegeinek elérését.

Az in vivo NSG xenograft modellekben a 2B4.41BB konstrukcioval modositott HER2.CAR-NK-
92 sejtek tartds tumorndvekedés-gatlast biztositottak CD44-negativ tumorokban. A
biolumineszcens jel csokkenése és az immunhisztokémiai vizsgalatok altal igazolt tumorinfiltracio
arra utal, hogy a kombindlt jelatvitel javitja a lokalis perzisztenciat és funkciondlis
fenntarthatosagot. Bar teljes tumoreradikécid nem valosult meg, a tartdés tumorkontroll klinikai

szempontbodl relevans elérelépést jelenthet.
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CD44-pozitiv tumorok esetében a tumorellenes hatds mérsékeltebb volt, ami megerdsiti, hogy a
strukturalisan szervezett mikrokdrnyezet jelentds korlatozd tényezé marad. Ugyanakkor még
ebben a gatld kontextusban is a 2B4.41BB konstrukci6 bizonyult a legpotensebbnek, ami arra utal,
hogy a jelatviteli architektira optimalizalasa képes részben kompenzalni a mikrokornyezeti
hatranyokat.

Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a 2B4 és 4-1BB jelatviteli domének kombinéacidja
egy tobbszintl, szinergikus intracellularis programot hoz létre NK-sejtekben, amely tAmogatja az
akut effektor funkciot, a metabolikus stabilitast, valamint a kronikus antigénstimulacid melletti
perzisztenciat. Bar a CD44-pozitiv tumor mikrokornyezet jelentds strukturalis és funkcionalis
gatat képez, a tobb NK-specifikus jelatviteli modult integralo HER2.CAR-NK-92 sejtek ebben a
kontextusban is kimutathatd tumorellenes potencialt mutattak. E megfigyelések alatdmasztjak,
hogy a jelatviteli architektura tudatos, NK-biologiai alapokon nyugvd optimalizaldsa
kulcsfontossagu stratégiai irany a szolid tumorok elleni CAR-NK terapidk fejlesztésében (24.

abra).

T-sejt specifikus NK-sejt specifikus

e ™ intracellularis domének intracellularis domének
Tumor mikrokérnyezet

Daganat scjtck

Bk g

Tumor-asszocill
libroblaszl

Hialuron sav

Kollagén Laminin

\_ J CD44+/- tumor- CD44+i- tumor-
sejtek talélése sejtek apoptozisa

J \ J

24. abra: AZ NK sejtek jelatvitelére specifikus intracellularis domének fokozzak a CAR NK sejtek
citolitikus hatékonysagat
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Az NK-sejt specifikus intracelluléris kostimulaciés doménnal felszerelt HER-specifikus CAR-NK-92

kivaltani in vivo xenograft modellben.

Eredményeink transzlacios szempontbdl tobb, egymassal sszefiiggd stratégiai iranyt jeldlnek ki
a szolid tumorok elleni CAR-NK terapiak fejlesztésében. A CD44-pozitiv tumorok esetében
egyértelmiien igazolodott, hogy a strukturalt, hialuronsavban gazdag extracellularis matrix nem
csupan fizikai akadalyt képez, hanem funkcionalis immunrezisztencia-faktorként is miikodik. A
CD44-hialuronsav tengely a tumor Ossejtszerli fenotipusaval, az epithel-mesenchymalis
tranzicidval és a fokozott invazivitdssal is Osszefliggésben all (171). Emellett a hialuronsavban
gazdag mikrokornyezet csokkentheti az immunsejtek infiltraciojat és elOsegitheti az
immunszuppressziv citokinprofil fenntartasat (172). Ezek az adatok Osszhangban allnak sajat
megfigyeléseinkkel, amelyek szerint a CD44-pozitiv modellekben a tumorinfiltracio
korlatozottabb volt, és a funkcionalis perzisztencia gyorsabban csokkent.

Preklinikai modellekben kimutattak, hogy az extracellularis matrix enzimatikus bontésa, példaul
heparanaz vagy hialuroniddz expresszid révén, jelentdésen javithatja a CAR-T sejtek
platformra logikus kovetkez6 1épés lehet, kiilondsen CD44+ tumorok esetében. Hasonloképpen, a
tumor mikrokdrnyezet immunologiai gatlo tengelyeinek — kiilonosen a PD-1/PD-L1 utvonalnak —
a célzott blokkolasa fokozhatja az adoptiv sejtterapiak hatékonysagat szolid tumorokban (174).
Mindez arra utal, hogy CD44+ tumorok esetén a jelatviteli optimalizalas és a mikrokdrnyezet-
célzott beavatkozasok kombinacidja lehet a leghatékonyabb stratégia.

Eredményeink masik fontos ilizenete, hogy az NK-specifikus kostimulacios domének (pl. 2B4)
integralasa mechanisztikus és funkciondlis elonyt biztosithat szolid tumor kdrnyezetben. Klinikai
szinten a CAR-NK platform maér bizonyitotta biztonsdgossagat ¢és terapids potencialjat
hematologiai malignitasokban (175). A kovetkezd generacids CAR-NK konstrukciok fejlesztése
soran egyre nagyobb hangsulyt kap az NK-specifikus jelatviteli architektira alkalmazasa, amely
javithatja a funkcionalis perzisztencidt és a tumorellenes valasz tartossagat (176). A 2B4.41BB
kombinécidval kapcsolatos eredményeink ezt a koncepcidt tdmasztjak ala, mivel a konstrukcio
nemcsak fokozott IFN-y termelést, hanem javult funkcionalis fenntarthatdosdgot és
tumorinfiltracidt is mutatott.

A jovoébeni fejlesztések tobb irdnyban is tovabbvihetik a jelen eredményekbdl levonhato

kovetkeztetéseket. Az egyik igéretes megkdzelités a hialuronidazt expresszaldé CAR-NK sejtek
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létrehozasa, amelyek aktivan bontjak a tumor extracellularis matrixat, ezaltal eldsegitve a mélyebb
infiltraciot és a hatékonyabb tumorkontrollt. Emellett a PD-1 knockout vagy checkpoint-rezisztens
CAR-NK rendszerek fejlesztése tovabb mérsékelheti a tumor mikrokdrnyezetbdl szarmazé gatlo
jeleket, novelve az effektor sejtek tartossagat és funkcionalis potencialjat. Végiil az ,,off-the-shelf”
allogén NK platformok alkalmazédsa lehetdvé teszi standardizalt, gyorsan hozzaférhetd és
potencialisan alacsonyabb toxicitasu sejtkészitmények klinikai alkalmazasat.

Osszességében eredményeink azt sugalljak, hogy a szolid tumorok elleni hatékony CAR-NK
terapia harom pilléren nyugodhat: az NK-biologiai alapokon optimalizalt jelatviteli architektaran,
a tumor mikrokornyezet strukturdlis €s immunolégiai gatlo tényezdinek célzott moduladlasan,
valamint a klinikailag alkalmazhato, allogén platformok fejlesztésén. A 2B4.41BB konstrukcioval
kapcsolatos megfigyeléseink e stratégiai iranyok mechanisztikus megalapozasat jelentik, €s
hozzajarulnak a szolid tumorok elleni kovetkezd generacios CAR-NK terdpidk racionalis

tervezéséhez.
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8. Osszefoglalas

A HER2-pozitiv daganatok kezelése tovabbra is jelentds klinikai kihivast jelent, kiilondsen a
terapids rezisztencia €s a tumor mikrokdrnyezet immunszuppressziv hatasai miatt. Az adoptiv
sejtterapidk, ezen beliil a kiméra antigén receptorral (CAR) mddositott immunsejtek alkalmazasa
uj lehetdségeket teremt a célzott tumorellenes immunvalasz fokozasara. Mig a CAR-T sejtek
hematologiai malignitdsokban kiemelkedd eredményeket értek el, szolid tumorok esetében
hatékonysaguk korlatozott. A természetes Olosejtek (NK-sejtek) CAR-modositdsa igéretes
alternativat jelenthet, kiilondsen biztonsagossagi €s allogén alkalmazhatosagi szempontbdl.
Kisérleteink soran HER2-specifikus CAR-t expresszald NK-92 sejtvonalakat hoztunk létre,
amelyeket funkcionalisan jellemeztiink. A T-sejt eredeti kostimulacios doméneket tartalmazo
konstrukcidk in vitro koriilmények kozott hatékony citotoxikus aktivitast mutattak HER2-pozitiv,
akar trastuzumab-rezisztens daganatsejtekkel szemben. In vivo xenograft modellekben azonban
tumorellenes hatasuk korlatozott és atmeneti jellegli volt, kiilonosen CD44-pozitiv, rezisztens
tumorok esetén.

A hatékonysag javitasa érdekében NK-sejt-specifikus jelatviteli doméneket tartalmazo, harmadik
generacids CAR-konstrukciot fejlesztettiink. A 2B4 ¢és 4-1BB  kostimulacios domének
kombinacidjat hordozdé 2B4.41BB.z CAR-NK-92 sejtek fokozott proliferacios kapacitast,
tartosabb aktivaciot ¢és ismételt antigénstimulaci®é mellett is fennmarado effektor funkciot
mutattak. Haromdimenziés tumorszferoid modellekben ezek a sejtek hatékonyabb
tumorpenetraciot biztositottak mind CD44-negativ, mind CD44-pozitiv daganatok esetében. In
vivo vizsgalatokban a kombinalt kostimulacios jelatvitelt hordozé CAR-NK sejtek szignifikansan
erdsebb tumorellenes aktivitast és mélyebb intratumoralis infiltraciét mutattak, még korabban
rezisztens xenograft modellekben is.

Eredményeink igazoljak, hogy a kostimulacidos domének raciondlis megvalasztasa meghatdrozo
szerepet jatszik a CAR-NK sejtek funkcionalis teljesitményének optimalizalasaban. A 2B4 és 4-
1BB szignalutvonal egyiittes aktivalasa szinergikus médon javitotta az NK-sejtek proliferaciojat,
citotoxicitasat és tumorinfiltracios képességét.

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

biztositanak a tovabbi transzlacios és klinikai vizsgalatok szdmara.
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9. Summary

The treatment of HER2-positive tumors remains a significant clinical challenge, particularly due
to therapeutic resistance and the immunosuppressive effects of the tumor microenvironment.
Adoptive cell therapies, including the use of chimeric antigen receptor (CAR)-engineered immune
cells, offer new opportunities to enhance targeted antitumor immune responses. While CAR-T
cells have achieved remarkable success in hematological malignancies, their efficacy in solid
tumors remains limited. CAR modification of natural killer (NK) cells represents a promising
alternative, particularly in terms of safety and feasibility of allogeneic application.

In our experiments, HER2-specific CAR-expressing NK-92 cell lines were generated and
functionally characterized. Constructs incorporating T-cell-derived costimulatory domains
demonstrated efficient cytotoxic activity against HER2-positive tumor cells in vitro, including
trastuzumab-resistant cell lines. However, in vivo xenograft models revealed only limited and
transient antitumor effects, especially in CD44-positive resistant tumors.

To improve efficacy, we developed a third-generation CAR construct containing NK cell-specific
signaling domains. The 2B4.41BB.z CAR-NK-92 cells, incorporating the combined 2B4 and 4-
1BB costimulatory domains, exhibited enhanced proliferative capacity, sustained activation, and
preserved effector function upon repeated antigen stimulation. In three-dimensional tumor
spheroid models, these cells demonstrated more efficient tumor penetration in both CD44-negative
and CD44-positive settings. In vivo studies confirmed significantly stronger antitumor activity and
deeper intratumoral infiltration by CAR-NK cells carrying the combined costimulatory signaling
domains, even in previously resistant xenograft models.

Our findings demonstrate that the rational selection of costimulatory domains plays a decisive role
in optimizing the functional performance of CAR-NK cells. The combined activation of the 2B4
and 4-1BB signaling pathways synergistically enhanced NK cell proliferation, cytotoxicity, and
tumor infiltration capacity.

The presented preclinical data support NK cell-specific signaling optimization as a promising
strategy for the treatment of therapy-resistant solid tumors and provide a solid foundation for

further translational and clinical investigations.
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be a munkdmba. Koszondom Rebenku Istvan szobatirsam Oszinte €s néha nyers stilusaval
megfogalmazott realisztikus ¢€s elgondolkodtaté beszélgetéseit. Halas vagyok Nagy Lorinc
kollégadmnak a szakmai eszmecserékért, valamint a labormunkan kiviili felejthetetlen élményekért.
Koszondm az intézet ,armany” brigddjanak — Katica, Gabica, Noémi ¢és Maté -, kozos
torténeketeket és Osszejoveteleket, szerencsére akad bOven, amire mindig mosolyogva fogok
visszagondolni, €s szivbdl remélem, hogy a tarsasag egylitt marad a jovoben. Koszondm az intézet
valamennyi dolgozdjanak azt bizalmat és pozitiv 1égkort, amellyel itt tartozkoddsom alatt végig
kortilvettek, és amelyet a legjobb tuddsomnak megfelelden igyekeztem meghalalni.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Panyi Gydrgynek, a Biofizika és Sejtbiologia Intézet
vezetdjének, hogy biztositotta a kutatomunkdmhoz és a disszertaciom elkészités¢hez sziikséges
infrastrukturalis hatteret.

Ko6szondm Dr. Beatriz Martin Antonionak és kutatocsoportjanak, akik nagy szeretettel

fogadtak madridi laborukban. A k6z0s kisérletezésekre €s az inspirdldé szakmai megbeszélésekre
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nagyon szivesen emlékszem vissza. Kiilon kdszondm Victor Salidonak a kint tart6zkodasom alatti
rengeteg és Onzetlen segitséget.

Végiil, de nem utolsé sorban a legnagyobb megkdszonettel a csalddomnak tartozom.
Szeretetiik, tamogatasuk ¢és hatartalan tiirelmiik nélkiil ez a disszertaciot nem johetett volna Iétre.

Ko6sz6nd6m, hogy minden pillanatban hittetek bennem.
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