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1. Bevezetés

Az elmilt évtized egyik legigéretesebb stratégidja a tumorellenes
immunterépia teriletén a betegek T limfocitainak genetikai modositasa kiméra antigén
receptorokkal, azaz CAR-okkal. Az els6 generacios CAR-ok két f6 funkcionalis eleme
egy tumorantigénre specifikus, antitest természetli ektodomén, mely lehetévé teszi a
daganatok célzott felismerését és egy — tébbnyire a T sejt receptorkomplex (TCR) CD3(
alegységbdl szarmaztatott — effektor endodomén, mely a célsejt felismerését kovetéen
aktivalja annak CAR T sejt altali eliminéciéjat. Az igy &tprogramozott sejtek
aktivaciojanak és expanzidjanak javitdsara a CAR konstrukciék masodik generéacidjaba
egy tovabbi kostimulaciés endodomént épitettek be. A leggyakrabban alkalmazott
CD28, illetve 41BB kostimulatorral rendelkezé CAR-ok mara forradalmasitottak a
terapia-rezisztens leukémidk és limfomak kezelését. Ezzel szemben a szolid
daganatokat célzo6 CAR T sejtes terapiak eddigi klinikai tesztelése nem hozott attorést,
s6t egy, a CD28 és a 41BB kostimulacios domént kombinalé harmadik generacios CAR
kiprébalasa egy izben a paciens halalahoz vezetett.

Mindezek fényében elengedhetetlen olyan paraméterek azonositasa, melyek
optimalizalasa hozzéjarulhat ahhoz, hogy hatékonyabb és biztonsdgosabb készitmények
kerliljenek a klinikai tesztelés fazisaba. A CAR muikodését alapvetéen meghatarozza,
hogy a funkcionalis alkotéelemeihez kapcsol6dé molekularis mechanizmusok hogyan
integralodnak a T sejtek fiziologids folyamataiba. A felhasznalt domének
befolyasolhatjak mind az akut molekularis torténéseket, mind a révid- és hosszGtavd
citotoxikus aktivitast, illetve expanzidt. Utobbi tényezéket a CAR T sejtkészitmény
eléallitasi koriilményei is jelentdsen befolydsolhatjadk. Munkank soran ezért szolid
tumorokat célzé I-111. generaciés CAR-ok alkalmazésaval tanulményoztuk a CD28 és
41BB kostimuléacids domének hatasat a CAR-ok sejtfelszini szervezédésére és diffuzios
kinetikajara. Megfigyeléseinket az immunszinapszis kialakuldsanak dinamikajaval és a
korai citolitikus jelatvitel hatékonysagaval korrelaltattuk. VVégezetil feltartuk, hogya T
sejt differenciacié dinamikaja hogyan hat az in vitro hatékonysagra, expanziora és

kimerulésre, valamint az in vivo tumorkontrollra.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Bevezetés az immuno-onkolégiaba

Az elmult évtizedek kutatasi eredményei ravildgitottak arra, hogy az
immunrendszer valtozatos mechanizmusok Gtjan képes a daganatokat felismerni és
elpusztitani. Ennek egyik eszkéze a malignus sejtek felszinén fokozottan expresszalédo
tumor asszocialt antigénekre (tumor-associated antigen, TAA) specifikus antitestek
termelése, melyek a daganatsejthez kotddve tobbek kozoOtt az antitest fliggd sejtes
citotoxicitds (ADCC) illetve komplement medialta citotoxicitds (Complement
Dependent Cytotoxicity, CDC) aktivalasaval indukaljak a malignus sejtek eltavolitasat.
Gyakrabban fordul eld, hogy a dedifferenciacié soran intracellularisan kialakult
tumorspecifikus neoantigének a f0 hisztokompatibilitdsi komplexhez (Major
Histocompatibility Complex, MHC) kotétt peptidek formajaban prezentalédnak a
daganatsejt felszinén. Ezeket az immunrendszer leghatékonyabb effektor sejtjei, a T
limfocitdk képesek T sejt receptoraik (T-cell receptor, TCR) &ltal specifikusan
felismerni és elpusztitani. Az immunfelligyelet ugyanakkor kétélii kard: a konnyil
célpontok gyors eliminacidja kiszelektalja azokat tumorsejteket, amelyek tovabbi
atalakulasi Iépésekben képesek rezisztanciat kialakitani.

Az immunrendszer mitkodését befolyasolo terapidk elsddleges célja, hogy a
természetes védelmi funkciok célzésa és/vagy fokozasa altal ismét képessé tegyék az
immunsejteket a hatékony tumorellenes valasz kialakitasara. A klinikai gyakorlatban
szamos modszert kidolgoztak az immunrendszer tumorspecifikus aktivalasara. Mig a
mar tobb évtizede széles korben alkalmazott monoklonélis antitestek (monoclonal
antibody, mAb) az ADCC és CDC védelmi mechanizmusokat aktivaljak, addig az
Ggynevezett adoptiv immunsejt terapiak — mint a tumor infiltralé limfocitdkon (Tumor
Infiltrating Lymphocyte, TIL) alapul6 kezelés —a T sejtes immunvalasz hatékonysagat
fokozzak. Fontos megemlékezni ugyanitt az immunellendrzdpont-gatld (Immune
Checkpoint Inhibitor, ICI) monoklonalis antitestekrél. A klinikai attérést hozo ICI
mAb-ok olyan receptorokat, illetve ligandumokat blokkolnak, amelyek aktivalodasa a

T sejtek korai kimer(iléséhez és anergiajahoz vezet.



Bar mind a mAb, TIL és ICI terdpia jelent6s eredményeket ért el a
rosszindulat( daganatok kezelésében, mindharom stratégiat sajatos médon limitaljak a
tumorok védekezési mechanizmusai.

A tumorsejtek szamos modon képesek rezisztanciat kialakitani a monoklonalis
antitestekel szemben. Leggyakrabban a target antigén expressziéjat csdkkentik, emellett
gatolhatjak az elpusztitasukra irdnyulé immunvélaszt, valamint felszabalyozhatjak az
apoptozist elkeriil6 és proliferaciot serkentd jelatviteli itvonalakat. Ezen kiviil a szolid
tumorok mAb terdpiaval szembeni rezisztencidjaban fokozott jelentéséggel bir az
antitestek kotédésének sztérikus akadalyozasa (epitdop maszkolas) mucin-4-et (MUC4),
hialuronsavat és annak receptorat (CD44) tartalmaz6 extracellularis matrix
(extracellular matrix, ECM) felépitésével. A TIL és ICI kezelések hatékonysagat a
tumor MHC expresszidjanak csokkenése vagy megsziinése, illetve a tumorreaktiv T
sejtek alacsony szama korlatozhatja.

A szervezetben ugyanakkor béségesen rendelkezésre allnak aktiv — de nem
tumorreaktiv — T limfocitak. Ezek atprogramozésa a daganatok célzott megtamadéasara
olyan megoldast kinal, ami egyesiti a bemutatott terapias rendszerek elényeit,
ugyanakkor kikiiszoboli azok hatranyait. Ez az ugynevezett CAR T sejt terdpia, mely a
monoklonalis antitestekre jellemzd célzott daganatfelismerést kombindlja a T sejtek
robosztus tumorellenes hatékonysagaval.

A CAR T sejt terapiak alapja a betegek T limfocitainak genetikai modositasa
egy szintetikus receptorral, amely a tumorspecifikus antigének célzott felismerését
kovetden képes aktivalni a T sejtek effektor funkcidit. A terdpias eljaras f6 1épései a
péciens T sejtjeinek izolalas, azok aktivalasa, majd ezt kovetden a kiméra antigén
receptort kodol6 terapias transzgén genomba integralasa és a CAR-t kifejez6 T sejtek
autolog transzfere. Preklinikai modellek eredményei alapjan a CAR T sejtek kis szamu
sejtfelszini tumorantigén mellett is képesek felismerni és eliminalni a daganatot, igy a
mAb-oknal kevésbé érzékenyek lehetnek az antigén expresszidjanak csokkenése Utjan

kialakul6 rezisztanciara.



2.2. CART sejt terapia

2.2.1. A CAR felépitése és evolucidjanak fGbb dllomdsai

A CAR T sejteken alapulé immunterapia fejlesztése soran a mesterséges
receptor felépitése tobblépcsds evolucion ment keresztiil. Az elsé generacidba tartozo
CAR-ok miikodése a receptor két legelemibb funkcionalis alegységére — a daganatsejtek
membradn asszocialt tumorantigénjeit felismer6 antitest tulajdonsagi ektodoménre,
valamint a T sejtek citotoxikus sejtvalaszat kivaltd, TCR eredetli effektor endodoménre
— tdmaszkodott. Ez a konstrukcié biztositotta a T sejt aktivacidhoz nélkildzhetetlen
antigénfiiggd elsé szignalt, amely azonban nem bizonyult elegendének a hatékony
terapias valaszhoz: bar in vivo egérmodellekben ezek az elsé generaciés CAR-0k
képesek voltak tumorkontrollt eredményez6 antigén-specifikus citotoxicitast és citokin
felszabadulast indukalni, korlatozott perzisztenciajuk révén 1. fazisa Kklinikai
kisérletekben nem valtottak ki érdemi tumorcstkkenést. Ennek oka, hogy a nativ T
limfocitdkhoz hasonléan CAR T sejteknek is szlikségiik van a kostimulacios receptorok
biztositotta mésodik szignalra citolitikus és proliferativ képességeik teljes koril
aktivaladsahoz. A méasodik generacidba tartozd kiméra receptorok endodoménjébe ezért
a T sejtek valamely kostimulacids receptoranak jelatvivé doménje keriilt beépitésre,
mely addig nem latott, robosztus tumoreliminaciot és hosszu tavu talélést kdlesonzott a
CAR T sejteknek. A stratégia Klinikai &ttéréshez vezetett a hematoldgiai
megbetegedések kiilonbozé tipusainak kezelésében — a szolid tumorok indikaciojaban
azonban nem hozott jelentds elérelépést. A kiilonboz6 tipustt kostimulatorok altal
biztositott eltérd elénydk kombinalasanak reményében sziiletett meg a CAR-0k két
kostimulaciés doménnel rendelkez6 harmadik generacidja. Preklinikai tesztelésiik
sordn megndvekedett perzisztenciat és tumorellenes aktivitast mutattak, a kostimulacios
domének szinergikus miikddésébdl fakadd fokozott aktivacid azonban hatranyosnak
bizonyult: a kitjuld (relapszald) vagy egyéb kezelésre nem reagélé (refrakter) B sejtes
leukémiak indikacidjaban hatékonysaguk nem mdlta fellil a masodik generaciés CAR
T sejtekét, ellenben alkalmazasuk gyakrabban vezetett sulyos mellékhatasok

kialakulasahoz.



A kiméra antigén receptorok felépitése az egyes generacidkon belll is igen
valtozatos, és az alapvetd funkcionalis alegységek mellett a strukturalis megfontolashol
beépitett régidk is jelentdsen befolydsoljak a miikddésiiket. A leggyakrabban
alkalmazott extracellularis antigénfelismerd rész egy monoklondlis antitest konny(
(VL) és nehéz (VH) lancat tartalmaz6 egylancl variabilis fragmens (single chain
variable fragment, scFv). A CAR scFv szdmos azonos specificitissal, de eltérd
antigénkdotési erdsséggel (affinitds) rendelkezd antitestbél szarmazhat. A magas
affinitdsi scFv noveli a kontaktfelszinre gyiilekez6 CAR-ok altal felépitett
immunoldgiai szinapszis (1S) stabilitdsat a daganat megtamadéasa folyaman, ezek a CAR
T sejtek azonban a célzott tumor asszocidlt antigént kis mértékben expresszalo
egészséges szoveteket is karosithatjak, ami az Gn. ,,on target off tumor” mellékhatés
kialakulasahoz vezethet.

A CAR molekula szerkezetének rovid, de funkciondlisan igen jelentds
épitdelemei az extracellularis antigénfelismerd és intracellularis effektor domének
kozott elhelyezkedd hinge (mas néven spacer vagy linker) és transzmembran (TM)
alegységek. E16bbi az antigénfelismerd egyseg rugalmassagaért, utobbi a receptor stabil
membranbeli expresszidjanak biztositasaért felelds. A legelterjedtebben alkalmazott
hinge-ek IgG1, IgG4, CD8 vagy CD28 eredetiick, mig a TM domén jellemzben a CD8,
CD4 vagy CD28 receptorokb6l szarmazik. Funkcionalis hatasaik tekintetében a hinge
hosszanak és rugalmassaganak novelése segiti a CAR hozzaférését a nehezen elérhetd
tumor epitdpokhoz, fontos ugyanakkor, hogy a CAR T limfocita és a daganatsejt kozotti
fizikai tavolsag kellden szoros maradjon ahhoz, hogy az aktivéciés jelatvitelt gatlé T
sejt szabalyozok kiszoruljanak az immunologiai szinapszisbol. A TM régio {6
funkcigjan tulmutatéan a kiméra receptor spontdn vagy stimul&cié hatasara
bekovetkezd dimerizacidjat indukalhatja, ami kedvezden hat az IS felépitésének
hatékonysagara és a korai aktivacio jelatvitelére. Az IS 6sszeszerel6désének dinamikaja
és stabilitasa kulcsfontossagu a citolitikus T sejt valasz lefolyasaban, és egyes korrelativ
elemzések szerint megjosolhatja a CAR T sejtek terapias hatékonysagat.

Az scFv antigén felismerését és az IS kialakulasat kovetéen a CAR-ok

intracellularis effektor doménje kozvetiti a T sejt aktivacidhoz nélkiilozhetetlen elsd
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szignalt. Az effektor alegység a CAR tobbi épitéeleménél kevésbé valtozatos,
leggyakrabban a TCR komplex CD3( lancabdl szarmazik. A legtobb CAR CD3z
alegysége harom, Ugynevezett immunoreceptor tirozin-alapt aktivaciés motivumot
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM) tartalmaz, amelyeket —a nativ
TCR-el megegyezbéen — az aktivéacid soran a limfocita specifikus protein tirozin kinaz
(lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, Lck) foszforilal. A szignalizacids kaszkad
tovabbi lépései nagy hatékonyséaggal inditjak el a transzkripciohoz, proliferaciohoz és
citotoxikus T sejtvalaszhoz vezet6 jelatviteli Gtvonalakat.

A 1. és 111. generacids CAR-ok egy, illetve két kostimulator endodoménje a
TM- és a CD3z alegység kozott helyezkedik el. A ket legelterjedtebben alkalmazott
kostimulactor, a CD28 illetve a 41BB erételjes proliferacios, talélési, és aktivacios
szignalt biztosit, azonban eltér6 moédon modulaljak az effektorvalasz kimenetelét. A
CD28 kostimulécié altal nyujtott robusztus citotoxikus valasz soran a CAR T sejtek
gyorsan kimertilnek, és rovidebb ideig perzisztald effektor memoria sejtekké
differencidlédnak. Ezzel szemben a 41BB kozvetitette citolizis kevésbé intenziv; de a

CAR T sejtek hosszabb ideig maradnak fenn centralis memdria alcsoportkent.

2.2.2. CAR T sejtkészitmények elidllitasa

A CAR T sejtkészitmények el6allitasanak elsé 1épése a periférias vér
mononukleéris sejtjeinek (Peripheral blood mononuclear cell, PBMC) szeparélasa,
melyet a T sejtek expanzidja kdvet. Ehhez a T sejteknek hdrom szignalt kell kapnia. Az
antigén specifikus els6 szignalt jellemz6en a TCR/CD3 komplex epszilon alegységének
stimulalasaval hozzak létre. A masodik, kostimulacids szignalt a CD28 membranfehérje
aktivalasaval biztositjak. A T sejtek teljes aktivacidjahoz elengedhetetlen harmadik
citokin szignal az IL-2, IL7 és IL15 citokin szupplementacio szolgaltatja. Az aktivalt és
expandalt T sejtek genomjéba legtdbbszér virdlis génbeviteli modszerek segitségével
integraljdk a CAR-t kddold transzgént. A géntranszfer serkenthet6 a T limfocitak és a
viruspartikulumok egyidejii megkotésére alkalmas RetroNectin reagenssel. A CAR T

sejtek a transzdukcio hatasfokanak ellenérzését kovetden keriilnek felhasznalasra.



A terdpids készitmény kiindulasaul szolgalé periférias sejtpopulacid
Osszetételét tekintve magaban foglalja a T limfocitak f6 differenciacios stddiumainak
naiv, centralis memdria (CM), effektor meméria (EM) és terminalis effektor (TE) T
sejtjeit. A CAR T sejtek eldallitasa megkoveteli az izolalt T limfocitak expandalasat,
amely egyben a sejtek differenciaciojat is indukalja. A T sejtek citolitikus hatékonysaga
fokozatosan novekszik, proliferativ kapacitdsuk fokozatosan csokken a naivtél a
terminalis effektor felé mutatd atalakulasuk soran. A TE fenotipusi sejtek, bar
robosztus citotoxikus aktivitassal birnak, tovabbi expanziéra mar nem képesek, igy
idovel apoptozis utjan elpusztulnak, vagy mikodésképtelen ,kimeriilt” fenotipust
vesznek fel. A T sejtek ex vivo szaporitasa soran alkalmazott stimulacios- és tenyésztési
koriilmények eltéréen befolyasoljak a differenciacio sebességét, ezaltal megszabjak az
elkésziilt a sejttermék fenotipusprofiljat. A CAR T sejtek fenotipuseloszlasanak tovabbi
fontos markere a CD4* helper és CD8* citotoxikus limfocitdk aranya. Szinergikus
aktivitasuk soran az erdteljes citolitikus képességekkel rendelkezé6 CD8* CAR T sejtek
kibocséjtasaval tdmogatjak. A T sejtek ex vivo tenyésztésének korilményei a CD4*/

CD8* eloszlast is befolyasolhatjék.

2.2.3. CART sejt terapiak a klinikumban

Az elmalt évtizedben jelentés szamt masodik fazisu klinikai vizsgalat tortént,
amely B sejtes leukémiakat és limfomakot célzott kiilonbozo targetekre specifikus CAR
T sejtekkel. Ezek leggyakrabban a nativ, ugyanakkor malignus B sejteteken is
expresszalodo CD19-et, a CD22-t illetve a B sejt maturacios antigént (B-cell maturation
antigen, BCMA) céloztak. A klinikai vizsgalatokban a masodik generaciés CAR T
sejtek attorést értek el és a betegek 40-80%-aban komplett remissziohoz vezettek. Az
amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatal (Food and Drug Administration, FDA)
mara négy CD19, és két BCMA specifikus CAR T terdpia szaméra adta meg a
térzskonyvi engedélyt.

A CAR T sejtek el6z6ekben részletezett forradalmi sikerei a szolid

daganatokkal szemben torténd alkalmazas felé is utat nyitottak, ezek azonban joval
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Osszetettebb célpontot jelentenek a hematoldgiai megbetegedéseknél. Ezekben ritkan
all rendelkezésre olyan TAA, ami kelléen specifikus célpontot jelent a CAR T sejtek
szamara, valamint a génmaodositott T sejtek expanzidja és perzisztenciaja a tumorban a
legtdbb esetben nem elégséges a hatékony tumorlizis kivaltasdhoz. Ezen akadalyok
ellenére vilagszerte megkozelitdleg 200 CAR T sejtes klinikai vizsgalat zajlik a
legkiilonb6z6bb szervekre lokalizalt szolid tumorokkal szemben.

A legkorabbi és mai napig leggyakrabban vizsgalt terapias célpont a HER2,
mely fokozottan expresszalodik tobbek kozott emld, tiidd, gyomor, vastagbél, glia és
hasnyalmirigy eredetli tumorsejtek felszinén. A HER2-CAR T terapiat elséként egy
metasztatikus vastagbél karcinémat célzo klinikai vizsgalatban tesztelték, magas d6zisu
stlyos ,,citokin vihar” 1épett fel, ami a beteg halaléhoz vezetett. Ez a sajnélatos esemény
tobb éven keresztiil hatraltatta a HER2-CAR T sejtek klinikai vizsgalatat, Gjabb
teszteléseik soran pedig immar alacsonyabb doézis, és biztonsagosabb masodik
generacios CAR konstrukci6 volt hasznalatos. Glioblasztomaban szenvedd betegek |.
fazisu klinikai vizsgélataban a CD28 kostimulalt HER2-CAR T limfocitak infazidja jol
toleralhato volt a kezeléssel Gsszefiiggd sulyos toxicitiasok fellépése nélkiil, de a 16
értékelhetd beteg koziil csak 1 esetben a mutatkozott részleges tumorvalasz. A publikalt
adatok alapjan ezidaig egy paciens teljes felépiilését siker(lt elérni HER2 specifikus
CAR T sejt terdpiaval. Egy refrakter, csontattéteket adé lagyrészszarkémaban szenvedd
gyermek hét ciklusban részesiilt CD28 kostimuléciét alkalmazé CAR T sejt kezelésben,

ami az utolsé infuziot kovetd 10. hétre teljes mértékben eradikalta a daganatot.



3. Célkitizések

A B sejtes leukémidk és limfomak kezelésében alkalmazott CAR T terdpiak
sikerét a konstrukcio felépitésétl a sejtkészitmény fenotipus profiljaig a rendszer
Osszetett optimalizalasa alapozta meg. A szolid daganatokat célz6 CAR T sejtek klinikai
tapasztalatai azonban egyelére elmaradnak a varakozastol. A HER2-CAR T terapiak
klinikai tesztjeiben a kis mértékii, de a betegek egy részénél konzisztensen jelentkezd
tumorvalasz arra hivja fel a figyelmet, hogy a terapias stratégia optimalizaciéra szorul
a citolitikus aktivitas és a hosszu tavl expanzi6 fokozasanak érdekében. Munkank soran
olyan beavatkozasi pontok azonositasat tiiztiik ki célul, amelyek altal a HER2* szolid

tumorok kezelésére alkalmas CAR T sejtek hatékonysaga potencidlisan novelhetd.
Kisérleti rendszeriinkben az alabbi kérdésekre kerestlik a valaszt:

e Hogyan befolyasolja a CAR T sejtek révid tavi tumorellenes hatékonysagat a
kiméra receptor molekularis szerkezete, sejtfelszini szervezddése, és

membrandiffiziés dinamikéja?

e Milyen T sejt fenotipus profil biztositja a leghatékonyabb hosszd tava
expanziot és effektor valaszt a HER2* szolid tumorokat célz6 CAR T sejtek

szamara?



4. Anyagok és médszerek

4.1. A Kisérletek soran alkalmazott sejtvonalak

A HER2-CAR kodolé retroviralis vektorok eldallitasira a HEK293T
viruscsomagol6 sejtvonalat hasznaltuk. A CAR T sejtek in vitro tumorellenes aktivitasat
a transzdukalt HER2-t stabilan expresszalo6 MDA-MB-468 (MDA-HER), a HER2* N87
és JIMT-1 sejtvonalak; illetve luciferaz expresszalo variansaik (MDA-HER2.ffLuc,
N87.ffLuc és JIMT-1.ffLuc) segitségével vizsgaltuk. Kontrollként a HER2™
MDA/MDA ffLuc sejtvonal szolgélt. Sejtvonalainkat 2 mmol/l GlutaMAX-al, 10%
magzati borjuszérummal (FBS) és antibiotikumokkal kiegészitett DMEM médiumban
tenyésztettik a JIMT-1/JIMT-1.ffLuc kivételével, melyeket 1:1 aranyban kevert Ham-
féle F12 és DMEM kulturéltunk 2 mmol/l GlutaMAX, 20% FBS, 300 U/l inzulin és
antibiotikumok hozzéadasaval. A CAR T sejtek in vivo tumorellenes hatékonysagat a
JIMT-1/JIMT-1.ffLuc tumor xenograft alkalmazasaval vizsgaltuk. Minden sejtvonalat

5% szén-dioxidot tartalmazé parasitott atmoszféraban tenyésztettiink 37°C-on.

4.2. CART sejtek eloallitasa
4.2.1. PBMC izolalas

A CAR T sejtek eléallitdsara hasznalt PBMC izolatumot egészséges donorok
periférias teljes vérébdl nyertiik ki 1200 rpm-en, 10 percig, szobahdmérsékleten torténd
gradiens centrifugalassal. A T sejt izolatumokat folyékony nitrogénben taroltuk, 10%
dimetil-szulfoxid, 10% RPMI-1640 médiumban, és 80% FBS tartalm0 krioprezervald
oldatban.

4.2.2. Az alkalmazott CAR konstrukciok

Kutatomunkénk sordn d&sszesen négy kiilonboz6 CAR  konstrukciot
alkalmaztunk. Az 1. generaciés CAR molekularis szerkezetét a HER2 specifikus FRP5
eredetii scFv, az IgG1 ,short hinge” (SH), a CD28 eredeti TM, valamint a CD3z
effektor domén alkotta (.z CAR). A Il. generacids CAR-okba ezen kivil a CD28 vagy
41BB (CD28.z, 41BB.z CAR) kostimulaciés domén kerdilt beépitésre. A I11. generacids

CAR mindkét (CD28.41BB.z CAR) kostimulaciés domént tartalmazta.
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4.2.3. CAR kédolo retrovirdlis pszeudovirusok elddllitdsa

Az adott CAR konstrukciot hordoz6 pSFG retrovirdlis vektort, a virionok
strukturalis fehérjéit és a viralis replikacidhoz sziikséges enzimkészletet kddold
MoMLV Peg-Pam-e plazmidot, valamint a virusburokfehérjét kédol6 pMax.RD114
plazmidot tartalmazé mixet JetPRIME transzfekcids reagens (Polyplus, Ilikirch,
Franciaorszag) segitségével juttattuk be a HEK293T sejtekbe, a gyartd utasitasait
kovetve. Harom napig tartd inkubaciot kovetden a retrovirust tartalmazoé feliiluszot 0,22
um porusatmérdjl steril fecskenddsziirGvel tisztitottuk, és felhasznalasukig —80°C-on

taroltuk.

4.2.4. T sejt stimulacios és tenyésztési protokollok, CAR transzdukcio

Kisérleteink soran kétféle CAR T sejt eldallitasi modszert alkalmaztunk. Az
antiCD3-antiCD28/RPMI protokoll soran T sejtek osztodasat 1 pg/ml OKT3 és 1 pg/ml
anti-CD28 antitesttel boritott 24 kamras sejttenyészté edényben indukaltuk egy
éjszakan keresztil, 2 mmol/l GlutaMAX-al, 10% FBS-el és antibiotikumokkal
kiegészitett RPMI médiumban (komplett RPMI). A 2. napon a T sejtek tovabbi
expanziodjat 10 ng/ml human interleukin-7 (IL-7) és 5 ng/ml human interleukin-15 (IL-
15) hozzaadéséval valtottuk ki. A 3. napon 20 ug/ml RetroNectinnel bevont 24 kamras
tenyészt6edényre cetnrifugaltuk a CAR konstrukciét hordoz6 retrovirélis vektorokat
4000 rpm-en, 2 oran keresztiil térténd centrifugalassal. A T sejteket 3 napon keresztil
inkubaltuk a retrovirussal bevont tenyészt6edényben, 10 ng/ml IL-7 és 5 ng/ml IL-15
jelenlétében, komplett RPMI médiumban. Az eldallitott CAR T sejteket
felhasznalasukig friss 10 ng/ml IL-7 és 5 ng/ml IL-15 tartalmG komplett RPMI
médiumban tenyésztettiik. A CAR T sejtekkel parhuzamosan nem transzdukalt (NT) T
sejteket is eldallitottunk, melyeket méréseink soran kontrollként alkalmaztunk.

Az antiCD3-RetroNectin/LymphoONE protokoll esetén aT sejtek osztddasat 1
pg/ml anti-CD3 antitesttel és 20 pg/ml RetroNectin reagenssel boritott 24 kamras
sejttenyészté edényben indukaltuk egy éjszakan keresztiil, komplett LymphoONE
tapfolyadékban. A T sejt transzdukcié minden tovabbi koérilménye megegyezett az
antiCD3-antiCD28/RPMI protokollban leirtakkal.
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4.3. Immunfluoreszcencias jelolések, aramlasi citometria

A HER2 specifikus CAR-ok expresszidjat HER2-Fc flzids proteinnel és Alexa
Fluor 488 (A488) konjugalt anti-lgG-vel val6 indirekt jel6léssel igazoltuk. A CAR T
sejttermékek helper és citotoxikus limfocita aranyat a CD4 és CD8 expresszié alapjan
hataroztuk meg, FITC konjugélt anti-human CD4 illetve Alexa Fluor 647 (A647)
konjugalt anti-human CD8 kettés jelolés segitségével. A CD4+ populécié a CD4+,
CD8- kvadrans, a CD8+ populécié pedig a CD8+ CD4- kvadrans adatait tartalmazza,
a CD4+, CD8+ dupla pozitiv, illetve CD4—, CD8- dupla negativ kvadransbeli sejteket
kizartuk az elemzésbdl. A memdria fenotipusok eloszlasanak vizsgalata soran a CCR7
és a CD45RA receptorok expressziéjat FITC konjugalt anti-human CD197 (CCRY7) és
APC konjugalt anti-human CD45RA monoklondlis antitestekkel vald kettds direkt
jeloléssel hataroztuk meg. A naiv sejteket CCR7* és CD45RAY, a Tcwm sejteket CCR77,
CD45RA", Tem sejteket CCR7- és CD45RA™, a Tre sejteket CCR7-, CD45RA*
populécidként azonositottuk. Az antitestekkel, illetve a HER2-Fc rekombinans
fehérjével valo jelolést 10 pg/ml végsé koncentracioban, 10 percig, jégen végeztiik. A
mérések sordn minden esetben minimum 10* sejtet vizsgaltunk, NovoCyte aramlasi

citométer és a NovoExpress szoftver segitségével.

4.4. Mikroszképos modszerek

A mikroszképos méréseket AiryScan/AiryScan Fast képalkoto egységgel
felszerelt LSM 880 konfokalis lézer pasztazd6 mikroszkdppal (Carl Zeiss, Jena,
Németorszag) végeztiik. Kisérleteink soran vizimmerzios objektivet (C-Apochromat,
1,2 NA; 40x) alkalmaztunk. A diamino-fenilindol (DAPI) festéket 405 nm
hulldmhosszlsagu lézerdiodaval; az A488 és zold fluoreszcens fehérje (green
fluorescent protein, GFP), illetve a fikoeritrin (PE) festéket argon ion lézer 488 nm-es
illetve 543 nm-es vonalaval, az A647 festéket 633 nm hullamhosszisagu HeNe lézerrel

gerjesztettik. A felvételeket az ImageJ/Fiji szoftver segitségével értékeltik ki.
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4.4.1. A CAR-ok alkotta immunoldgiai szinapszis analizise konfokalis
[ézer pasztazd mikroszkopiaval

A CAR-ok alkotta immunoldgiai szinapszis (IS) vizsgalata soran kamranként
3x10* N87 tumor sejtet tapasztottunk ki sejttenyésztésre alkalmas tenyésztéedénybe.
2x10° CAR T sejttel vald, 15 percen keresztiil tartd inkubaciot kdvetden a sejteket 1%
PFA-ban fixaltuk, majd 10 pg/ml A488 konjugalt anti-HER2-vel valamint
permeabilizalas utan A647 konjugélt anti-pCD3z-val vagy PE konjugalt anti-pLck-val
jeloltiink 30 percen keresztiil, jégen. Ezutan a sejteket el6szér PBS-ben, majd 10 pg/ml
DAPI tartalmd PBS-ben, végil ismét PBS-ben mostuk. A konfokalis 1ézer pasztazo
iizemmodbeli felvétel soran a fluoreszcens festékek emisszidjat 32 elemii GaAsP
fotoelektron-sokszorozoval detektaltuk, melyek tartomanyait az alkalmazott festékek
emisszids maximumaihoz allitottuk be. A felvételek valtott csatornas Gzemmodban

készultek.

4.4.2. CAR membranstrukturak jellemzése Airyscan mikroszképiaval

A CAR-ok membranfelszini szervezddését nyugvd CAR T sejtekben
vizsgaltuk. A CAR T sejteket 37°C-on egy Ordn keresztil szérummentes RPMI
tapoldatban inkubaltuk, majd 4°C-os PBS-el mostuk. A sejteket 5 pg/ml A647 konjugalt
monomer HER2-vel jel6ltiik 10 percen keresztil jégen, mostuk, majd 10 mM glikoz-
PBS-ben szuszpendaltuk. A sejteket a mérés soran 37°C-on inkubéaltuk. A jeldlt CAR
T sejtek apikalis membranfelszinér6l 600 nm vastag optikai szeleteket vettink fel
AiryScan lizemmodban, mely specialis detektalasi elvének kdszonhetden magasabb
felbontast és kedvez6bb jel-zaj aranyt biztosit a konfokalis mikroszkopidhoz képest. Az
AB47 emisszid detektalasara 660 nm-es feliilateresztd sziirét alkalmaztunk. A felvételek
intenzitdsalapl szegmentaladsadval meghataroztuk az egyedi CAR klaszterek atlagos
méretét és intenzitisat, valamint a receptorklaszterek &tlagos szdmat egysegnyi

membran felUleten.
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45. CAR membrandiffizio mérése fluoreszcencia korrelaciés
spektroszkopiaval

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS) alapja fluoreszcensen
jelolt, oldott részecskék helyzetében ¢és szamszerti stirliségében jelentkezd
sztochasztikus ingadozasok mérése egy fokuszalt lézernyaldab altal gerjesztett
térfogatelemben. Az ¢é16 sejteken torténé FCS vizsgalat a fokuszalt 1ézernyaldb
sejtmembran altali metszetében jelentkezd intenzitasfluktuacié detektalasan alapul. A
mért fluktuidcié matematikai atalakitasaval kapott id6beli G(t) autokorrelacios
fuggvényre megfeleld probafiiggvényt illesztve becsiilhetd a vizsgalt fluoreszcensen
jelolt molekulak és/vagy receptorok lokalis koncentracidja és diffuzidja.

A CAR membrandiffuzié FCS-el val6 meghatarozasa soran a CAR T sejtek
elokészitése, jelolése és a merési korlilmények megegyeztek a 4.4.2-es fejezetben
bemutatottakkal. A mérések hossza sejtenként 100 s volt, az autokorrelacios gorbéket
10 s-os részintervallumokra bontva szdmoltuk ki. Az autokorrel&cids goérbékre egy
komponens térbeli és egy komponens sikbeli szabad diffaziojat leird, triplet korrekciot
tartalmazé modellfiiggvénnyt illesztettik. A 3D difflziét mutatd komponenst a
disszocialt monomer A647-HER2-ként, a 2D diffiziés karakterisztikaji komponenst a

mobilis CAR frakci6ként azonositottuk.

4.6. Western-blot

A CAR-ok oligomerizaciojat Western blot segitségével vizsgaltuk. A CAR T
sejteket 4°C-o0s PBS-el mostuk, majd lizaltuk. A dimer és oligomer CAR-okat nativ
korilmények kozott, a monomer receptorokat 0,1 mM ditiotreitol (DTT) tartalmu
redukélé mintapufferben vélasztottuk el 10%-0s SDS-PAGE poliakrilamid gélen. A
fehérjesdvokat félszaraz blottoloval polivinilidén-fluorid (PVDF) membrénra vittik at.
A membrant blokkoltuk, majd 1 pug/ml egér anti-human CD3z antitesttel jel6ltuk egy
éjszakan keresztil 4°C-on. A membrant mosést kovetden peroxidaz konjugalt anti-egér
IgG mésodlagos antitesttel jeldltik, majd egy ismételt mosasi Iépést kovetéen HRP
szubsztratot tartalmazo el6hivé oldatban inkubaltuk 3 percig. A felvételeket a

FluorChem Q képalkotd és analizalo rendszer segitségével készitettiik el.
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4.7. A CAR molekularis szerkezetének predikcidja

A CAR-ok masod- és harmadlagos szerkezetét a Rose TTAFold algoritmussal
modelleztik. A legmagasabb megbizhatésagi pontszdammal rendelkez6 predikcids
modelleket valasztottuk elemzésre.

4.8. ,Rechallenge” proba

A CAR T sejtek proliferacios potencialjat un. ,,rechallenge” préba segitségével
vizsgaltuk. 2x10° CAR T sejtet helyeztiink 1 pg/ml HER2-Fc molekulaval fedett
tenyésztéedényre. A CAR T sejtek szamat 3,5 naponta hataroztuk meg aramlasi
citometridval. A proliferacios ratat az adott napon mért sejtszdm kiindulasi sejtszdmmal
vald osztasaval szamoltuk ki. Ezt kovetden a kiindulasi szammal azonos sejtet Gjra
stimuldltunk friss 1 pg/ml HER2-Fc fedett tenyésztéedényen. A sorozatos stimulacio
0.,3,5. és 10,5. napjan aramlasi citometridval meghataroztuk a CAR T sejtkészitmények

CD4/CD8 és memodria fenotipus eloszlasat a 4.3-as fejezetben ismertetett médon.

Ve

4.9. CAR T sejtek citokin szekrécidjanak meghatarozasa

A CAR T sejtek antigén specifikus aktivacidjat az IL-2 és IFNy citokinek
kibocsajtasaval jellemeztiik. 2x10° CAR T sejtet inkubaltunk 24 éran keresztiil 1 pg/ml
HER2-Fc-vel fedett sejttenyészt6 edényben. A feluiliszd IL-2 és INFy koncentracidjat
a gyarto altal elére Osszedllitott puffer- és reagens készletek segitsegével, ELISA
mddszerrel hataroztuk meg, Synergy HT ELISA olvaso alkalmazésaval. Kontrollként

sejtmentes médiumot, valamint az NT T sejteket hasznaltuk.
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4.10. CAR T sejtek in vitro citotoxicitdsanak meghatarozésa

A CAR T sejtek citotoxicitasat az MDA-HER2.ffLuc, N87.ffLuc és JIMT-
1.ffLuc tumor sejtvonalak alkalmazasaval vizsgaltuk. A target-és effektor sejteket 1:1
aranyban kokulturéltuk 24 6ran keresztil. A talélé tumor target sejtek relativ aranyat a
D-luciferin bomlédsat koveté lumineszcens jel detektaldsan alapulo modszer
segitségével hataroztuk meg Synergy HT luminométer hasznalataval. Kontrollként NT
T sejteket, valamint a HER2™ MDA.ffLuc sejtvonalat hasznaltuk.

4.11. CAR T sejtek in vitro citotoxicitasdnak mérése valos idében

A CAR T sejtek citotoxikus aktivitasanak kinetikajat elektromos impedancia
meérésen alapuld Elektromos Sejt-szubsztrat Impedancia szenzorral (ECIS) jellemeztik.
A lemez aljat borito arany elektrodakra JIMT-1 tumorsejteket tapasztottunk ki.

A JIMT-1 sejteket a konfluens allapot eléréséig tenyészettilk a lemezen, ami
elengedhetetlen a kiilonboz6 kezelések dsszehasonlitasdhoz. A tumorsejtek pusztulasa
a mért impedancia csokkenését eredményezi, lehetové téve a CAR T sejtek citotoxikus
hatasanak vizsgalatat valds id6ben. Az effektor/target sejt aranyt 1:1-re allitottuk be. Az
impedanciat 25 oran keresztiil kovettiik. Az atlagolt impedancia értékeket elészor a
kiinduldsi impedancidval, majd az NT T sejt kontrollban mért impedanciéval

normalizaltuk.

4.12. Xenograft tumorok CAR T sejt kezelése

A CAR T sejt kezelés JIMT-1 sejtekbél allé xenograft daganatra gyakorolt
hatasat NSG egerekben vizsgaltuk. A xenograft oltast a néstény egerek 7 hetes koraban
adtuk be, 100 pl PBS-ben szuszpendalt 3x108 JIMT-1.ffLuc vagy 3x10°® JIMT-1 sejt és
ezzel megegyez6 térfogati Matrigel keverékének szubkutan injekcidjaval. Egerenként
2 oltast végeztiink a 2 hatso végtag dorzalis oldalan. Az egereket egyszeri dozishan
kezeltik 2,5x10° HER2-CAR vagy 2,5x10% HER2-CAR.ffLuc T sejt intravénas
injekcidjaval a xenograft beoltasat kovetd 14. napon. Kontrollként 2,5x108 NT vagy
NT.ffLuc T sejtet alkalmaztunk. A JIMT-1.ffLuc daganat ndvekedését, illetve a HER2-
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(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) kovettiik 7 naponta. A mérés el6tt az allatokat
intraperitonealisan D-luciferinnel (150 mg/kg) injektaltuk. A biolumineszcens
felvételeket a Living Image szoftver 4.0 verzidjaval (Caliper Life Sciences, Waltham,
MA, USA) elemeztilk.

4.13. Statisztikai analizis

A statisztikai analizis soran a GraphPad Prism 5 szoftvert (GraphPad software,
Inc., La Jolla, CA) hasznaltuk. Két csoport &sszehasonlitasara kétoldali t-probat
alkalmaztunk. Harom vagy tébb csoport dsszehasonlitdsahoz egyiranyd ANOVA-t és
Tukey vagy Bonferroni-féle post hoc tesztet hasznaltunk. Az eltéréseket

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

5.1. A kostimulaciés domének meghatarozzak a kiméra antigén receptorok
sejtfelszini szervezédését és a CAR T sejtek korai aktivaciojat

A CAR T sejtek rovid tavu effektorvalaszat jelentés mértékben befolyasolja a
kiméra receptorok azon képessége, hogy a tumorsejt felismerését kovetden a
kontaktfelszinen akkumulalédva stabil immunoldgiai szinapszist épitsenek fel. A CAR-
ok extracellularis doménjei az antigénkotés er6sségén, a CAR T és tumorsejt kozotti
fizikai tavolsadgon és a CAR-ok dimerizaci6jan keresztiil ismert hatast gyakorolnak erre
a folyamatra. A legelterjedtebben alkalmazott kostimulacios endodomének szerepe
azonban mindeddig nem Kkeriilt feltarasra. Projektiink elsé részében ezért a CD28 és
41BB kostimulcids endodomének szerepét jellemeztilk az elsé, masodik és harmadik
generacios CAR-ok molekularis szerkezetében, sejtfelszini szervez6désében és
membrandifflzids dinamikdjaban a nyugvd sejtmembranban. Kovetkez6 1épésben
megvizsgaltuk ezen alapvetd receptortulajdonsdgok hatdsat az immunszinapszis
felépiilésére, a korai citolitikus jelatvitelre, illetve a tumorsejt eliminacié révid tavd
kinetikajara.

Az elsé generacios .z, masodik generacios CD28.z, 41BB.z illetve harmadik
generacios CD28.41BB.z HER2-CAR T sejteket retrovirdlis transzdukcios rendszerben
allitottuk el6, antiCD3-antiCD28/RPMI protokoll alkalmazésaval. A receptorra
specifikus fluoreszcens jelolést kdvetSen aramlasi citometridval meghataroztuk a
transzdukeids hatékonysagot. Az elballitott sejtkészitmények 75-95 szézaléka kifejezte
a kiméra antigén receptort, nem tapasztaltunk statisztikailag szignifikans eltérést a négy
eltéré konstrukcid kozott.

A receptorok oligomerizécidjat Western-blot segitségével jellemeztik.
Megéllapitottuk, hogy a .z és a CD28.z CAR-ok mintegy 90%-ban dimereket alkotnak,
mig a 41BB kostimulaciés doménnel rendelkez6 CAR-0k 40-60%-a magasabb rendii
oligomereket képez. A CAR-ok antigénstimulustol figgetlen szervezddését ezt
kovetéen a sejtfelszini  membrénstruktirak szintjén  vizsgéaltuk  Airyscan
szuperrezollciés mikroszkdpiaval és digitalis képanalizissel. Eredményeink alapjan

mind a négy vizsgalt CAR inhomogén sejtfelszini eloszlast mutatott: a kiméra
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receptorok mintegy 75%-a a felvétel idejének léptékében (2-5 s) immobilisnak
mutatkozd, nagy receptorsliriségli klaszterekben lokalizalodott, a teljes apikalis
membranfelszin teriletének harmadat lefedve. Az egyedi klaszterek kiterjedésében és
receptorsiiriiségében azonban szignifikdns eltérést mutattunk ki a kiilonbozé6 CAR
konstrukcidk kozott. Az els@sorban dimereket alkoto .z és CD28.z CAR-0k kis szamu,
nagy méretil és denzitasu szubmikronos doménekbe rendezddtek, az oligomert képzd
41BB tartalmi CAR-ok nagy szamu, kisméret{i membran klaszterekbe szervezddtek.

A kiilonboz6 kostimulaciés doménekkel rendelkez6 kiméra receptorok tehat
eltéré morfologiaju sejtfelszini struktirékat alkottak, ugyanakkor az dsszes vizsgalt
konstrukcid esetén konzisztensen megfigyelhet volt, hogy a CAR-ok mintegy negyede
a klasztereken kiviil helyezkedik el. Mivel a CAR-ok immunolégiai szinapszisban valé
akkumulacidja soran az eldre dsszeszerelddott receptor aggregatumok mellett a mobilis
receptorstruktirak diffuzios sebessége is fontos szerepet jatszhat, a kovetkez6 1épésben
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopiaval (FCS) megvizsgaltuk a kiilonbozo
kostimulacios doménekkel rendelkez6 CAR-ok membrandiffizios Kinetikajat.
Eredményeink szerint a .z CAR bizonyult a legkevéshé, a CD28.41BB.z CAR a
leginkédbb mobilisnak, mig a Il. generaciés CD28.z, és a 41BB.z CAR-ok difflizios
sebessége az l.-és Ill. generdcios CAR-ok kozé esett. Megfigyeléseinket a
RoseTTAFold gépi mélytanulason alapulé fehérjeszerkezet-modellezéssel korrelaltatva
megallapitottuk, hogy a CAR-ok lateralis diffuziéja a CD3z domén membran sikjatol,
igy a nativ TCR CD3( pozici6jatol tavolodva aranyosan nd.

A nativ CD8* T limfocitakhoz hasonl6an a CAR T sejtek is csak akkor képesek
citolitikus funkciéjuk ellatdsara, ha a célmolekula felismerését kovetden stabil
szinaptikus kapcsolat épiil fel az érintkezd sejtek plazmamembranjai kozott. A nativ
immunszinapszis egy nagyfokd rendezettséget mutaté membranstruktira, amelynek
centrumaban az MHC-peptid komplexhez kapcsolédé TCR-ek aktivaljak a
transzkripciohoz, proliferaciohoz és citotoxikus T sejt valaszhoz vezetd
foszfatidilinozitol- és tirozinkinaz jelatviteli ttvonalakat. A struktirat a citoszkeletalis
haldézat atrendezédése és a kontaktfelszin szélén kialakuld adhéziés molekulagyirii

stabilizalja. A CAR immunszinapszis ezzel szemben nem csak az aktivacids jelatvitel,
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hanem a stabil adhézié szemponjabol is a kiméra receptorokra tamaszkodik. Mindkét
tekintetben elényosnek bizonyulhatnak a CAR  klaszterek, melyek nagy
receptorstiriségiiknél és nanométeres Iéptékti atmérdjiiknél fogva mintegy eldre
Osszeszerelt aktivacids és adhézios centrumként kindlkoznak. Eredményeink szerint
ugyanakkor a CAR T sejt membranfelszinének csupan harmadat fedik klaszterek. A
fennmaradéd terileten is taldlhatok mobilis receptorkomponensek, melyek szintén fontos
szerepet jatszhatnak a CAR szinapszis felépitésében és az aktivacios jel kdzvetitésében.

Kovetkezé  1épésben tehat megvizsgdltuk a CAR-ok sejtfelszini
szervez6désének és membranbeli mobilitasanak az immunszinapszisok teriiletén zajlé
szignaltranszdukcié hatékonysagdhoz val6 viszonyat. A kiilonb6z6 kostimulacios
doménnel rendelkez6 HER2-CAR T sejteket 15 percen keresztiil inkubaltuk
tumorsejtekkel fedett lemezen. Fixalasukat kovetéen konfokalis mikroszkopia és
digitalis képanalizis segitségével kvantifikdltuk a CAR altal kdzvetitett jelatvitel els6
két lépését — a CD3z és Lck foszforilacidjat — az immunszinapszis teriiletén.
Eredményeink szerint mind a nagyfokd mobilitassal és kisméretii klaszterekkel
rendelkez6 CD28.41BB.z, mind a lassan diffundald, nagyméreti klaszterekbe
rendez6d6 .z CAR-0k hatékonyabban indukéltak CD3z foszforilaciot mint a kdzepesen
mobilis CD28.z és 41BB.z CAR-ok. Ugyanigy az Lck foszforilacid tekintetében is
elénydsnek bizonyultak mind a nagyméretli .z klaszterek, mind a nagyobb diffuzids
sebességli CD28.41BB.z oligomerek: elébbi a nagyobb kiterjedésii szinapszisok
kialakulasanak kedvezett, utobbi fokozott Lck foszforilacioval jart egyditt.

A citotoxikus hatést elektromos impedancia mérésen alapulé ECIS bioszenzor
segitségével jellemeztiik, amely a targylemez felszinét fed6 arany elektrédéakra tapadd
sejtek altal lefedett teriilet impedanciajat méri. Az ECIS-szel mért impedanciavéltozas
alapjan a kisméretu klaszterekkel és mobilis receptorokkal rendelkezé CD28.41BB.z,
és a szintén fragmentalt klasztereket képzo, kozepes diffuzios sebességli 41BB.z CAR
indukalta a legkisebb mértékii tumoreliminaciot, mig a .z CAR-ok altal képzett
nagyméretii receptor aggregatumok jelenléte eredményezte a leghatékonyabb citolitikus

aktivitast a kultivalas els6 25 orajaban.
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5.2. A CART sejtkészitmények fenotipus dsszetétele meghatarozza a
tumorellenes aktivitas hosszu tavi hatékonysagat

A CAR T sejtek hossza tavil hatékonysigaban jelentés szerepet jatszik a
sejtterapias készitmény dsszetétele. A leukémias és limfémas megbetegedéseket célz6
CAR T terdpiak esetén mind preklinikai, mind klinikai vizsgalatok eredményei
bizonyitottdk, hogy a kevéshé differencialddott, naiv és CM fenotipusu sejteket
nagyobb aranyban tartalmazo készitmények rendelkeznek a legkedvez6bb tumorellenes
hatékonysaggal. Szolid tumorok esetén azonban nem volt ismert, hogy a CAR T
készitmény fenotipus Osszetétele és CD4*/CD8* eloszlasa hogyan befolyasolja a
citolitikus hatékonysagot valamint a hosszu tava expanziot és tulélést. Irodalmi adatok
alapjan a T sejtek expanzidjara optimalizalt LymphoONE médium alkalmazasa,
valamint a RetroNectin rekombinans fibronectin fragmenssel torténd eldstimulacio
lassithatja a T sejt differenciéciét.

Kutatomunkank sordn az antiCD3-antiCD28/RPMI, valamint antiCD3-
RetroNectin/LymphoONE protokollok alkalmazaséaval allitottunk el CD28.z és 41BB.z
HER2-CAR T sejteket retroviralis transzdukcios rendszerben. A transzdukcids
hatékonysagot, a memoria fenotipusok eloszlasat, valamint a helper/citotoxikus CAR T
limfocitak aranyat aramlasi citometriaval hataroztuk meg, négy nappal a transzdukciot
kovetéen. A kiilonbdzd protokollokkal —eldallitott sejtkészitmények esetén a
transzdukcios hatékonysag illetve a CAR expresszié nem kiilonbozott szignifikansan.
Ugyanakkor az antiCD3-RetroNectin/LymphoONE protokoll jelent6s mértékben
csokkentette a T sejt differenciacid sebességét, ami a CM fenotipusi CAR T sejtek
szignifikdns dusuldsdhoz vezetett. Ezzel szemben antiCD3-antiCD28/RPMI
sejttermékek elérehaladott differenciacios szintet mutattak, ami az EM fenotipusd
limfocitak szignifikansan magasabb ardnyaban mutatkozott meg.

Az effektor sejtek target specifikus aktivalodasat jelz6 IFNy és IL-2 citokin
kibocsajtast immobilizalt HER2 targettel torténd stimulaciot kdveten hataroztuk meg
ELISA modszerrel. Az antiCD3-antiCD28/RPMI protokollal el6allitott, EM fenotipust
limfocita tobblettel rendelkez6 CAR T sejtek jelentésen tobb IFNy és IL-2 citokint
termeltek, mely kiilénbség a 41BB.z CAR T sejtek esetén szignifikansnak bizonyult.
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Az in vitro citotoxicitast luciferaz expresszald tumorsejteken vizsgaltuk a D-
luciferin bomlasat kovetd lumineszcens jel detektaldsan alapuld esszé segitségével. A
citokin kibocsajtas eredményeivel dsszhangban az EM fenotipusi CAR T sejteket
nagyobb aranyban tartalmazoé sejtkészitmények jelentésen magasabb HER2 specifikus
citotoxicitast mutattak a kevéshé differencialt sejtkészitményekkel szemben. ACAR T
sejtek expanzios képességét és dsszetételének valtozasat vizsgald ,,rechallenge” kisérlet
eredményei szerint a lassu differenciaciot mutatd, CM fenotipus dominans limfocitak
expanzidja a kisérlet 7-10,5. napjat6l fokozatosan csokkent. A differencialt, EM
fenotipust sejtekben gazdag készitmények expanzidja ezzel szemben folyamatos
ndvekedést mutatott. A hossz( tavu stimuléci6 sordn egyedul a differencidlt CD28.z
CAR limfocitak 6rizték meg a kiegyensulyozott, kiindulasival kdzel azonos CD4/CD8
aranyt, a tébbi készitményben a CD8 citotokixus limfocitak fokozott expancidja mellett
a CD4 helper T sejtek szama fokozatosan csokkent.

Az utolsd, preklinikai kisérletsorozatunkban 6sszehasonlitottuk a késleltetett,
illetve elérehaladott differenciacios foku keszitmények in vivo tumorellenes aktivitasat
és tumorinfiltracios, illetve expanzids potencialjat JIMT-1 xenograft modellben. In vitro
eredményeinkkel dsszhangban a differencialt, EM dominans CAR T sejttermékek
nagyfoku tumorellenes aktivitdsa 100%-os tllélést biztositott. Ugyanakkor egyediil a
kiegyensulyozott CD4/CD8 eloszlasi CD28.z CAR T sejttermékekkel valo kezelés
eredményezett teljes tumor eradikaciot. Bar a lassan differencialodé készitményekkel
kezelt egerek a kontroll NT T sejtekhez képest lassabb tumor ndvekedést és jobb talélést
mutattak, a kisérlet 100. napjara az egerek mintegy 80%-a elpusztult. A differenciélt,
EM domindns CAR T sejttermékek kedvezObb expanzidt mutattak a tumorszdvetben,
ezen belil a CD28.z CAR T sejtek gyors proliferacids csucsot értek el, mig a 41BB.z
limfocitak lassabban és egyenletesebben szaporodtak. A késleltetett differenciaciéju
sejtkészitményeknél az in vitro eredményeinkkel 6sszhangban atmeneti expanzio
jelentkezett, és a differencialt sejtekhez hasonléan a CD28.z-nal magas proliferacios

csucs, a 41BB.z-nal alacsony novekedés volt megfigyelhetd.
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6. Megbeszélés

Az autolég immunsejtek mint terapias hatéanyagok komplexitasuknal fogva
osszetett kihivast jelentenek a Kklinikai alkalmazasuk optimalizalasara iranyuld
torekvésekben. A CAR-ok kozvetitette tumorspecifikus citotoxikus hatés, a terapias
limfocitak hosszu tava perzisztenciaja, és a fellépd mellékhatasok sulyossaga ezer
szalon kapcsolédik a mesterségesen beépitett receptor és a T sejt fiziologiads
mikodésének szinergidjahoz. A CAR, akarcsak barmely mas természetes
membranreceptor, komplex sejtfelszini struktirakat alakithat ki, kiméra természeténél
fogva szamos ponton léphet kdlcsdnhatasba az alkalmazott domének nativ partnereivel,
jelétviteli folyamataival. A B sejtes leukemiak és limfémak kezelésében alkalmazott
CAR T terapidk sikerét a konstrukcid felépitésétél a heterogén sejtkészitmény fenotipus
profiljaig a rendszer dsszetett optimalizalasa alapozta meg. A szolid szervi daganatokat
célzd CAR T sejtek klinikai tapasztalatai azonban egyel6re elmaradnak a varakozastol,
szlikségessé téve olyan beavatkozasi pontok azonositasat, amelyek altal hatékonysaguk
novelheto.

A kiméra receptor konstrukcié kostimulaciés endodoménjei alapjaiban
hatarozzak meg a CAR T sejtek hossz( tavu terapias potencialjat. A masodik generacids
kiméra receptorok tekintetében a CD28 kostimulaciés doménnel rendelkez6 HER2-
specifikus CAR-ok igéretes tumorellenes hatékonysagot mutattak preklinikai
allatkisérletes modellekben, de nem valtottak ki terdpias véalaszt klinikai vizsgalatokban.
A 41BB.z HER2-CAR T sejtek kutatocsoportunk eredményei szerint korlatozott
daganatellenes aktivitassal rendelkeznek HER2-pozitiv xenograft modellben. A
harmadik generaciés CAR-okat abban a reményben fejlesztették ki, hogy a CD28 és
41BB kostimulaciés domének kombinalasaval dsszeadodhatnak az altaluk biztositott
elényds tulajdonsagok is. Az elézetes varakozasokkal szemben azonban a harmadik
generéaciés CAR T sejtek nem ndvelték a citotoxikus hatékonysagot és az élettartamot,
ellenben halalos kimenetelii mellékhatas kialakulasat okoztdk egy HER2-pozitiv

metasztatikus vastagbélrakot célzo klinikai vizsgalatban. Ez a sajnalatos eset ramutat,
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hogy a terapia klinikai fazisba 1épését megel6zéen sziikséges az CAR-ok molekuldris
mikodésének lehetd legszélesebb korti feltarasa.

A kostimulacioés alegységek az antigénspecifikus stimulaciét kovetd
szignaltranszdukci6s Utvonalakra gyakorolt hossz( tavu hatdsuk mellett molekularis
szinten is befolyasolhatjak a kiméra antigén receptorok viselkedését. Ezen effektus
vizsgalatara szisztematikusan &sszehasonlitottuk az els6, mésodik és harmadik
generécidba tartozo, eltéré kostimulacios doménekkel rendelkez6 HER2-specifikus
CAR-ok molekularis struktarajat, sejtfelszini szervezédését és mobilitasat; majd ezen
paramétereket a korai citolitikus aktivitas kinetikajaval dsszefiuiggésben vizsgaltuk.
Elséként azt demonstraltuk, hogy az |. generécids .z és a Il. generaciés CD28.z CAR-
ok foként dimereket alkotnak, és kevesebb, de nagyobb kiterjedést sejtfelszini
klaszterbe szervezddnek. Ezzel szemben a 41BB.z és a CD28.41BB.z CAR-ok jelent6s
része oligomer allapotban van, amelyek szignifikansan kisebb méretii, de nagyobb
szamO membran klaszterekbe tomdriilnek. Ez a megfigyelés részben magyarazhat6 a
CAR konstrukciék szerkezet predikciés modelljeivel, amelyek azt sugalljak, hogy a
41BB kostimulé&ciés endodomének beépitése egyedi tercier struktirat eredményez,
amely eldsegiti a CAR-ok antigén fliggetlen oligomerizacidjat. Azonban ezen
eredmények nem zarjak ki egyéb molekularis mechanizmusok, mint példaul az scFv
kozvetitett keresztkotés szerepét az antigénfiiggetlen aggregacié soran, amelyr6l
korabban kimutattak, hogy indukalhatja receptorklaszterek képzodését.

A CAR-ok mobilitdséra vonatkozd f6 megfigyelésiink szerint a kiméra
receptorok oldaliranyd diffGzidja aranyosan gyorsul, ahogy azok CD3z effektor
endodoménje egyre tdvolabb keriill a membranfelszint6l. Ezen megfigyelés
feltételezhetOen arra vezethetd vissza, hogy a CD3z effektor domén nativ kolcsonhatasa
a plazmamembrénban talélhaté foszfoinozitidekkel csokkenti a laterdlis diffGzios
sebességet, mivel irodalmi adatok alapjan a TCR/CD3 komplex sejtfelszini mobilitasa
jelentés mértékben novekszik az ezen lipidekkel valo asszociacio gatlasa esetén.

Balagopalan és munkatarsai kimutattak, hogy a TCR nanoklaszterek jelenléte
anyugvo T sejt membréanban javitja stimulaciot kovetd jelatvitelt. Ezen eredményekre

alapozva feltételeztiik, hogy az eldre 0sszeszerelddott receptor klaszterek, valamint a
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klasztereken kiviil elhelyezkedd receptorok mozgékonysaga hatassal lehet az
immunoldgiai szinapszis kialakuldsara és a stimulacidt kovetd jelatviteli Gtvonalak
aktivacidjanak kinetikajara az effektor sejtek tumorsejtekkel valé kontaktusba lépését
kovetéen. A CAR-ok akkumulaciojat és a korai aktivacios szignal transzdukcidjat
konfokalis mikroszkoépia segitségével vizsgaltuk, p-CD3z és p-Lck specifikus jel6lést
alkalmazva. A felvételek kvantitativ elemzése szerint a .z és a CD28.41BB.z
konstruktok erésebb CD3z és Lck foszforilaciot valtottak ki, mint a CD28.z és a41BB.z
CAR-o0k, arra utalva, hogy a klaszterképzddés és a magas receptor mobilitas is elényds
lehet a korai aktivacio soran. A CAR-ok citotoxikus hatasanak tekintetében ugyanakkor
a fragmentalt klaszter strukturdkat alkotd, magas mobilitdsi CD28.41BB.z és 41BB.z
HER2-CAR-ok bizonyultak a legkevéshé hatékonynak a tumorsejtekkel valo
kokulturalas els6 25 orajaban.

A hematoldgiai megbetegedéseket célz6 CAR T terapiak nagyfoku sikeréhez
hozzajarult a T limfocitak differencialédasi folyamatainak eredményeként heterogén
sejtpopulaciokkal rendelkezé sejttermékek fenotipus Osszetételének optimalizalésa.
Kutatémunkank soran kiilonb6z6 stimulacios és tenyésztési metodikék alkalmazéséval
eltérd fenotipus profila CD28.z és 41BB.z HER2-CAR T sejteket allitottunk el6. Az
antiCD3-antiCD28/RPMI protokoll el6rehaladott differenciacios profilt mutat6, EM
fenotipus dominans; az antiCD3-RetroNectin/LymphoONE protokoll lassan
differencialédd, CM fenotipust limfocitakban gazdag CAR T sejtkészitményeket
eredményezett.

Funkciondlis in vitro vizsgélatainkban igazoltuk, hogy az EM limfocitakat
magasabb aranyban tartalmaz6 CAR T készitmények jelentésen nagyobb mennyiségli
IFNy és IL-2 citokint szekretdlnak immobilizalt célantigének jelenlétében, €s erdsebb
CAR-specifikus antitumor hatast valtanak ki, mint a CM dominéans, lassan
differencialédo parjaik. A differencialtabb EM-dominans CAR T sejtek tovabba
magasabb hosszl tavu proliferaciés potenciadlt mutattak immobilizalt célantigénekkel
valo sorozatos stimulacié folyaman. In vitro megfigyeléseinkkel dsszhangban az EM

fenotipusban dusulast mutatd6 CAR T sejtkészitmények hatékonyan infiltraljak és
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eliminaljak a tumor xenograftot, és nagyobb mértékben expandalnak a lassabban
differencialédo, CM-ben gazdag sejttermékeknél.

Ezen eredményeink latsz6lag ellentmondasban allnak a CD19 specifikus CAR
konkllzidival. Preklinikai és klinikai kutatdsokban demonstraltak, hogy a naiv és
centralis memoria T sejt altipusok magas frekvencidja hozzajarul a CD19-CAR T
terdpias sejtek magas foku tumorspecifikus citolitikus aktivitdsahoz és akar éveken
keresztiil fenntartott perzisztenciajahoz. Ez szdmos tényezdbdl fakadhat, ideértve az
eltéré fenotipusu T limfocitak szoveti elhelyezkedését: mig az EM sejtek jellemzden a
periférias szovetekben telepednek le, a CM limfocitak nem 1épnek ki a vérkeringésbol.
Emellett nem elhanyagolhaté a szolid szervi daganatok és a leukémias sejtek sejtfelszini
molekulainak eltérd osszetétele, valamint a leukémids sejtek konnyli hozzaférhetdsége
a vérdramban keringé CAR T sejtek szdmara, ami erGsen eltér a szolid tumorok
komplex mikrokornyezetétél. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a CM sejtek
alacsonyabb inherens citotoxikus potencialja, de kedvezObb hosszii tava tulélése
optimalis tumorellenes hatékonyséagot biztosit a CD19-CAR T sejtek szamara a konnyii
célpontot jelentdé limfoblasztok ellen, de nem elégséges a szervi daganatok
immunszuppressziv TME-jének lekiizdéséhez, amely er6sebb T sejt aktivaciot igényel.

Bér in vivo Kkisérleteinkben mind a CD28.z, mind a 41BB.z EM-dominans
CAR T sejtkészitmény hatékonyabb tumorellenes aktivitast a mutatott a CM-dominans
parjaiknal, egyediill az in vitro eredményeink soran kimutatott, kiegyensulyozott
CD4/CD8 eloszlassal rendelkezd, érett fenotipus profillal rendelkez6 CD28.z CAR
limfocita kezelés eredmeényezett teljes tumor eradikaciot. Szamos tanulmany kimutatta,
hogy a CD4* helper és a CD8* citotoxikus T sejtek szinergikus daganatellenes hatast
fejtenek ki, ami pozitivan befolyasolta a tumorellenes aktivitast, igy megfigyeléseink
alatdmasztjdk azt a koncepciot, hogy szolid tumorokkal szemben eldnyds lehet a

kiegyensulyozott CD4/CD8 aranyl CAR T terapias sejtkészitmények alkalmazasa.
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7. Kovetkeztetések

Eredményeinket dsszefoglalva megéllapithatjuk, hogy mig a HER2.z és a
HER2.CD28.z CAR dimerek nagy méretii és denzitasi szubmikronos doméneket
alkottak, a 41BB-t tartalmaz6 CAR oligomerek kisméretil, de nagyobb szamu membran
klaszterré alltak dssze. Ezzel parhuzamosan az 1., Il. és I11. generacidba tartoz6 CAR-
ok a CD3z domén membran sikjatol mért tavolsagaval aranyosan gyorsuld lateralis
diffaziot mutattak. Immunfluoreszcenciaval vizsgalva az elsé tumorsejttel vald
taldlkozaskor mind a HER2.CD28.41BB.z rendkivul mobilis oligomerjei és azok
kisméretli klaszterei, mind a HER2.z CAR-ok elére Osszeszerel6dott nagyméretii
klaszterei hatékonyabban indukaltak CD3z foszforilaciot és gyijtottek pLck-t az
immunologiai szinapszishba, mint a kézepesen mobilis HER2.CD28.z és HER2.41BB.z
CAR-ok. Ugyanakkor tumorsejtkultirak ECIS-szel mért impedanciavaltozasa alapjan
hosszabb, egy napos tdvon a CD28.41BB.z CAR eredményezte a legkisebb &lést és a
HER2.z CAR T sejtek bizonyultak a leghatékonyabbnak. Mindezek alapjan a
molekularis szerkezet, a membranbeli szervez6dés és a mobilitas olyan fontos
paraméterei a CAR-ok tervezésének, amelyek kovetkeztetni engednek az
immunszinapszis kialakulasanak és a célsejt elpusztitdsanak hatékonysagara.

Egy masik lehetséges beavatkozasi pont a szolid tumorokat célz6 CAR T
terdpia optimalizalasaban a kostimulacios domének kdzvetitette aktivacios jelatvitel és
a nativ T sejt funkciok 0sszefonddasanak vizsgalata. Kutatasunk soran demonstraltuk,
hogy a CAR T készitmények eldallitasanak metodikaja befolyasolja az elkésziilt
heterogén sejttermékek fenotipikus Osszetételét, és igazoltuk ezen jellemzOk jelentds
hatasdt a CAR T sejtek miikodésére. Eredményeink szerint a jobban differencilt,
effektor memoria domindns CAR T sejttermékek erésebb in vitro citotoxicitassal
rendelkeznek és kevésbé merilnek ki hosszan tarté antigénstimuléacié alatt, mint azok a
sejtcsoportok, amelyek differenciacidjat az eldallitdsi szakaszban korlatoztuk.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a 41BB kostimulacié hatasara, valamint a transzdukciot
megel6z6 T sejt expanzi6 soran alkalmazott RetroNectin stimulacid mellékhatasaként
a CD8+ citotoxikus CAR T sejtek aranya jelentds ndvekedést mutatott. Preklinikai

modelliinkben demonstraltuk, hogy az effektor memoria irany( differenciacio, és a
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kiegyensulyozott CD4*/CD8* arany kolesonzi a legerteljesebb expanzids és citolitikus
hatékonysagot a HER2* szolid tumorokat célz6 CAR T sejteknek. Ez a felismerés azt a
vilagos tlizenetet kozvetiti a klinikumnak, hogy CAR T sejtkészitmények eldallitdsnak
optimalizalasa és az idealis fenotipusprofil meghatarozasa a kezelt tumor tipusanak és
antigénprofiljanak fliggvényében elengedhetetlen feltétele a sikeres Klinikai

Kiprébalasnak.

28



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

EGYETEM Tel.: 52/410-44%, amat: publKacok@i et hu

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/289/2023.PL
Targy: PhD Publikéaciés Lista

Jelolt: Mez6si-Csaplar Marianna
Doktori Iskola: Gyogyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Barden, M., Holzinger, A, Velas, L., Mezési-Csaplar, M., Szo6r, A., Vereb, G., Schiitz, G.,
Hombach, A. A., Abken, H.: CAR and TCR form individual signaling synapses and do not
cross-activate, however, can co-operate in T cell activation.

Front. Immunol. 14, 1-13, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2023.1110482
IF: 8.786 (2021)

2. Mezési-Csaplar, M., Szo6r, A., Vereb, G.: CD28 and 41BB Costimulatory Domains Alone or in
Combination Differentially Influence Cell Surface Dynamics and Organization of Chimeric
Antigen Receptors and Early Activation of CAR T Cells.

Cancers (Basel). 15 (12), 3081-3097, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers15123081
IF: 6.575 (2021)

3. Mezési-Csaplar, M., Szoll6si, J., Gottschalk, S., Vereb, G., Szo6r, A.: Cytolytic Activity of CAR T
Cells and Maintenance of Their CD4+ Subset Is Critical for Optimal Antitumor Activity in
Preclinical Solid Tumor Models.

Cancers (Basel). 13 (17), 1-19, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers13174301
IF: 6.575

TN
A ko216 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 21,936 Qi‘\ i
A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalo ko Zleményg
21,936

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudodstérbe feltoltétt adatok bibliografiai és tudomanl)(hme{ﬁ%mpiﬁ\
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2023.06.26.

29



