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1. BEVEZETES

1.1 T-sejt kozvetitett immunvalasz

Az immunrendszert jellegzetességei alapjan velesziiletett és az adaptiv részekre
tagoljuk. A velesziiletett immunitas gyors, nem specifikus valaszokat biztosit fizikai
barriereken, immunsejteken ¢és gyulladdsos medidtorokon keresztil. Az adaptiv
immunitas jellegzetessége az antigén specifikus immunvalasz, T- és B-limfocitdkon
keresztlil, amely immunoldgiai memoriat eredményez. A T-limfocitdk kulcsszerepet
jatszanak az egészség megdrzésében ¢s a betegségekben azaltal, hogy felismerik a peptid-
f6 hisztokompatibilitasi komplex (pMHC) molekuldkat a fert6zott és rosszindulatu
sejteken talalhaté T-sejt receptorokon (TCR) keresztil. A {6 hisztokompatibilitasi
komplex (MHC) molekuldk a populdciéban jelenlevé nagyszamu allél kovetkeztében
nagymértékben polimorfak és kiilonféle peptid antigéneket mutatnak be. A TCR nagy
mértékli diverzitasa az Ot felépitd lancok varidbilis doménjét kodold exonok
génszegmensekbol torténd  véletlenszerli  Osszeallitodasa és a 1étrejott lancok
kombinalodasa soran valdsul meg a T sejtek timuszbeli fejlddése soran. A timocitak
pozitiv és negativ szelekcion mennek keresztiil a timuszban, CD4+ vagy CD8+ sejtekké
differencialédva. Altalanossagban a CD4+ T-sejtek segitik, szabdlyozzak az
immunvalaszokat, mig a CD8+ T-sejtek elpusztitjak a fert6zott vagy rakos sejteket. A
naiv T-sejtek a véraram és a nyirokszervek kozott keringenek. A nyirokszervekben a
pMHC komplexek aktivaljak oket, ami klondlis expanzidjukhoz majd effektor és

memoria T-sejtekke torténd differencidlodasukhoz vezet.

1.2 T-sejt populiciok altal felismert nem konvencionalis MHC molekulak
Az MHC rendszer 1940-es években torteno felfedeztése 6ta, az MHC molekulakat

tekintjik a T-sejt aktivitds f0 szabalyozoiként. Idével, a teriilet kiboviilt a nem
konvencionalis af €s yd T-limfocitak felfedezésével, , amelyek képesek felismerni a nem
polimorf antigénprezental6 molekulakat. A CD1 és az MRI1 antigénprezentalod
molekulakat koédolo gének az MHC 1okuszon kiviil helyezkednek el, mig a HLA-E, HFE,
vagy az egér H2-M3 ¢és H2-Q9 génjei azon beliil taldlhatok. Ezek a nem konvencionalis
antigénprezentald6 molekuldk a hagyomanyos peptid antigénekkel ellentétben,
metabolitokat vagy lipideket kdtnek meg (a HLA-E kivételével, ami egy sziik szignal
ismernek fel. Ezek a nem konvencionalis T-sejtek memoria jellegli sejtekként széles
korben elterjedtek a periférids szovetekben és keringésben, és gyors reakciora képesek.

Mivel nem polimorf MHC-szerli molekulakat ismernek fel, ezeknek a T sejteknek a



miikodését nem korlatozzak a donorok ¢és recipiensek MHC molekulai kozotti allélikus
eltérések. A hagyomanyos T-sejtekkel ellentétben az, antigénspecifikus, nem
konvencionalis T-sejtek elsdsorban nem-limfoid szervekben talalhatok, és kisebb TCR-
diverzitassal rendelkeznek. A T-sejtbiologia és immunterapia teriiletén végzett kutatasok
foként az MHC 1. és II. osztalyd molekulak altal bemutatott peptid antigénekre
Osszpontositanak, viszont ezek a monomorf antigénprezentdld molekuldk igéretes

univerzalis immunterapias stratégiat kinalnak.

1.3 Cluster of differentiation 1 (CD1) molekula csalad

A Cluster of Differenciation 1 (CD1) csalad olyan antigénprezentdld molekuldk
csoportja, amelyek szerkezeti hasonlosagokat mutatnak az MHC 1. osztalyu fehérjékkel.
Azonban a peptideket prezentdlo MHC molekulakkal ellentétben a CD1 fehérjék lipid
jellegti molekulakat kotonek és azokat prezentaljak a T-sejteknek. Ezek a molekuldk
el6szor porcos halakban jelentek meg, és egylitt fejlodtek az MHC fehérjekkel, B-sejt
receptorokkal és a T-sejt receptorokkal. Emlésokben, a CD1 csalad 6t izoformat tartalmaz
(CDla, CDI1b, CDIlc, CDId ¢és CDle), melyek az 1. kromoszéman kodoltak.
Szerkezetileg, a CD1 molekulak egy nehézlancbdl és egy nem kovalensen kapcsolodo
B2-mikroglobulinbdl (2m) allnak. A nehézlancnak harom extracellularis doménje van
(al, 02 és a3), amelyek koziil az al és a2 domének alkotjak a lipidk6to zsebet. A CD1 1.
csoportl izoformai (CD1a, CD1b és CDlc) az adaptiv T-sejteket aktivaljak, mig a 2.
csoportban 1év6 CD1d a T-sejtek azon alcsoportjait aktivalja, amelyek velesziiletett-szer
funkciokat mutatnak. A CDle nem talalhaté meg a sejtfelszinen, hanem a CD1b lipid
kotésében tolt be szerepet. Az MHC la osztalytl molekulakkal ellentétben, melyek szinte
minden magvas sejtben megtalalhatoak, a CD1 molekuldk foként antigént prezentalo
sejteken (APC) és dupla-pozitiv (CD4+CD8+) timocitakon vannak jelen. A CDla, CD1b
¢s CDlc expresszidjat olyan hatasok indukalhatjak, mint a GM-CSF vagy az IL-1.
Magas szintli CD1a expresszio jellemz6 a bérben taldlhatd dermalis dendritikus sejteken
¢s a Langerhans-sejteken. CD1b els6sorban a nyirokcsomokba vandorld dendritikus
sejteken és mieloid eredetii dendritikus sejteken expresszalodik. A CDI1 csalad
legszélesebb expresszidos mintazatat mutatd6 CDlc, a monocita eredetii dendritikus
sejteken (moDC-ken), Langerhans-sejteken és B-sejteken expresszalodik. A CD1d széles
korben expresszalodik szamos szovet- €s sejttipusban, beleértve a monocitakat,
dendritikus sejteket (DC-ket), B-sejteket, timocitakat, velesziiletett limfoid sejteket (ILC-
ket), bélhamsejteket (IEC-ket), hepatocitakat és keratinocitdkat. Néhany, a CDla

crer

eltekintve mas CD1 polimorfizmust nem irtak le. Mivel az emberekben nincsenek
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genetikai variaciok (a CDla-n kiviil, amelynek két kiilonbozo allélja van, amelyek két
aminosavban kiilonboznek), ezek a molekuldk nem polimorfok. A CD1 molekulakkal
szembeni T-sejt valasz ezért nem korlatozott a donor genetikai hatterére. Ezenkiviil, mivel
a lipidek mutacids aranya alacsonyabb a peptid-HLA-hoz képest, a CD1-hoz kotott
lipidantigének célzdsa alacsonyabb kockézatot jelent terdpianak ellenalld (rezisztens)

raksejtek kialakulasara.
1.3.1 CD1 recycling és antigénprezentacié

A CDI izoformak az endoplazmatikus retikulumban (ER) termelddnek, és a Golgi-
késziiléken keresztiil haladva keriilnek a sejtmembranra. A sejtfelszin elérése utan,
internalizacidos ¢€s TUjrahasznositdsi folyamaton mennek keresztil a kiilonb6zd
endoszomalis kompartmentumokban. A CDla molekulak képesek az extracellularis
lipidek megkotésére a sejtfelszinen. A CD1b, CDlc és CDI1d molekuldk kevésbé
hatékonyak a lipidek felszini betdltésében, és lipidcsere céljabol az endoszomalis
rendszerben hasznosulnak jra. A CD1 molekuldk a plazmamembran citoplazmatikus
oldalan elhelyezkedé Adaptor Protein (AP) komplexekhez kotédnek. Az AP-k, az CD1
izoforma-specifikus motivumokat felismerve a citoplazmatikus doménen, lehetové teszik
a CDI1 izoformak szétvalogatasat és az endoszomadlis halézat kiilonbozé részeibe
iranyitasat. A CDla citoszolikus doménje nem rendelkezik ujrahasznosité motivummal,
igy ezek a molekuldk foként a felszinen maradnak, ¢és csak a korai endoszomakban
mennek keresztiil ARF-6-fiiggd felszini Gjrahasznositdson. A CD1b mélyen behatol a
késoi endoszomakba és lizoszomakba mind az AP-2, mind az AP-3 kozremukodésével.
A CDlc az AP-2 segitségével tjrahasznosul a korai és késdi endoszomalis
kompartmentek kozott. A CD1d AP-2 és AP-3 segitségével a kés6i endoszomakba és

lizoszémakba jut.

1.3.2 Az antigén szelektivitas szabalyozasa a CD1 szerkezete altal

A CDI1 izoformak antigénkotd zsebei egyedi szerkezeti jellemzoket mutatnak. A
zsebmélység, térfogat és csatorna kialakitasbeli kiilonbségek lehetové teszik, az
izoformak eltérd lipidek megkotésére vald specializacidjat, mely tiikrozi az izoformak
sejten beliili transzport mintazatat és endoszomalis mintavételi helyét. A CDla
rendelkezik a legkisebb antigénkoté zsebbel (1350 A), amely két f6 kamrat, az A’ és F’
zsebeket foglalja magaban. Az A’ zsebet a tetdt alkotd lancok kozotti elektrosztatikus
kolesonhatasok alakitjak, mig a bazisan talalhaté Valin28 korlatozza a befogadhato
alkillancok hosszat. Ezért a CDla a rovidebb vagy elagazas nélkiili szénhidrogénlanct
lipidek kotésére alkalmasabb. A CDla-nak nincs endoszomalis célz6 motivuma, ami

kiemeli az antigének sejtfelszinen torténd megkotésében betoltott szerepét. A CDl1b
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rendelkezik a legnagyobb kotézsebbel (2200 A), amely négy dsszekapcsolodo részél (A,
F’, C’ ¢és T’) all. Ez a szerkezet lehetové teszi nagy lipidek (akar C80-C86 gliikkoz
mikolatok) befogadasat az ATF szupercsatornaban, ahol az alkillancok atszévik a C’
portalt. A kristalyszerkezetek kimutattak, hogy a CD1b két lipidet képes megkdtni a
Endoszomalis lokalizacidja segiti a hosszi szénlancu lipidek betdltését, amelyeknek
alacsony pH-ra van sziikségiik az optimalis kotédéshez. A CD1c, 1780 A3 zsebtérfogattal
¢s egy folyamatos A’/F’ zsebrendszerrel rendelkezik, amelyet egy egyedi D jarulékos
portal kot Ossze. Ez a szerkezet lehet6vé teszi, hogy elagazd mikoketideket, példaul
mannozil-foszfomikoketidet prezentaljon, ahol az alkil ldncok az A’ zsebben kifelé
terjednek. A CDl1c képes tovabba lipopeptidek befogadasara is. Szerkezeti vizsgalatok
azt mutatjak, hogy képes kettds lipid prezentaciora: a mikoketid vaz az A’ zsebben rogziil,
mig a révidebb szénhidrogének (C12) az F’ zsebben helyezkednek el. A CD1d (1 400 A)
csak A’ ¢és F’ zsebeket tartalmaz. El6szor o-galaktoszilceramiddal komplexben
kristalyositottak. Az alkil lanc elhelyezkedését a nehézlanc (Asp80, Asp153, Thr156)
aminosavai és a vaz polaros oldallancai kozotti konzervalt polaris kolcsonhatasok
hatdrozzak meg, ezért az acil lanc az F’ zsebben helyezkedik el, fiiggetleniil annak
hosszatol. Az F’ zseb idedlisan képes befogadni 16-18 szénatom hosszsagi alkil
lancokat, mint példaul a szfingozin, de kissé hosszabb lancokat is képes horgonyozni

Az aGalCer-analogok révidebb alkil lancokkal mindkét zsebben (A’ és F’) spacer
lipidek egyiittes prezentacidjat igénylik, igy biztositva az optimalis lipidkotést.

1.3.3 A CD1c-kotott lipid-antigén repertoar

Habar a CD1 molekulak altal prezentalt lipidek ismerete kulcsfontossagu a daganat
specifikus lipidek azonositasdhoz, csak néhany tanulmany iranyult ezek vizsgaltara.
Jelenleg az egyetlen, daganathoz kothetd, CDlc-restriktalt lipid antigén a metil-
lizofoszfatidsav (mLPA), amelyet leukémids sejtekben azonositottak, de egészséges
monocitakban és B-sejtekben nem fordul elé. Bar a CD1c-mLPA igéretes terapias célpont
lehet leukémia esetén, az mLPA el6fordulasanak gyakorisaga, mind a tumorokon beliil,
mind a betegek kozott tovabbra is megvalaszolatlan kérdés. Ez ramutat a CD 1c-hoz kotott
lipidom atfogobb profilozasanak sziikségességére, amelynek ismerete segithet a
daganatsejteket az egészséges sejtek megkiilonbdztetésében, és feltételezhetéen uj lipid
célpontokat tarhat fel. A teriilet eldrehaladasat hatraltatja, hogy a CDIlc lipid
repertoarjaval kapcsolatos eredmények eltérést mutatnak. Korabbi tanulmanyok, kisebb

szdmban, sajat-lipideket azonositottak, - példaul glikoszfingolipideket, szulfatidokat és



gangliozidokat (GM1, GD1a, GD1b, GT1b, GQ1b) talaltak -, amelyeket a CD1a, CD1b
¢s CDlc prezental a T-sejteknek. Azonban Huang és munkatéarsai(1) legujabb kutatdsai
soran oldhaté CD1 molekuldk altal kotott széles sajat-lipid-spektrumot tartak fel,
beleértve foszfo- és glikolipideket is. Ezek a kiilonbségek ravilagitanak a jelenlegi
modszerek kihivasaira a CD1 komplexek izolalasaban és lipid tartalmuk elemzésében. A
tovabblépéshez ¢€s klinikailag relevans felfedezésekhez sztandardizalt, nagy pontossagu

technikak kifejlesztésére van sziikség.

1.3.4 CD1-lipid komplexeket felismeré T sejt receptorok

A T-sejtek két eltéré modon lépnek kapcsolatba a CD1-lipid komplexekkel TCR-
jeiken keresztiil. Az els6 modszert ,,fejcsoport-diszkriminacios modellnek” nevezik,
amelyben a TCR-ek egyszerre ismerik fel a CD1 molekulat €s a prezentalt lipid polaros
fejcsoportjat, hasonldoan ahhoz, ahogy az aff TCR-ek a peptid-MHC komplexeket
azonositjak. A masodik megkozelités az , kolcsonhatas hianyanak modellje”, amely soran
a TCR-ek ugy kotddnek a CD1-hez, hogy kdzben nem 1épnek kozvetlen kapcsolatba a lipid
antigén fejcsoportjaval. Kimutattdk, hogy a CDla-specifikus T-sejtek gyakran ezt a
masodik stratégiat alkalmazzak: TCR-jeik kizarolag magahoz a CD1a-hoz kétédnek, az A’
teté domén felett, anélkiil, hogy a lipiddel barmilyen kolcsonhatasba lépnének. Bizonyos
lipidek, mint példaul a szulfatid és a szfingomielin, megszakithatjak ezeket a
kolcsonhatasokat azaltal, hogy konformacios valtozasokat idéznek el6 az A’ zsebben, igy
hatékonyan megakadalyozzak a TCR kapcsolodasat. Az emberi vérben az autoreaktiv of3
T-sejtek jelents populécidja (a memoria T-sejtek kb. 0,02-0,4%-a) a CD1a molekulat
ismeri fel. Ezek a sejtek szerepet jatszanak a bor fiziologids homeosztazisanak és
immunegyenstlyanak fenntartdsaban azaltal, hogy IL-22-t termelnek, ami serkenti a
keratinocitakat antimikrobialis peptidek kibocsatasara.
A CD1b fontos szerepet jatszik a mikobakterialis lipid antigének prezentalasaban. CD1b
tetramerek segitségével azonositottak olyan specifikus T-sejt populaciokat, amelyek ezeket
a mikrobialis lipideket CDI1b-restriktalt modon ismerik fel. Bar léteznek autoreaktiv,
CD1b-specifikus T-sejtek is, ezek ritkabbak, mint a CD1a-reaktiv tarsaik. Hasonloképpen,
a CDlc is részt vesz autoreaktiv T-sejt valaszok kivaltasaban, jelentds populaciok
talalhatok mind felnétt, mind koldokzsinorvérben. Roy és munkatarsai(2) tobb CDlc-
reaktiv T-sejt klont azonositottak, amelyek kiilonféle mikobakteridlis glikolipideket
képesek felismerni. Erdekes modon néhany ilyen CDlc-reaktiv TCR polispecificitast
mutat, vagyis tobbféle sajat-lipid antigént prezentalo CD1c molekulaval is képesek kotodni,
ami arra utal, hogy a CD1c fehérje felszinével lépnek kapcsolatba, nem pedig magukkal a

lipid antigénekkel. Ezt vilagosan bemutattdk Wun és munkatarsai 2018-ban(3), akik
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igazoltak, hogy a 3C8 aff TCR kozvetleniil a CD1c-hez kotodik, anélkiil, hogy a lipid
fejcsoportokat érintené, ami jelentds eltérést jelent a hagyomanyos antigénfelismerési
modellektdl.
A CD1d rendszer kiilondsen jol ismert, ahol az invarians NKT (iNKT) sejtek a klasszikus
példai a CD1d-restriktalt populacionak. Ujabb eredmények tovabbi T-sejt alcsoportokat
tarnak fel, példaul yd T-sejteket, amelyek szintén reagalnak CD1d-lipid komplexekre.
Példaul jelentés szamu kering6 yo T-sejt ismeri fel a CD1d-szulfatid komplexeket, ami
tovabb boviti a CD1 altal korlatozott immunvalaszok korét.
1.4 CD1-restriktalt T-sejtek el6fordulasa betegségekben

Az utdbbi évek kutatasai ravilagitottak a CD1-restriktalt, autoreaktiv T-sejtek fontos
szerepére kiilonbozo betegségekben. Ezek a T-sejtek képesek felismerni a CD1 molekulak
altal prezentalt szelflipideket. De Lalla(4) ¢és munkatarsai kutatasai meglepden magas
aranyban mutattak ki kering6, CD1-autoreaktiv T-sejteket (10:1-t61 300:1-ig terjed6en), ami
arra utal, hogy ezek a sejtek jelentds részét képezik az emberi immunrendszernek. A CDI-
autoreaktiv T-sejteket tobb autoimmun betegséggel is Osszefliggésbe hoztak. Pajzsmirigy
betegségekben, mint a Graves-kér és a Hashimoto-thyreoiditis, ezek a sejtek CDI1-
expresszald B-sejtekkel és dendritikus sejtekkel egyiitt infiltraljak az érintett szoveteket,
gyulladast és szovetkarosodast okozva. A CDla- és CDlc-restriktalt T-sejtek citotoxikus
hatdst mutatnak a CDla- ¢s CDlc-pozitiv pajzsmirigy-sejtekkel szemben. Az endokrin
autoimmunitason til a CD1a-reaktiv T-sejtek részt vesznek a pikkelysomorben és allergias
boérbetegségekben megfigyelhetd borgyulladasban, mig a CDlc-restriktalt valaszokat
Osszefiiggésbe hoztak a szisztémas lupus erythematosus (SLE) kialakulasaval, mivel segitik
az autoreaktiv B-sejteket karos IgG antitestek termelésében. A CD1 rendszer emellett
létfontossagu a fert6zések elleni védekezésben €és a daganatok elleni kiizdelemben is. A
CD1c-medialt valaszok segitenek a Mycobacterium tuberculosis elleni védekezésben, és a
CD1-restriktalt T-sejtek szerepet jatszanak a daganat immunellenérzésében. Lepore és
munkatarsai(5) leukémia-reaktiv T-sejt klonokat fedeztek fel, amelyek felismerik a CDlc
altal prezentalt metil-lizofoszfatidsavat (mLPA), egy tumor aszocialt antigénnek tekinthetd
sajat-lipidet, amely leukémids sejtekben talalhatdé meg, de hidnyzik az egészséges
monocitakbol és B-sejtekbol. Ezek a felfedezések 0sztonozték azon adoptiv T-sejt terapiak
fejlesztését, amelyek célja a CDIlc-mLPA komplexek célzott tdmadasa akut myeloid
leukémia kezelésére. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a lipid anyagcsere valtozasai
hozzajarulnak az autoimmun betegségek eldrehaladasahoz. Olyan allapotok, mint a
szisztémas lupus erythematosus (SLE), pikkelysomor, cukorbetegség és rheumatoid arthritis

gyakran tarsulnak diszlipidémiaval. Ezekben az esetekben a CDI-restriktalt T-sejtek



sulyosbithatjak vagy éppen csokkenthetik a gyulladast, amikor megvaltozott sajat-lipidekkel
talalkoznak. Példaul pikkelysomorben a koros lipid szintek karos valaszokat valthatnak ki a
CD1-restriktalt T-sejtekbodl, mig rheumatoid arthritisben ezek a sejtek az iziileti gyulladas
kialakulasaban is szerepet jatszhatnak. Mindez arra utal, hogy a lipidanyagcserét célzo6 vagy
a CDl1-restriktalt T-sejtek aktivitasat modositd terapidk 0j utakat nyithatnak a lipidekhez
kotott autoimmun  betegségek kezelésében. Ennek ellenére még mindig jelentds
hianyossagok vannak abban, hogy pontosan megértsiik, hogyan befolyasoljak a sajat-lipidre
specifikus T-sejtek a betegség lefolyasat, kiilondsen a lipidanyagcsere-zavarok esetén.
Tovabbi kutatdsok sziikségesek annak meghatarozasdhoz, hogy ezek a sejtek foként
elosegitik-e a gyulladast, vagy szabalyozoé szerepiik is van. Egyes CD1c-restriktalt T-sejtek
azon képessége, miszerint mind sajat-, mind mikrobialis lipideket is felismernek, érdekes
kérdéseket vet fel ezek immunegyensuly fenntartdsdban és az autoimmun valaszok
kivaltasaban betoltott szerepérdl. Ezen bonyolult kolcsonhatasok megértése, lehetdséget nyit
olyan célzott immunterapiak fejlesztésére, amelyek képesek modulalni a CD1-restriktalt T-

sejt valaszokat kiilonféle betegségekben.

1.5 Oldhaté T-sejt receptorok terapias alkalmazasa

A TCR-ok a szervezet természetes receptorai a peptid-HLA (pHLA) komplexek és a
CD1 molekulak szamara. Két transzmembran lancbol, egy a- és egy B-lancbol (esetleg v
¢s o lancbol) allnak, amelyek mindegyike tartalmaz konstans (C) és variabilis (V)
doméneket. Szerkezeti vizsgalatok kimutattak, hogy a TCR a- és pB-lancainak variabilis
doménjei kozvetleniil kdlcsonhatasba 1épnek a pHLA komplexek a-hélixeivel, valamint
a peptid antigénnel. A TCR specificitasaért harom komplementaritast meghatarozo régio
(CDR) —CDRI1, CDR2 ¢s CDR3— a felelds. Mig a CDR1 és CDR2 a csiravonal V
génszegmenseibdl szarmazik, a CDR3 hipervariabilitisa a V(D)J kapcsolodasnal
bekovetkez6 nukleotid hozzaadasokbol vagy torlésekbodl ered. Altaldban a CDR3 hurok
érintkezik a peptid felszinével, mig a CDR1 és CDR2 a HLA hélixekkel 1ép kapcsolatba.
A TCR-ok igeretes molekuldk terapias alkalmazasokban, akar sejtes terapiaként, akar
oldhatd, bispecifikus hatdsmechanizmust molekulaként. Azonban a természetes TCR-ok
terapias célu alkalmazasa szadmos kihivassal jar: az oldhatdé molekulak gyenge
stabilitasaval, a pHLA komplexekhez val6 alacsony affinitassal, alacsony expresszios
hozammal, hibas hajtogatassal és protein aggregacioval. Az Immunocore Ltd. innovativ
fehérjemérnoki megoldasokat alkalmazott, példaul extra intermolekularis diszulfidk6tés
bevezetését a TCR konstans domének kozott a stabilitas névelése érdekében, valamint
fag display-alapu affinitasérlelést a kotderd fokozasara, igy hozva létre olyan oldhato

TCR-alapti terapiakat, amelyek kifejezetten a pHLA komplexeket célozzak. Ennek kivalo
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példdja az Immunocore ImmTAC (Immune-mobilizing monoclonal TCRs Against
Cancer) platformja. Az InmTAC molekuldk egy c€lzo karral rendelkeznek, amely egy
monovalens, affinitdsndvelt TCR, amely pikomolaris tartomanyu kotédési affinitassal
bir, valamint egy effektor doménnel, amely egy monovalens anti-CD3 egy lancu Fc
antitest fragmentum, az UCHT1 monoklonalis antitestbdl szarmaztatva. A célzo kar a
tumorsejteken talalhatdo pHLA komplexekhez kotodik, hatékonyan megjeldlve azokat az
immunvalasz szdmara. Az effektor domén toborozza és aktivalja a T-sejteket, fiiggetleniil
azok sajat TCR specificitasatol, lehetdvé téve a daganatsejtek célzott elpusztitasat még
akkor is, ha a célzott pHLA sejtfelszini expresszidja alacsony. Ez az innovativ stratégia
vezetett az els6 FDA altal jovahagyott ImmTAC terapiahoz 2022-ben az uvealis
melanoma kezelésére, ami bizonyitja a mérndkileg modositott TCR-terapidk igéretes

jovojét.

1.6 A HLA-molekuldkat célz6 terapiak limitacidja

A HLA-molekulak értékes terapias célpontok, mivel intracellularis peptideket
prezentalnak a sejtfelszinen, igy betekintést nytjtanak a sejtek egészségi allapotaba és
olyan betegségekbe, mint a fertézések vagy a daganatok. A TCR-ek képesek felismerni a
pHLA komplexeket, és er6s immunvalaszt kivaltani a rendellenes sejtekkel szemben. Ez
vezetett a TCR-alapu terapiak kifejlesztéséhez, amelyek a T-sejteket a beteg szovetek
elpusztitasara iranyitjak. Azonban ezek a kezelések csak azoknal a betegeknél
alkalmazhatok, akik expresszaljak az emberi populacioban leggyakoribb HLA-A*02:01
allélt.
A CDlc igéretes alternativat kinal monomorf jellege és korlatozott expresszidja miatt. A
CDlc elsdsorban a timocitakon, B-sejteken és monocitakbdl szarmazd antigén-prezentald
sejteken talalhatd meg, igy kiilondsen alkalmas a leukémiak célzott kezelésére, kevésbé
érintve az egészséges szoveteket. Kutatasok kimutattak, hogy a CD1c-restriktalt T-sejtek
képesek felismerni és megtamadni a leukémias sejteket. Mivel a CD1c nem talalhaté meg
a hematopoetikus 6ssejteken, a CDl1c-pozitiv daganatsejteket célzo terapidk lehetové
tennék, hogy az egészséges prekurzorok a csontveldben potoljak az eltavolitott vérsejt-
populaciokat. Ezek a tulajdonsagok idealis jeloltté teszik a CDlc-t a TCR-alapu
korlatozasok lekiizdésére ¢és a nem célzott hatisok minimalizalasara precizios

immunterapidban.
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2. CELKITUZESEK

A doktori dolgozat elsddleges célja a CDI1c-t célzo bispecifikus T sejt aktivatorok
kifejlesztése hematologiai rosszindulati betegségek kezelésére. A vizsgalatok magaban
foglaljak a CD1 lipidom jellemzését, valamint a CD1c molekulak T-sejt receptorok altali

molekularis felismerésének részletesebb leirasat.

1. A CD1 komplexek lipid antigén repertoarjanak jellemzése

Célkitizés: A CDI1 izoformakhoz kapcsolodd lipidek azonositdsa és mennyiségi
meghatarozasa daganatsejtekben.

Modszer: Oldhatdo CD1 molekulak eldallitasa Expi293F sejtekben, CD1c-expresszalod
daganatsejt-vonalak  létrehozasa, valamint a  CDl-hez  kotott  lipidom

tomegspektrometrids analizise.

2. A CD1c molekularis felismerésének megértése

Célkitiizés: CDlc molekuldk T-sejt receptorok altali molekuléris felismerésének
vizsgalata.

Modszer: Oldhaté CDlc molekulak eldallitasa specifikus lipidekkel, CDIlc-lipid
specifikus TCR-ek izolalasa, valamint a TCR-CDlc kolcsonhatasok biofizikai

tulajdonsagainak vizsgalata kristalyszerkezetek segitségével.

3. Nagy affinitasti, CD1c-lipid specifikus TCR-ok kifejlesztése
Célkittizés: A CDI1c-lipid specifikus TCR-ek affinitasanak ndvelése terapias célokra.
Modszer: Véletlenszerti €s szerkezetalapu fag konyvtarak alkalmazasa a CD1c-specifikus

crer

tomegspektrometriaval és krisztallografiaval.

A végsd cél, hogy ezt a tudast bispecifikus, olyan TCR-alapti reagensek
kifejlesztésére forditsuk, amelyek képesek megkiilonboztetni az egészséges €s a
daganatsejteket a daganatspecifikus CD1c-lipid antigének célzasaval. A doktori munka
atfogd célja CDlc-t célzdo bispecifikus aktivatorok kifejlesztése hematologiai

rosszindulata betegségek ellen.
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3. NYANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Oldhat6 CD1 molekulik molekularis klonozasa és expresszidja

A human CDla, b, ¢ és d al-a3 doménjeit N-terminalisan 2-mikroglobulinhoz
fuzionaltuk glicin-szerin linker segitségével. Az egylancos konstrukci6 szintetizalt C-
terminalis AviTag™-ot és 6xHis tag-ot tartalmazott (GeneArt, Invitrogen), majd olyan
pCDNA3.1 vektorba klonoztunk, amelyrdl ko-expresszalodik a BirA enzim is a
biotinilacidhoz. Az Expi293F sejteket 1 pg/ml plazmiddal transzfektaltuk, és az endogén
lipideket tartalmaz6 CD1c molekulédkat, ,,CD1c-endo” monomereket 6t napon keresztiil
expresszaltuk. A fehérjéket affinitas- és méretkizarasos kromatografiaval (gélsziiréssel)
tisztitottuk. A lipid-betdltési vizsgalatokhoz a CDlc-t és CDIld-t GnTI-hianyos
Expi293FGnTI- sejtekben expresszaltuk, glikdn-hianyos CD1 molekuldkat eldallitva. A
kristalyositasi konstrukciobol a C-termindlis His tag-et a tisztitds utdin TEV proteaz
segitségével tavolitottuk el. Az expresszid soran kifunenzint adtunk hozza, hogy a
glikozilaci6 mannéz magas tipusokra korldtozodjon. A maradék glikanokat pedig

PNGaseF segitségével tavolitottuk el.

3.2 A CD1 lipidom lipid tomegspektrometrias vizsgalata

Az oldhat6 CD1 monomereket Expi293F sejtekben expresszaltuk a lipid-ligandum
kolesonhatasok tanulmanyozasara. A lipid hattér meghatarozasara, kontrollként HLA-A2
molekuldkat hasznaltunk, amelyek szerkezetileg hasonloak, de peptideket kdtnek. A
lipidomikai analizist a Lipotype GmbH (Drezda, Németorszag) végezte
tomegspektrometrias modszerrel. A lipideket kétlépcsos kloroform/metanol extrakcioval
vontuk ki, a kivonas el6tt belsd standardokat adtunk a mintakhoz. A mintakat pozitiv és
negativ ion iizemmodban is elemeztiik. A lipidek azonositdsa LipidXplorer szoftverrel
tortént, a mennyiségi meghatarozast pedig lipid osztaly-specifikus belsé standardokhoz
normalizaltuk. Az adatelemzést hazon beliili R-alapu pipeline-nal (R 4.3.2 verzio)

végeztik.

3.3 In vitro ligandumcsere és validaciés mdodszerek

A CD1 molekulak lipid betdltéséhez az 50-szeres molaris feleslegben 1év6 lipidet
nitrogén alatt liveg fioldkban szaritottuk, majd ligandumcsere pufferben (0,5% CHAPS,
50 nM natrium-citrat, pH 6,0) oldottuk tjra, és 37°C-on 45 percig szonikaltuk. Ezutan
CD1c-endo vagy CD1d-endo monomereket adtunk hozza, és a keveréket egy ¢éjszakan at
37°C-on inkubaltuk. A mintakat Vivaspin 500 oszlopokkal koncentraltuk, majd Zebra
Desalting spin oszlopokkal tisztitottuk. Az optimalis csere pH 6,0-nal tortént. A ligandum
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betoltését izoelektromos fokuszalas (IEF) géllel (pH 3-7) ellendriztiik. A CD1 fehérjéket
1:1 aranyban kevertiik a betolto pufferrel, majd novekvo fesziiltségen (100 V, 250 V, 500
V) futtattuk, 12%-os triklorecetsavval fixaltuk, és Coomassie-val festettik. Az
izoelektromos pont eltolodasa sikeres lipid betoltésre utalt.

A csere megerésitésére nativ tomegspektrometriat alkalmaztunk. Ot mikrogramm fehérjét
toltottiink méretkizarasos kromatografias (SEC) oszlopra; a 4-14 ml kozotti frakciokat
elemeztiik. A nyers adatdgoérbék dekonvolucojat PMI-Byos szoftverrel végeztiik, majd
Chromeleon-nal dolgoztuk fel. A fragmentacids adatok alapjan azonositottuk a lipideket.
Fluoreszcens CD1c és CD1d tetramereket allitottunk eld, a biotiniladlt monomereket PE-
vagy APC-konjugalt streptavidinnel inkubalva, 25%-0s molaris monomer tobblettel. A
CD1 dextramereket APC-jelolt SA-Dextramer vazakkal készitettik, szintén
monomertulsullyal. Ezeket a lipid-betdltott tetramereket és dextramereket CD1d-

restriktalt T-sejtek festésére hasznaltuk, ezzel validalva a ligandumcsere protokolit.

3.4 TCR szelekci6 Fag display médszerrel

A CDlc-specifikus TCR-ek izolalasahoz fagdisplay technologiat alkalmaztunk. Ez
a modszer véletlenszerli TCR a- és fB-lanc konyvtarakat hoz 1étre, amelyek bakteriofag
felszinen jelennek meg, majd ezeket 100 nM biotinilalt CDlc-endo molekulaval,
streptavidin bevonati magneses gyongyokon szelektaljuk. A fag virionokat el6zetesen
3% tejport tartalmazd PBS-ben blokkoltuk a nem specifikus kotédés csokkentése
érdekében, majd a gyongyokkel inkubaltuk. Mosas utan a kotott fagokat tripszinnel
elualtuk, majd korai log-fazisban 1évé TGI E. coli-t fertéztiink meg veliik. A fert6zott
sejteket YTEag taptalajra oltottuk, és 30°C-on 16 6ran at inkubaltuk. Titracios lemezeket
hasznaltunk a konyvtar méretének becslésére, mig nagy négyzet alaku lemezeken
maximalizaltuk a klonok diverzitasat. Ezt a szelekcids folyamatot haromszor ismételtuk
meg, minden kor utan szekvenalassal és titer meghatarozassal. A TCR specificitasanak és
keresztreaktivitasanak vizsgalatdhoz MAGPIX assay-t alkalmaztunk. A TCR-eket HLA-
peptid és CDI-lipid komplex panelek elleni reaktivitasukra teszteltiik, részletesen
értékelve szelektivitasukat. Ez a megkozelités lehetové tette, nagy specificitasu, CDl1c-

lipid antigénekre reagald TCR-ok azonositasat.

3.5 TCR és ImmTAC konstrukciok tervezése és expresszidja
A TCR lancokat a pLAS0729 és pLAS0730 vektorokba klonoztuk. A TCR
konstrukciok tartalmazzak az a- és f-lancok varidbilis és konstans doménjeit, a lancokat

pedig egy diszulfidhid stabilizalja. A funkcionalis kisérletekhez a TCR konstrukciokat
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ImmTAC formatumba alakitottuk at, ahol a TCR B-lanc egy anti-CD3 scFv-vel van
fuzionalva a pLAS536 vektor segitségével (az InmTAC molekuldk teljes mérete 75
kDa). A TCR lancokat a BL21(DE3)RosettapLysS E. coli torzsben expresszaltuk. Az
elokultirakat harom o6ran at 250 ml-es Erlenmeyer-lombikokban ndvesztettiik, amig az
OD600 =~ 0,5 értéket el nem érték. Ezutan 250 ml Auto Induction Mediumott oltottunk
be. A kultarat 37°C-on, 220 rpm-en 2 o6ran at inkubaltuk, majd éjszakara 30°C-ra
helyeztik. A TCR és ImmTAC a- és B-lancok diszulfidkotéseket tartalmaznak. A
bakteridlis sejtek citoszolja redukald kornyezet, amely megakadalyozza a
diszulfidkotések kialakuldsat, ezért az expresszalt fehérje zarvanytestekként (IB-ként)
aggregalodik az expresszio soran. Az [B-ket 4000 rpm-en, 30 percig tart6 centrifugalassal
valasztottuk el. Az IB-ket mostuk, majd Gjraszuszpendaltuk szuszpenzios pufferben. Az

IB-k mindségét €s tisztasagat SDS-PAGE gélen ellendriztiik.

3.6 TCR és ImmTAC ujrahajtas és tisztitasi eljaras

Az a és P zarvanytesteket denaturald pufterben denaturaltuk, hogy a polipeptidek az
aggregatumokbol feloldodjanak és szétvaljanak egymastol, 1,5:1 (a:) molaris aranyban,
mely korlatozza a f homodimerek képzddését. Az InmTAC a és B lancokat ekvimolaris
aranyban (a:f 1,0:1,0) kevertiik. A B- homodimer képzddés sokkal kevésbé valoszinii a
fuzionalt scFv miatt (az effektor domén sztérikusan akadalyozza a B-p homodimerek
kialakulasat). DTT-t adtunk a denaturalé pufferhez, hogy redukaljuk a cisztein
oldallancokat, és megakadalyozzuk a nem nativ diszulfidkotések kialakulasat. A
kicsomagolt o és B lancokat a refoldingot segitd pufferben kevertiik 0ssze. A fehérjék
dializis soran hajtogatodnak vissza nativ allapotukba. A TCR-eket két Iépésben
tisztitottuk — anioncserés kromatografidval és méretkizarasos kromatografiaval. Az
ImmTAC molekuldk esetében az els6 anioncserés 1épést kovetden tovabbi kationcserés
kromatografiara is sziikség volt. A két tisztitasi Iépést, az ioncserét és a méretkizarasos

kromatografiat AKTA Pure rendszeren végezték.

3.7 SPR analizis

A tisztitott TCR-ek kotodési analizisét BIAcore® T-200 és BlAcore® 8K (GE
Healthcare, Buckinghamshire, U.K.) késziilékeken, CM5 szenzorcsippel (Cytiva, 29149604)
¢s Series S CM5 szenzorcsippel (Cytiva, 29149603) végeztiik. Streptavidin molekulakat (5000
valaszegység (RU)) kovalensen kotottiink a chip felszinéhez, majd a maradék reaktiv
csoportokat 1 M etanol-amin-hidrokloriddal deaktivaltuk. Koriilbelil 100-1000 RU CDlc-
endo molekulat kotottink a CMS szenzorcsipre 10 pl/perc aramlasi sebességgel. Egy
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aramlasi cellat iresen hagytunk, és negativ kontrollként hasznaltunk.

Alacsony affinitasi TCR-ek egyensiilyi affinitasmérése

A vad tipust, alacsony affinitdsi TCR-ok gyors kotddési kinetikat mutatnak, ezért a kinetikai
mérések megbizhatatlanok. Ezért affinitasukat (KD) egyensulyi kotddési analizissel
hataroztuk meg a CDlc-endo molekuldk  20-80%-os telitettségét  lefedd
koncentraciotartomanyban. A TCR-eket és ImmTAC-okat 100 uM-ra koncentraltuk, majd
nyolc, kétszeres higitast injektaltunk 30 pL/perc aramlasi sebességgel, 25°C-on. A kotddési
adatokat Biacore T-200 Evaluation, Biacore Insight (GE Healthcare) és GraphPad Prism
szoftverekkel elemeztiikk. A KD értékeket 1:1 kotddési modell (A + B <~ AB) feltételezésével
szamoltuk. Az egyensulyi valaszokat a fehérje koncentraciokhoz viszonyitva abrazoltuk, és
nemlinedaris legkisebb négyzetes illesztést végeztiink a Langmuir k6todési egyenlettel: 4B =

(B x ABmax)/(KD + B).

Kozepes és magas affinitisi TCR-ek és ImmTAC-ok single cycle kinetikai (SCK)
analizise

A relative magas affinitasu mutansok kinetikai paramétereinek mérésére single cycle kinetikat
alkalmaztunk. Ez tobb, ndvekvé koncentracioju injektalasbol all az on-rate (Kon, ka) mérésére,
¢s egyetlen hosszl disszocidcios id6 alatt az off-rate (Ko, kq) mérésére. Ez a modszer pontos
kinetikai mérést tesz lehetévé kozepes és magas affinitasi TCR-ek és InmTAC molekulak
esetén. 100 RU CD1c-endo-t kotottiink a chipre. 10 nM, 5 nM, 2,5 nM, 1,25 nM és 0,625 nM
TCR higitasokat injektaltunk. Az eredményeket Biacore T-200 Evaluation szoftverrel
elemeztiik.

3.8 TCR lancok affinitasérlelése

A vad tipusut S2 TCR CDlc-hez valo affinitdsanak ndvelésére affinitasérlelési
folyamatot hajtottunk végre fag display segitségével. Konyvtarakat hoztunk létre ugy,
hogy véletlenszeri mutaciokat vezettiink be a TCR a- vagy B-lancok komplementaritast
meghatarozé régioiba (CDR-ek). Minden CDR-re 3%-os randomizacidés aranyt
alkalmaztunk, igy a vad tipusi szekvencia nagy aranyban megmaradt, mikdzben
minimalis, de funkcionalisan relevans diverzitas jott 1étre. Két elsé generacids konyvtarat
készitettiink — egyet-egyet mindkét lanchoz — NNN kodon sablonokkal randomizalva a
CDRI1, CDR2 ¢és CDR3 régidkat, mikdzben a partnerlancot valtozatlanul hagytuk. A fag
részecskéken megjelend TCR-varidnsokat 50 nM CDI1c-endo ellen szelektaltuk, ami a
vad tipust Kp alatti koncentracio, igy a nagyobb affinitasu kotok dusultak. A szelekciot
detergens mentes pufferekben végeztiik a lipid integritds meg6rzése érdekében, 2%

BSA/PBS blokkolassal. Harom szelekcios kor utan gatlasos fag ELISA-t alkalmaztunk a
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klénok rangsorolasara. Ebben a tesztben a fag kotodését az immobilizalt CD1c-endo-hoz
oldhat6 CD1c-endo (100 nM) kompetalta, és a jel gatlasa nagyobb affinitast jelzett. A
legjobb klonokat szekvenaltak, majd ImmTAC-ként expresszaltuk tovabbi funkcionalis
vizsgalatokhoz.

Egy nanomoléris affinitasu, j6 hozamu és specificitdsi TCR-t véalasztottunk kiindulési
alapnak a masodik generacios konyvtarakhoz. Ezekben a konyvtarakban nagyobb
mutacids terhelést alkalmaztunk, egyszerre egy CDR-t célozva (6t egymast kovetd
aminosav), mikozben a tébbi 6t CDR valtozatlan maradt. Osszesen hat konyvtérat
hoztunk létre. Emellett szerkezetalapu konyvtarakat is terveztink a CDI1c-TCR
kristalyszerkezet alapjan, hogy fokozzuk a CD1c nehézlanccal valé kdlesonhatasokat. A
masodik generaciés TCR szelekciot csokkend CDlc-endo koncentracidokkal (100 pM,
10 pM, 1 pM) végeztiik, hogy tovabb dusitsuk a nagy affinitdsti variansokat. Ismét
gatlasos ELISA-t alkalmaztunk a jelltek rangsorolasara. A legjobban teljesitd TCR-eket
emlOs expresszids vektorokba klonoztuk ImmTAC formatumban, és oldhato fehérjeként

expresszaltuk tovabbi validalas céljabol.

3.9 Rontgenkrisztallografia TCR—CD1c komplexekkel

A CDIc-TCR komplexek krisztallografias el6készitéséhez oldhato CDlc
monomereket expresszaltunk Expi293FGnTI™ sejtekben az egységes glikozilacio
érdekében, majd PNGaseF-fel deglykozilaltuk és Superdex 75 méretkizarasos
kromatografidval tisztitottuk. A TCR-eket (S2¢VT és S2¢*%) E. coli-ban expresszaltuk,
visszahajtottuk, majd anioncserés ¢€s méretkizarasos kromatografiaval tisztitottuk. A
CDIlc-endo-t és a TCR-eket 1:1,1 molaris aranyban kevertiik, Superdex 200 oszlopon
tisztitottuk, majd ~10 mg/ml-re koncentraltuk. Rontgendiffrakcios adatokat a Diamond
Light Source (UK) 103 és 104 sugarvonalain gytijtottiik. A szerkezeteket molekularis
helyettesitéssel hataroztuk meg: a 30V6, 4P4K ¢és SFK9 PDB behelyettesitéseket
hasznaltuk az S2cVT-CD1c-hez, mig az S2¢VT™-CD1c komplexet modellként az S2¢*5%°—
CDlc-hez. A szerkezeteket PyMOL-ban abrazoltuk, és a Protein Data Bankban (PDB)
helyeztiik el (hozzaférési kodok: 9QWIJ és 9QWK).

3.10 ImnmTAC-CD1c komplexek lipidomikai analizise

A vad tipust és nagy affinitdsu ImmTAC-ok altal kotott lipid ligandumok azonositasahoz oldhatd
CDIc monomereket expresszaltunk Expi293F sejtekben, mig az ImmTAC-okat (S2c™T és S2¢%)
CHO sejtekben expresszaltuk. Tisztitas utdn az ImmTAC-okat CD1c-endo-val 1:1 molaris arAnyban
kevertiik, majd Superdex200 10/300 Increase oszlopon valasztottuk szét. A kotott és nem kotott

16



frakciokat lipidomikai analizisre kiildtikk a Lipotype GmbH-nal (Drezda, Németorszag). A lipideket
kétlépcsos kloroform/metanol extrakcioval vontak ki, a kivonas el6tt belso standardokat adtak hozza. A
mintdkat pozittv és negativ ion modban, egyetlen mérés sordn elemezték. A lipidek azonositasa
LipidXplorer szoftverrel tortént, a mennyiségi meghatarozast lipid osztaly-specifikus belsd
standardokhoz normalizaltuk. Az adatok végso elemzését hazon beliili R workflow-val (R 4.3.2 verzio)
végezték.

3.11 Antitest-alapi, CD1c-specifikus T-sejt aktivatorok eldallitasa

13, hazon beliil azonositott, kiillonb6z6 eredetli (lama, csirke és human) anti-CDlc
antitest klont bispecifikus T-sejt aktivatorra (BiTE) alakitottunk at. A BiTE molekulak két
egy lancu variabilis fragmentum (scFv) fuziés fehérjéi, amelyeket rugalmas (GS) linker
kot Ossze. A variabilis konnyti (VL) és nehéz (VH) lancokat kétféle orientacioban
fuzionaltuk. Az egyik scFv a T-sejtekhez kotodik a CD3 receptoron keresztiil (UCHT1),
a masik a sejtfelszini CDlc molekuldhoz. A BiTE molekuldkat CHO sejtekben

expresszaltuk, majd protein L affinitas-kromatografiaval tisztitottuk.

3.12 CD1c-expresszalé sejtvonalak és effektor sejtvonalak eléallitasa

A CDlc konstrukcidkat pSF Lenti vektorba klonoztuk, majd lentivirus virionokat
allitotunak el6 HEK 293T sejtek tranziens kotranszfekcidjaval, harmadik generacios
rendszerben, csomagol6 és envelope plazmidokkal. A transzfekciot PEI kozvetitette. A
THP1(CTIIAB2mKO), K562 ¢és MOLT4(B2mKO) sejteket egylanca CDlc-vel
transzdukaltuk koncentralt lentivirussal és protamin-szulfattal, spinfekcioval. A
transzdukci6 hatékonysagat aramlasi citometriaval értékeltiik. CD1c-restriktalt effektor
sejtvonalak eldallitasdthoz NFAT.Luc.Jurkat TCRKO ¢és JRT3 Jurkat sejteket

transzdukaltunk TCR a és [ lancokkal ugyanezzel a modszerrel.

3.13 T-sejt atiranyitasi assay anti-CD1c/anti-CD3 bispecifikus reagensekkel

Jurkat. NFAT.Luc effektor sejteket (25 000) 12 500 célsejttel egyiitt inkubaltunk
Jurkat Assay Mediumban 384 lyuku lemezen, kb. 22 éran at. Bispecifikus aktivatorok
(BiTE vagy ImmTAC) higitasi sorozatanak (1-1x107¢ nM) jelenlétében. Masnap BioGlo
reagenst adtunk minden lyukhoz. Aktivacidé esetén a Jurkat sejtek tlizlégy luciferazt
expresszalnak NFAT kontroll alatt. A lumineszcenciat 574 nm-en mértiik Clariostar

leolvasoval. Az adatokat Microsoft Excel és GraphPad Prism szoftverrel elemeztiik.

3.14 T-sejt aktivacio6 vizsgalata

50 000 célsejtet és 50 000 effektor sejtet (Jurkat. NFAT.Luc) egyiitt inkubalunak lapos
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fenekti 96 lyukt lemezen, termosztatban, egy ¢jszakan at (~16 ora) Jurkat Assay
Mediumban. Kontroll lyukakhoz 10 pg/ml anti-CD1c blokkol6 antitestet (L161) adtunk.
Masnap a sejteket el6szor LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain-nel festettiik,
majd Human TruStain FcX™ (Fc receptor blokkolo oldat) alkalmazasaval blokkoltuk,
végiil CD69 és CD25 aktivacios markerekre festettiik. Az aramlasi citometriat BD
LSRFortessa™ Cell Analyzer késziiléken végeztiik. Az adatokat Flowjo V10 szoftverrel

elemeztiik.

3.15 T-sejt klonozas

Periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) és CD2* sejteket izolaltuk egészséges
belsé donoroktdl az Immunocore Ltd.-nél, Health Technology Assessment (HTA) altal
jovahagyott eljaras szerint. A PBMC-ket Lymphoprep gradiens centrifugalassal
valasztottuk szét, a CD2" sejteket Miltenyi CD2 MicroBeads segitségével tisztitottuk.
CDlc- és CD1d-restriktalt gangliozid-specifikus T-sejt klonok expandalasahoz a CD2*
sejteket CFSE-vel jeloltiik. Besugarzassal inaktivalt THP1.DKO, THP1-CDlc és THP1-
CDI1d sejteket (66 Gy) lipid ligandumokkal (GD3, GM3, Neu5SGM3) toltottiik fel
25 pg/ml koncentracidoban, majd 3 o6ran at 37°C-on inkubaltuk. A CD1d-expresszald
sejteket anti-HLA-A, B, C és HLA-DR specifikus 1.243.2 antitestekkel blokkoltuk. A
jelolt T-sejteket 3 napig egyiitt tenyésztettiik a célsejtekkel. A tenyésztés soran naponta
500 IU IL-2 tartalmu sejtkultira médiummot adtunk hozza, és a sejtkultirakat tilnovés
(konfluencia) esetén szétosztottuk. A proliferald sejteket Sony szorter-citométerrel CFSE

higulas alapjan azonositottuk, és szeparaltuk.

4. EREDMENYEK

4.1 CD1 molekulik expresszidja emlds sejtvonalakban

A funkcionalis, oldhato CD1 komplexek eléallitasahoz az ExpiCHO és Expi293F
emlds sejtvonalakat hasznaltuk, melyek alkalmasak a komplex fehérjék helyes
hajtogatasara €s glikozilalasara. A sejteket egy kettds expresszios pcDNA3.1 vektorral
transzfektaltuk, amely egy lancbol 4ll6 CD1 variansokat (CD1a, b, c, d) és a BirA biotin
ligazt kodolta. A BirA C-terminalis KDEL szekvencija biztositotta a fehérje retenciojat
az endoplazmatikus retikulumban, lehetévé téve a szekretalt CD1 monomerek in vivo
biotinilalasat. Az expresszios analizis szerint az optimalis termelés az Expi293F sejtek
transzfekcigjat kovetd 6tddik napjan volt elérhetd. A CD1 monomereket affinitas- és
méretkizarasos kromatografiaval tisztitottuk. A szerkezeti integritast felszini plazmon

rezonancia (SPR) vizsgalattal igazoltuk ILT2 kotés segitségével, amely a CD1 és a 2-
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mikroglobulin megfeleld hajtogatasat igényli. A funkcionalitisukat SPR-rel, CDlc-
specifikus TCR-eken keresztiil végeztiik. SDS-PAGE és izoelektromos fokuszalas
analizis soran tobb CD1c savot figyeltiink meg, ami a négy N-kotott glikozilacios helyen
torténd glikozilaciora utal. A nem glikozilalt variansok mutagenezissel torténd
eloallitasara tett kisérletek instabil, alacsony hozamu fehérjéket eredményeztek, ami
megerdsiti a glikozilacid szerepét a CDI1 stabilitdsaban. Ezért minden tovabbi
vizsgalatban teljesen glikozilalt CDl1-et alkalmaztunk, szerkezeti analizishez pedig
enzimatikus deglikozilalast végeztiink. Az optimalizalt protokoll megbizhatéan
biztositotta a biotinilalt, megfeleloen hajtogatott CD1 monomerek eléallitasat, amelyek
alkalmasak a CDI-medialt lipid antigén prezentacié szerkezeti és funkcionalis

vizsgalatara.

4.2 Lipid-ligand csere modszer fejlesztése

A TCR lipidekkel szembeni reaktivitds vizsgalatanak lehet6vé tétele érdekében egy
megbizhato lipidcsere protokollt dolgoztunk ki. A CD1c monomereket emlds sejtekben
allitottuk eld, amelyek endogén lipideket tartalmaznak. Ezek cseréje nehéz, mivel a
lipidek rosszul oldodnak, és a CD1-lipid komplexek stabilak. CHAPS detergenssel, pH
6,0-0s pufferben kezeltiik a fehérjét a CD1c kot6zseb részleges kinyitasahoz, mikozben a
szerkezeti integritdst megoriztiik, A lipideket szonikalassal oldottunk fel, és 50-szeres
molaris tobbletben kevertiik a CDIlc-vel, majd 37°C egy ¢éjszakan at inkubaltuk. A
lipidcsere sikerességét IEF, nativ tomegspektrometria, TCR k&todési vizsgalatok,

tetramer festés segitségével, a szerkezeti integritast ILT2 kotodés segitségével igazoltuk.

4.3 A lipidcsere atfogo validalasa

4.3.1 Izolektromos pont eltolodas vizsgalata

Az izoelektromos fokuszalas (IEF) bizonyitékot szolgaltatott a sikeres lipidcserére, ahol
CDlc-endo és CDIld-endo tobb savként jelent meg a heterogén glikozilacio és lipid
tartalom miatt. A toltéssel rendelkezd lipidek betoltésekor véandorlasi eltolodasokat
figyeltiink meg a gélen: a negativ toltésti gangliozidok (GD2, GD3, GM3, Gb4) savas
iranyba toltak el az izoelektromos pontot, mig a semleges lipidek (PC, KRN7000)
megtartottak az eredeti pl értéket. Bar ez a modszer csak szemi-kvantivativ, megerdsitette

a lipid betoltést, s tiampontot adott a tovabbi vizsgalatokhoz.

4.3.2 Nativ tomegspektrometria
A nativ MS lehetové tette az intakt CDI1-lipid komplexek kozvetlen elemzését lipid
extrakcio nélkiil. A CDlc és CDId monomereket Expi293FGnTI™ sejtekben
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expresszaltuk a glikozilaciés komplexitds csokkentése érdekében. A nativ ESI-MS
kimutatta, hogy a CDI1c-endo (55,3-56,4 kDa) és CD1d-endo (58,8-59,9 kDa) tomege
meghaladja az elméleti értéket (~48 kDa), ami az endogén lipidek jelenlétét igazolja. A
csere utani tomegeltolodasok sikeres lipidbetoltést jeleztek, de a spektrum komplexitasa
— a maradék lipidek és glikozilacids variansok miatt — korlatozta a pontos mennyiségi

meghatarozast.

4.3.3 TCR kotédés validalasa

A lipid-polispecifikus NM4 klonnal végzett TCR kotddési vizsgalatok funkcionalis
megerdsitést adtak. Az SPR kimutatta, hogy a CHAPS kezelés 6nmagaban nem
specifikus, ,;ragadds” CDlc viselkedést eredményezett, mig a GDla betdltése a nagy
fejcsoport miatt gatolta a kotddést. A homogén glikozilacid javitotta a kotodési
konzisztenciat, ugyanakkor az idében elhtizodo csere utan csokkent a fehérje stabilitasa,
ami az eltervezett glikozilaciok és a szerkezeti integritas kozotti egyensuly fontossagara

utal.

4.3.4 Funkcionalis tetramer festés

A funkcionalis validaciot CD1d-KRN7000 tetramerekkel végeztiik és in vitro hajtogatott
CD1d-aGalCer komplexek pozitiv kontrollként szolgaltak. Az NKT sejtek specifikus
festése igazolta a sikeres lipidbetoltést, mig a CDI1d-endo tetramerek nem mutattak
kotddést. Ez a megkozelités mind a betdltési hatékonysagot, mind a biologiai funkciot

igazolta.

A fent leirt moddszerek egyiittesen lehetévé tették a lipidcsere hatékonysaganak
értékelését, kiilonds hangsulyt fektetve a glikozilacio, a stabilitds és az antigénprezentacid
kozotti 0sszefiiggésekre, melyek kulcsfontossagi tényezok a CD1-lipid komplexeket

célzo terapiak fejlesztésében.

4.4 A CD1-hez kotott lipid repertoar
4.4.1 A CD1 izoformak lipid repertoarjanak elemzése

A CDI1 molekuldk lipid-prezentacios repertodrjanak vizsgalatat a molekulak
expressziojanak optimalizalasaval kezdtiik. Expi293F sejteket hasznalva oldhaté CD1a-d
izoformakat allitottunk eld, Huang és mtsai.(1) altal validalt modszerére alapozva, amelyet
transzmembran CDI1 molekuldk vizsgalatara fejlesztettek ki. A tomegspektrometriai
analizis soran HLA-A2 molekulat alkalmaztuk negativ kontrollként, mely segitségével a
CD1-hez kétott lipideket el tudtuk kiiloniteni a hattérzajtol. Atfogd optimalizalds utin
megallapitottuk, hogy 500 pg CDI1 fehérje biztositja a legjobb érzékenységet a lipid

detektalasahoz, mikozben minimalizalja a mennyiségi torzitasokat, de parhuzamosan 100
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pg-os replikatumokat is elemeztiink az alacsonyabb abundanciaji komponensek
kimutatasara. Az analizist, hazon beliil fejlesztett, R-alapu bioinformatikai pipelineban
végeztik. Az HLA-A2 kontrollokban 81 lipidet azonositottunk, amelyek a detektalt

hattérjel kevesebb mint 6%-at tették ki, ezzel biztositva eredményeink specificitasat.

4.4.2 A CD1 izoformak megkotik a sejtben eléfordulé lipidek tobbségét

Vizsgalatunk legszembetlindbb eredménye a CD1 izoformak altal mutatott rendkiviil
széles lipidmintavétel volt. Bar minden izoforma mutatott némi preferenciat,
Osszességében mindegyik lefedte jelentds részét a sejtes lipidomnak. A foszfolipidek és
szfingolipidek minden varidnsban dominans osztalyként jelentek meg. A CDla és CDlc
mutatta a legnagyobb hasonldsagot a teljes sejtes lipidprofilhoz, bar a CDla eltolodast
mutatott a kozepes hosszusagu szénlancok (C34-C38) felé. Ezzel szemben a CD1b és
CD1d markansabb eltéréseket mutatott: a CD1b rovid lancu (C16—C20) lipideket, és
bizonyos szfingolipideket dusitott, mig a CD1d kiilondsen affinitast mutatott a C42 lipidek
¢s gangliozidok irant. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy bar a CD1 molekulak széles
korben mintazzak a lipidkornyezetet, egyedi szerkezeti sajatossdgaik enyhe, de

funkcionalisan jelentds mintavételi eltéréseket eredményeznek.

4.4.3 A CD1 izoformak kozos és egyedi lipidprofiljai

Az 1040 azonositott lipidet tartalmazo teljes adathalmazunk fékomponens-analizise
(PCA) jelentds atfedést mutatott az izoformak kozott: 293 lipid volt univerzalisan jelen
minden CD1 variansban. Ezek a k6zdsen prezentalt lipidek foként foszfolipidek (PC, PE)
¢s szfingolipidek (Cer, SM) voltak, amelyek egyfajta ,,alap” CD1 lipidomot alkothatnak.
Erdekes médon a CDla és CD1d mutatta a legnagyobb atfedést (474 kozos lipid),
mikozben minden izoforma megoérizte sajatos lipid szignatirajat. A CDla kiilondsen
gazdag volt foszfatidil-szerin (PS) és foszfatidil-inozitol (PI) komponensekben (128 egyedi
lipid), mig a CD1b a szulfatidokat és rovid lancu lizo-foszfolipideket dusitotta (25 egyedi
fajta). A CDIc kiilondsen jelentds affinitast mutatott gangliozidok (GM2, GD1-3) és rovid
lancu szfingomielinek (33 egyedi lipid) irant, mig a CDI1d kiemelkedd szelektivitast

mutatott a koleszterin és GM3 irant.

4.4.4 A CD1 izoformak altal megkotott lipidek lanchosszanak jellemzo6i

A CDI izoformak lipidmintavételi preferencidinak szerkezeti alapja akkor valt
vilagossa, amikor a lanchossz-eloszlasokat az izoformak kotézsebeinek kontextusaban
elemeztilk. A CDla a kozepes hosszisagu lipideket (C34-C38) preferalta, ami
Osszhangban van kisebb méretli zsebével, bar a nagy kardiolipinek (C60) kotésére vald
képessége varatlan rugalmassagra utal. A CDI1b kettos preferenciat mutatott a nagyon

rovid (C16-C20) és hosszu (C40—C42) lancok irant, tdmogatva a ,spacer-lipid”
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megfigyeléseket, ahol a kis lipidek stabilizaljak a zsebet a nagyobb antigének
befogadasahoz. A CDlc mutatta a legszélesebb tartomanyt (C30—C46), ami szerkezeti
plaszticitasat tiikrozi, €s korabbi megfigyelésekkel egyezden bizonyitékot mutatott arra,
hogy rovid lizo-lipidek (C14—C18) foglaljak el az F’ zsebet. A CD1d a rovidebb lancokat
(C34-C36) preferalta, és 26-szoros dusulast mutatott a GM3 esetében, ami specializalt
szerepet jelez a gangliozid prezentacioban. A fejcsoport nélkiili lipidek, mint a
ceramidok, minden izoformanal 2-9-szeres dusulast mutattak, mig a fejcsoportos
szfingolipidek — amelyek ismerten gatoljak a CD1 restriktalt autoreaktiv T sejteket —
valtozatosabb aranyban jelentek meg. Ez a minta egy olyan szabdlyozé mechanizmusra
utal, amelyben a CD1 molekuldk mind aktivalo, mind gatlé lipideket prezentalnak.
Figyelemre mélto, hogy a foszfatidil-etanolaminok (PE) alulreprezentaltak voltak, mig az
éterkotést foszfatidil-kolinok (PC) dusultak, ami a lipidbetoltés szerkezeti korlataira utal,
amelyek befolyasolhatjak az immunfelismerést. Ezek az eredmények atfogd képet adnak
arr6l, hogyan 1épnek kolcsonhatasba a CD1 molekuldk a sejtes lipidommal. Habar a
mintavételi képességek atfednek, minden izoforma megdrzi sajatos lipid ,,ujjlenyomatat”,
amelyet szerkezeti jellemzOk és funkcionalis szerepek alakitanak. Ezek az ismeretek
fontosak a lipid antigénprezentacidé megértéséhez, valamint a CD1-célzott immunterapiak

tervezéséhez daganatos, autoimmun és fert6zo betegségekben.

4.5 A CD1c-specifikus TCR-ek kotodési modja

4.5.1 CD1c-specifikus TCR-ek eldallitasa

Egy CDlc-specifikus TCR-t (S2¢"T TCR) izolaltunk hézon beliili naiv TCR
fagkonyvtarakbol. Feliileti plazmon rezonancia (SPR) vizsgalatokban meghataroztuk a
TCR affinitasait a CDlc-endo irant, amelyben a tipikus TCR-pHLA affinitdsoknak
megfeleld, 16,7 uM KD értéket mértiink. Az SPR kisérletek soran az S2cV! TCR a
teoretikus Rmax kortilbeliil 75%-os kotddését érte el (az észlelt Rmax osztva a CDlc
mennyisége alapjan szamitott teoretikus Rmax-szal), ami nagyrészt lipidfiiggetlen
kotédési modot jelez, 6sszhangban a korabban leirt CD1c-reaktiv TCR-ek adataival.
4.5.2 Affinitasnovelt, CD1c-restriktalt TCR-ek

A HLA-peptid komplexekkel ellentétben a CD1-lipid komplexek kis mennyiségben
fordulnak el6 a sejtfelszinen. Ez megneheziti a bispecifikus aktivatorok/engerek
alkalmazasat, amelyek altaldban magas affinitasi kolcsonhatasokat igényelnek. Ennek
megoldaséra affinitasndvelt S2¢VT TCR-variansokat fejlesztettiink ki. Az elsé generacios

alkalmaztunk. Harom k&érnyi fagpanningot (szelekciot) végeztiink csdkkend CD1c-endo
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koncentraciokkal a nagyobb affinitasti kotok dusitasara, majd egy negyedik kor off-rate
szelekcid kovetkezett. Fag inhibicios ELISA-val rangsoroltuk a klonokat, és a CD1c-S2-
END-a2b1-U klént (KD = 1,05 nM, ti/> = 37 perc) azonositottuk legjobb jeldltként. Ez a
klon szolgalt sablonként a masodik generacids affinitasérleléshez. Hat ,hard
mutagenesis” és hat szerkezetalapti konyvtarat készitettiink, amelyek célzottan a CDR
régiokat és azok CDI1c helixekkel valo kolcsonhatésait céloztak. A panningot 100 pM,
10 pM ¢és 1 pM CDlc-endo koncentraciokkal végeztiik. Loop extension konyvtarak a
CDR2a rugalmassagat vizsgaltdk. Az elvégzett fag inhibiciés ELISA 0,5nM CDlc
mellett az S2*°! klént 60%-o0s gatlassal azonositotta. Huszonnyolc lanckombinaciot
expresszaltunk ImmTAC formaban, és SPR-rel vizsgaltuk keresztreaktivitasukat CD]1a,
b, d, valamint kiilonb6z6 HLA-peptid komplexekkel szemben. A keresztreaktiv vagy
csokkent felezési ideji klonokat kizartuk. Az optimalis kombinacié — S2-a5 (masodik
generaciés aCDR1 konyvtarbol) és S2-b6 (els6 generacids outputbol) — 100%-os
kotodést mutatott CD1c-endo-hoz, és az affinitas 16,7 uM-rol 15 pM-ra javult, 9,6 6rés
felezési id6vel. Szerkezeti modellezés igazolta, hogy a mutaciok a CDR hurkokban vagy
a CDlc interfészen helyezkedtek el, tamogatva a fokozott kotddést. Ezek az eredmények
bizonyitjak, hogy affinitasérleléssel lehetséges nagy affinitast, lipid-agnosztikus CDl1c
specifikus TCR-ok eldallitasa, mely igéretes alapot biztosit a CD1c célzasara terapias
alkalmazasokban.
4.5.3 A CDIc lipidfiiggetlen felismerésének szerkezeti alapjai
A CDl-lipid TCR Aaltali felismerés mechanizmusanak jobb megértése ¢rdekében
meghatéroztuk az S2cV'-CDlc-endo komplex kristdlyszerkezetét 2,04 A, valamint az
affinitasndvelt S2c¢™*-CDIc komplexét 2,27 A felbontassal. Ezek a szerkezetek
kulcsfontossagli informaciot nytjtottak a TCR dokkolasi geometrigjarol, kontaktusfeliileteir6l
és a lipid befogadasardl. Az S2¢VT, S2¢* és a korabban leirt 3C8 TCR—-CDIc komplexek
Osszehasonlitasa konzervalt diagonalis dokkolasi szoget (~43,3°) és kozponti elhelyezkedést
mutatott a CDlc felett. Az S2¢™T és 3C8 hasonld dokkolasi orientaciot és atfedd CDlc
aminosavakat érintett, mig az S2c®" tovabbi kdlcsonhatasokat alakitott ki az 1-es helixszel, a
3C8 pedig inkabb a 2-es helixszel 1épett kapcsolatba. Mind az S2¢%T, mind a 3C8 érintette a
CDlc Asp65, Glu80 és Glul57 aminosavait van der Waals €s elektrosztatikus kolcsonhatasok
révén. Egyedi kontaktusok: S2¢"T esetén Arg71 és Leul62, 3C8 esetén GInl51, Glul53 és
Ser169. A legtobb TCR kontaktus a CDlc A'-tet6 felett, foként az 1-es helix mentén
koncentralodott, 1015 A2 eltemetett feliilettel, mely megfelel a TCR—pHLA és TCR-CDI
interakciok tipikus tartomanyanak. Az interfész elemzés ererdményei alapjan kideriilt, hogy a

TCR a-lanc a kontaktusok mintegy 63%-at adta. A CDR1a és CDR2a a CD1c helixek felett, a
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CDR3p az F’' portal felett helyezkedett el. A B-lanc 35%-kal jarult hozza a kontaktusokhoz,
foként a CDR2f ¢s CDR3p révén, mig a CDR1p nem létesitett kontaktust. A szerkezetben nem
volt egyértelmii elektron denzitas a lipid fejcsoportra, valdsziniileg a CD1c-endo heterogén
lipidosszetétele miatt, igy lipidkontaktusokat az S2cVT szerkezetben nem sikeriilt azonositani.
Fébb kolcsonhatasok: S2c™T esetén Tyr30 (CDRlo), GIn95 és Tyr96 (CDR3a), Glu52
(CDR2p), valamint Arg97 és Argl00 (CDR3p), amelyek a CD1c Asp65, Leu68, Arg79 és
Glu80 aminosavaival léptek kapcsolatba. Ezek a csoportok analogok a pHLA felismerésben
ismert ,,restrikcios tridddal”. Az S2c™T, és a 3C8 tobb sohid kialakitisaval (6t, illetve hat),
stabilizalta a TCR-CDIc interfészt. A hasonlé kontaktusfeliilet ellenére az S2¢™" és 3C8 eltérd
kolcsonhatasi halozatokra tamaszkodik. Az S2¢VT kotédési modja leginkabb a CD 1b-restriktalt
TCR-ekhez hasonlit, mig a CDla- és CDId-restriktalt TCR-ek eltéré dokkolasi szdget
mutatnak. Ezek az eredmények kiemelik a CD1c felismerés konzervalt és eltérd jellemzoit, €s
szerkezeti alapot nyudjtanak a CD1c-lipid komplexekhez emelt affinitassal és specificitassal
ko6t6dod TCR-ek tervezéséhez.
4.5.4 A hidrofob kolesonhatasok szamanak novekedése itanyitja az S2¢*3"® affinitasat
A bevezetett hét mutacio koziil elsésorban harom hidroféb aminosav (Y28a, L30a. és
MOI8B) ndvelte az S2¢*® affinitisat a CDI1c irant azaltal, hogy tovabbi van der Waals-
kapcsolatokat alakitott ki a Glu61, Glul57 és Tyrl52 oldallancokkal. A D94a mutaciod
csokkentette az Asp65-tel valdo kolcsonhatast. A hidrofob kontaktusok szamanak
novekedése (kiilonosen az S30B €s MISP révén) javitotta mind a CD1c affinitast, mind a
lipid szelektivitast. Ezek az eredmények kiemelik, hogy célzott hidroféb mutaciokkal

fokozhatd a TCR kotodés és a CD1c-lipid komplexek felismerése.

4.5.5 Lipid kotés és a CD1c F67 konformacios rugalmassaga

A CDlc-endo altal kotott heterogén lipidom miatt az S2¢VT-CD1c szerkezetben nem
volt megfigyelhetd egyértelmii elektron denzitas a lipid fejcsoportra. Bar a szerkezeti
modellezés a TCR-lipid kontaktusok lehetdségét sugallta, ezek kozvetleniil nem voltak
azonosithatok. Erdekesség, hogy az aszimmetrikus egység két S2¢VT-CDlc komplexet
tartalmazott, eltérd lipid denzitassal, ami a lipidkdtés variabilitdsara utal. A CDlc F67
oldallanca két kiilonb6z6 konformaciot vett fel, befolyasolva a lipid befogadast; nagyobb
lipid fejcsoportok valdsziniileg az F67 kifelé nézé konformaciojat igénylik. Az S2¢WT TCR
Q95a és Y48P elfordult, hogy helyet adjon az F67-nek, mikdzben az R31p, Q508 és N30p
is elmozdult), tAmogatva a nagyobb lipidekkel valo kolcsonhatast. A CD1c kétdzsebben
két denzitas fragmentum korabban leirt ,,spacer” lipidekre emlékeztetett, amelyekhez a

szamitogépes modellezés soran decan molekuldk jol illeszkedtek. Az S2¢*™**-CDlc
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szerkezetben négy komplexet figyeltiink meg, mindegyikben konzisztens lipid denzitas
nyult ki az F’' portalbol. A CDIc F67 kifelé nézé konformaciot vett fel, és a TCRp
oldallancai (Y48, R31B, Q50B) ugyanazt az alternativ konformaciot mutattdk, mint az
S2cVT-ben. Az affinitasndveld S30B és M98B mutaciok tovabbi teret hoztak létre, és
korilolelték a lipid denzitast, ami nagyobb lipid fejcsoportok preferenciajara utal. Ezeket
a megfigyeléseket a kompleszbdl kinyert lipidek tomegspektrometrids vizsgalata is
alatamasztotta. Ezek a szerkezeti eredmények ravilagitanak arra, hogyan alkalmazkodnak
a TCR-ek a CD1c-lipid diverzitishoz. Mig az S2¢"T és 3C8 hasonlé kotédési jellemzékkel
rendelkezik, az S2¢*° szemlélteti, a hidrofob kolcsdnhatasokat célzott mutaciok szerepét
segitik a CDlc-restriktalt TCR felismerésének megértését, és iranymutatast adnak a

jovobeli terapias stratégiakhoz.

4.5.6 TCR-affinitas tisztitasi (TCR-tap) kisérletek a CD1c-restriktalt TCR
specificitas vizsgalatara

Annak meghatarozasara, hogy az affinitdsérlelés megvaltoztatta-e az S2¢™' TCR
lipidfelismerési profiljat, lipid tomegspektrometriat végeztink a CDIlc-hoz kotott
ligandokon, amelyeket mind a vad tipust, mind az affinitasnévelt TCR-ekkel egytitt
tisztitottunk. Oldhatdo CD1c monomereket expresszaltunk Expi293F sejtekben, endogén
lipidekkel (CD1c-endo). Ahogy Huang és mtsai. (2023)(1) igazoltak, a szekretalt CD1
fehérjék megbizhatdé modellek a transzmembran CD1 molekuldk lipidomikai
vizsgalatahoz. Ez a formatum lehetové teszi a detergensmentes tisztitast is, megdrizve a
nativ lipid tartalmat. A vad tipusti (S2¢™T) és affinitasndvelt (S2c**) TCR-eket
ExpiCHO sejtekben, InmTAC formatumban expresszaltuk ¢€s tisztitottuk. Mindkét TCR-
t 1:1 molaris ardnyban kevertiik CDIc-endo-val, majd a keletkezett komplexeket
méretkizarasos kromatografiaval valasztottuk el a szabad CD1c-t6]l. Az InmTAC-CDlc
komplexeket ¢és a szabad frakciokat lipidomikai analizisnek vetettik ald. A nem
specifikus hattér lipidom kizarasara HLA-A2 mintakat is elemeztiink. Emellett a csak
TCR-t tartalmazd mintak lipid tartalmat hattérként kivontuk. Osszesen 813 lipidet
azonositottunk, amelyek koziil 101 a HLA-A2 kontrollokban is jelen volt. Ezek 184 pmol
lipidet tettek ki, koztik négy GMI1/GM3 fajtat, amelyek a szabad TCR tartalmu
mintadkban nem voltak jelen, ami specifikus dusulasra utal. A szabad TCR tartalmu
frakciobodl szarmazo lipidek a teljes lipidom minddssze 2—4%-at adtak, melyek koziil a
legnagyobb mennyiségii lipid (GD2 42:1;2) nem volt kimutathaté6 az InmTAC-CDIc

komplexekben, igazolva a minimalis hattérzajt. A hattér zaj kivondsa utan a
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hattérinterferencia ~0,4%-ra becsiilhetd. Az S2c¢™T és S2¢** komplexek 402 lipid fajtat
osztottak meg, beleértve szamos lipid osztalyt: ceramidokat, glikoszfingolipideket (GM1,
GM2, GM3), foszfolipideket (PC, PE, PI, PS) és lizo-lipideket. Az &sszlipid profilok
nagyon hasonléak voltak, ami arra utal, hogy az affinitasérlelés els6sorban a CDlc
nehézlanccal valod kolesonhatasokat fokozta, nem pedig a lipid specificitast valtoztatta
meg. Ugyanakkor finom kiilonbségek is megjelentek: a nagy affinitasu S2¢***® komplex
enyhe eltolodast mutatott a hosszabb lancu lipidek felé, és hianyoztak beldle a PI és PS
fajok, amelyek negativ toltést fejcsoporttal rendelkeznek. Ez arra utal, hogy a lipid
fejcsoport kémiai tulajdonsagai (nem pedig az acil lanc hossza) befolyasolhatjak a TCR
kotodést. Tobb nagy lipid (TAG 54:1;0, TAG 54:2;0, TAG 56:2;0 és GM2 42:2;2)
kizarolag az S2¢*" komplexben volt kimutathatd, ami a nagyobb ligandok fokozott
befogadasara utal. Rovid lancu lizo-lipidek (C16—C28) mindkét komplexben jelen voltak,
melyek valésziniileg ,,spacer” lipidekként stabilizaljak a CD1c kotozsebet, elésegitve a
azt mutatta, hogy az S2¢VT TCR affinitdsérlelése nem valtoztatta meg drasztikusan a lipid
specificitast, de finoman modositotta a lipidpreferencidkat, kiilonésen a nagyobb,
semleges fejcsoportt lipidek iranyaba. Ezek az eredmények tamogatjdk azt a modellt,
amely szerint a fokozott CDIc kotddés els6sorban a CDIc nehézlanccal valdé jobb

kolesonhatas révén valosul meg, mikdzben a széles lipidfelismerés megmarad.

4.6 T-sejt-aktivacio kivaltasa CD1c-pozitiv sejtek ellen TCR-CD3 bispecifikus
molekula alkalmazasaval

A nagy affinitasti, CD1c-specifikus S2¢**® TCR-t InmTAC formatumba alakitottuk
at, ugy, hogy B-lancat egy anti-CD3 scFv-hez fuzionaltuk (KD = 10 nM, felezési id6 =
2 perc). Az ImmTAC hatékonysaganak meghatarozasdhoz T-sejteket irdnyitottunk
CDlc-pozitiv és -negativ sejtvonalak ellen. A hatékonysag mérésére ImmTAC higitasi
sorozatot (10-1x10°nM) alkalmaztuk. Az endogén CD1 ¢és MHC expresszio
elkeriilésére a THP1 sejtekben a f2m és CIITA géneket CRISPR/Cas9 segitségével
kitutottik (THP1-DKO). Ezeket a sejteket ezutan single-chain CD1c—2m vagy CD1b—
B2m konstrukciokkal transzdukaltuk, igy jottek létre a THP1-CDl1c és THP1-CDI1b
sejtvonalak. Tovabbi sejtvonalakat (C1R, K562) is transzdukéaltunk CD1c—f2m vagy
CD1d—B2m konstrukciokkal. A CD1c expressziot aramlasi citomertiaval, L161 antitesttel
igazoltuk. Magas CD1c expressziot figyeltiink meg a THP1-CD1c, K562-CDl1c és C1R-
CDlc sejtvonalakon, mig a sziiléi és DKO sejtek nem mutattak expressziot. A CDlc
szintet hematologiai daganatsejtvonalakon (CCRFSB, NALM6, HPB-ALL, SKW3,
OCIM1) is megerositettiik. A T-sejt aktivaciot a CD25 expresszid novekedésével mértiik.
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Az S2¢¥% ImmTAC erételjesen aktivalta a CD4* és CD8* T-sejteket CD1c* célsejtek
ellen, €s ezt az aktivaciot részben az L161 antitest blokkolta. Hematoldgiai sejtvonalak
paneljén tesztelve az ImmTAC erés valaszt valtott ki a CCRFSB, NALM6, HPB-ALL és
SKW3 sejtvonalakon, de nem az OCIMl-en. A CDlc-fiiggdséget L161-medialt
blokkolassal igazoltuk. Az off-tumor hatdsok vizsgalatihoz az ImmTAC-okat két
donorbdl szdrmazd primer monocitadkon és B-sejteken is teszteltiik. Reakciot figyeltiink
meg a B-sejteken, kisebb mértékben a monocitakon is, melyeket az 161 blokkolta. Ezek
az eredmények alatamasztjdk a CDlc-célzott ImmTAC-ok terapidas lehetOségeit
hematologiai malignitdsokban, ugyanakkor ramutatnak arra, hogy tovabbi fejlesztés
sziikséges az egészséges immunsejteken jelentkezd on-target, off-tumor hatasok

minimalizalasahoz.

4.7 T-sejt-atiranyitas CD1c-specifikus T-sejt-aktivatorokkal

A CDlc ¢és CD3 bispecifikus T-sejt-aktivatorok (BiTE-k) CDlc iranti affinitasat
feliileti plazmon rezonancia (SPR) segitségével vizsgaltuk, amely alacsony nanomolaris
¢s magas pikomolaris tartomany kozotti affinitdsokat mutatott. A human antitest-alapt
BiTE-k mutattak a legerdsebb kotodést, a legmagasabb CD1c-endo megkotési arannyal.
Minden BiTE esetében enyhe keresztreaktivitas volt megfigyelheté a CD1b-endo-val. A
funkcionalis hatékonysag értékelésére a BiTE-ket T-sejt-atiranyitasi tesztben vizsgaltuk,
CDlc-specifikus ImmTAC-okkal 0Osszehasonlitva. Jurkat NFAT.Luc sejteket ko-
kultivaltunk éjszakan at CD1c* vagy CD1b* THP1 sejtekkel, BiTE vagy ImmTAC higitasi
sorozat (1-1x10"°nM) jelenlétében. A T-sejt aktivaciot az NFAT indukalta luciferaz
expresszioval mértiik. Mindkét formatum CDlc-fiiggé aktivaciot mutatott, CDlc™
THP1.DKO sejtek esetén nem volt valasz. A BiTE-k erésebb Jurkat aktivaciot valtottak
ki, mint az affinitasérett ImmTAC (S2¢*®), mig a vad tipusi ImmTAC volt a
leggyengébb. Alacsony szintli keresztreaktivitas volt megfigyelheté CD1b-re. Minden
vizsgalati koriilményben hattérjel (~500 RLU) jelentkezett, valosziniileg a Jurkat sejtek
CD1 expresszidja miatt. Ezek az eredmények kiemelik a CDlc-specifikus BiTE-k
lehetséges felhasznalasat, mint erds €s specifikus immunterapias szerek. Erés kotodésiik,
minimalis off-target aktivaciojuk és a T-sejt-atiranyitasban mutatott hatasuk miatt tovabbi

fejlesztést €s in vivo validaciot indokolnak.

4.8 Antigénprezentacio CD1 molekulik segitségével

4.8.1 mLPA, egy uj CD1c prezentalt antigén

A metil-lizofoszfatidsav-észter (mLPA) lipid antigént, amelyet Lepore ¢&s
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munkatarsai(5) azonositottak akut myeloid leukémias (AML) mintakbol, CDlc-
restriktalt T-sejtek ismerik fel. Bar kimutattdk TCR-specificitasat és leukémiaellenes
potencialjat, az mLPA eredete és CDl1c-re torténd betoltédésének mechanizmusa eddig
feltaratlan maradt. Az mLPA egy modositott foszfolipid, amely éterkotésii alkil lancot és
metilezett foszfatcsoportot tartalmaz — ezek a peroxiszomalis lipidszintézishez kothetd
jellemzok. Az antigén jobb megértése érdekében célom volt feltarni azt a sejtes utvonalat,

amely felelds az mLPA CDIc-re torténd betoltéséért.

4.8.2 A CDlIc lipidbetoltési utvonalainak modellezése

Annak vizsgélatara, hogy hol to6ltddik be az mLPA lipid antigén a CDlc
molekulakba, leukémids sejtvonalakat hoztunk létre, amelyek kiilonbozé reciklizacios
tulajdonsagi CD 1 c-variansokat expresszalnak. A vad tipusi CD1c (scCD1¢c-WT) az ER-
ben sajat lipidekkel asszocialodva szerel6dik 6ssze, majd a sejtmembranra keriil, ahonnan
AP2-medialt szortirozassal endoszomalis kompartmenteken keresztiil reciklizalodik.
Jackman és munkatarsai(6) CDId-re vonatkozo eredményei alapjan létrehoztunk egy
csonka, citoplazmatikus farok nélkiili CD1c-varianst (scCD1c-TD), amely nem képes
intracellularis reciklizaciora. Emellett egy GPI-horgonyzott CDlc-varianst (scCDlc-
GPI) is terveztiink, amelyhez decay-accelerating factor (DAF, CD55) szekvenciat
hasznaltunk, igy a CDIc korai és szortiroz6 endoszomakba iranyul. A THP1 és K562
sejteket ezekkel a CD1c konstrukcidkkal transzdukaltuk, majd azonos felszini expresszid
alapjan szelektaltuk. A GPI-horgonyzast PI-PLC hasitassal igazoltuk. mLPA-specifikus
TCR-t expresszalo Jurkat sejtek (DN4.99, DN4.2, PZ-CDS) felismerték a CD1c-t THP1
¢s K562 sejteken, és kétszeres mértéki aktivaciot mutattak a CD1¢-GPI variansok esetén.
Ezt a valaszt anti-CD1c antitest blokkolta, igazolva a specificitast. Az intracellularis
forgalom szerepének vizsgéalatara a lizoszomalis acidifikaciot Bafilomycin Al-gyel
(BafA1l) gatoltuk. A CDlc sejtfelszini szintje THP1 sejtekben stabil maradt, K562
sejtekben viszont noétt, valosziniileg az endoszomalis szortirozas ¢€s a Na'/K*-ATPaz
szabalyozas kiilonbségei miatt. BafAl kezelés minden CDlc formatum esetén
csokkentette a Jurkat aktivaciot, bar a CD1c-GPI sejteknél enyhe aktivacié megmaradt.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az mLPA betoltése a szekrécids utvonalon vagy
korai endoszomakban toérténhet, nem pedig a lizoszomakban. A BafAl peroxiszomalis
génexpressziora ¢és lipidanyagcserére gyakorolt hatdsa szintén befolyasolhatja az antigén
elérhetéségét. Osszességében a vizsgalat ravilagit a CDI1c reciklizacio jelentdségére a
lipid antigénprezentacioban, és arra utal, hogy az mLPA betoltése a klasszikus

lizoszomalis kompartmenteken kiviil torténhet.
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4.9 Lipid-specifikus T-sejt klonok eléallitasa

A lipid-specifikus TCR-ek azonositasahoz T-sejt klonozasi modszert alkalmaztunk,
amellyel szelektiven lehete expandalni a CD1-restriktalt T-sejteket. A modszerek kozott
szerepelt antigén-prezentald sejt (APC) stimulécio, tetramer/dextramer-alapu szelekcio,
valamint aktivaciés marker-alapu izolalas. A CDIld-restriktalt, GD3- és aGalCer-
specifikus klonokhoz mesterséges APC-ket (aAPC) hasznaltunk, amelyeket CD1d-lipid
komplexekkel toltottiink meg, illetve autolog dendritikus sejteket (DC) alkalmaztunk. A
PBMC-ket 200 ml donorvérbdl izolaltuk, a monocitakat CD14 specifikus mikrogydngyok

segitségével, a pan T-sejteket negativ szelekcidval tisztitottuk.

4.9.1 Lipid-specifikus T-sejt klonok stimuldldsa és expanddaldsa mesterséges APC-kkel
A mesterséges antigén-prezentald sejteket (aAPC) ugy allitottuk eld, hogy streptavidin
magneses gyongyoket biotinilalt CD1d-lipid komplexekkel és biotinilalt anti-CD28
antitestekkel vontunk be. A pan T-sejteket 2:1 aranyban ko-kultivaltuk aAPC-kkel IL-2,
IL-7 és IL-15 jelenlétében 10 napon at. Az expandalt sejteket CD1d-lipid dextramerekkel,
valamint CD3, CD4, CDS és CD16 elleni antitestekkel festettiik.

4.9.2 Stimuldcio monocita eredetii dendritikus sejtekkel (moDC)

A monocitakat GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében differencialtuk moDC-kké. Az 5. napon a
moDC-ket ¢éjszakan at GD3-mal vagy aGalCer-rel pulzaltuk. Ezutan a pan T-sejteket
moDC-kel ko-kultivaltuk (3:1 és 5:1 aranyban) citokinnal kiegészitett médiumban 10
napon at. A sejteket a fentiekhez hasonloan festettiik. A stimuléacio el6tt meghataroztuk a
kiindulasi CD1d-restriktalt T-sejt gyakorisagokat. Eletképességi festéssel é16 sejteket
kapuztunk, amely 4,9% CD3*CD16" NKT sejtet, 15,8% CDS8* T-sejtet és 74,5% CD4* T-
sejtet mutatott. A dextramer festés minimalis CD1d-endo és CD1d-GD3 reaktivitast
mutatott, mig aGalCer-specifikus sejtek gyakoribbak voltak (1,7% CD4*, 0,12% CDS8",
0,79% NK). A stimulacio6 utan egyik modszerrel sem nétt a GD3-reaktiv T-sejtek szama.
Ugyanakkor az aGalCer-rel pulzalt moDC-k hatszorosara novelték az aGalCer-reaktiv
CD4* T-sejtek aranyat (6,83%), mig az aAPC-k nem fejtettek ki ilyen hatast. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a moDC-k hatékonyabban expandaljak a lipid-specifikus
T-sejteket, valoszinileg fizioldgias antigén prezentacidjuknak, kostimulacios

képességiiknek és immunologiai szinapszis-képz6 tulajdonsaguknak kdszonhetden.

5. MEGBESZELLES

5.1 Bispecifikus molekulak fejlesztése lipiddel toltott CD1 komplexekkel

A jelen tanulményban sikeresen expresszaltunk funkcionalis, oldhato, single-chain
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CDl1a, CDI1b, CDlc és CD1d molekulakat emlds sejtekben. A CD1c monomereket [LT2-
¢s TCR-kotédési  vizsgalatokkal —validaltuk, amelyek igazoltdk a helyes
fehérjehajtogatast. Az SDS-PAGE és IEF géleken megfigyelt glikozilacios heterogenitas
befolyasolta a stabilitast, mivel a glikozilaciés helyek mutacidja gyenge expressziohoz
vezetett. A CD1 molekulak természetiiknél fogva sokféle endogén lipidet kotnek, ezért
egy ligandcsere-protokollt dolgoztunk ki meghatarozott lipidek betoltésére. A CDl1c-t
csokkentett glikozilacioval expresszaltuk, és CHAPS detergenssel, pH 6,0 puffert
alkalmazva részleges fehérje-kibontast értiink el, igy lehet6vé téve a lipidcserét. A csere
hatékonysagat IEF, nativ tomegspektrometria, tetramer festés ¢és TCR-kotodési
vizsgalatokkal értékeltiik, melyek koziil a CD1d-aGalCer tetramer festés bizonyult a
leghatékonyabbnak, igazolva a sikeres lipidprezentaciot, bar ez csak ismert antigén-
specifikus T-sejtek esetén haszalhato. Bar a protokoll részleges lipidcserét tett lehetove,
a betoltott molekuldk mennyiségi meghatdrozasa tovabbra is kihivast jelent. Tovabbi
optimalizalas sziikséges a reprodukalhatosag javitasahoz, egy standardizalt lipidbetdltési,

illetve lipid antigén vizsgalati mdodszer kidolgozasa céljabol.
5.2 CD1-hez tarsitott lipid repertoar

A vizsgélat soran a CD1 izoformakbdl emlds sejtekben expresszalt és elucidval nyert
lipid ligandumokat elemeztiik, és kimutattuk, hogy a CD1 molekulak széles korben
mintazzak a sejtes lipidomot. Bar jelentds atfedés van az izoformak kézott, mindegyiknek
megvannak a sajatos preferenciai. A CDla és CDlc olyan lipideket kotott, amelyek jol
tikkrozik a foszfolipidben gazdag sejtes hatteret, mig a CD1b és CDI1d inkabb a
szfingolipideket részesitette elonyben. Kiemelendd, hogy a CD1d fokozottan kototte a
koleszterint, ami 0sszhangban van a PPAR-y-t aktivalo szerepével, oxidalt koleszterin
prezentacioja altal. A CD1 izoformak szerkezeti kiilonbségei befolyasoljak a lipidkotési
preferencidkat, kiilonosen a lanchossz tekintetében: a CD1a kdzepes méretii lipideket
(C34-C38) kot, a CD1b rovid (C16—-C20) és hossza (C40-C42) lancokat is képes
befogadni, a CDlc széles tartomanyban (C30-C46) kot, mig a CD1d inkébb rovidebb
lipideket preferdl, de hosszi lancokat is képes megkotni. Ezek az eredmények
alatamasztjadk a CD1 kotdzsebek kulcsszerepét a lipid szelektivitas kialakitasaban. A
foszfatidilkolin (PC) minden izoformaban bdségesen jelen volt, mig a PE és éter-PE
alulreprezentacioja szelektiv megkdtésre utal. A gangliozidok, kiilondsen a GD1, GD2,
GD3 ¢és GM2, jelent6sen diasultak a CD1c-ben, ami megerdsiti azokat a megfigyeléseket,
miszerint a gangliozidok a CDIc a-hélixei koriil kotddhetnek, és befolyasolhatjak az
antigénprezentaciot. A GM3, amely ismerten gatolja az NKT-sejt aktivaciot, fokozottan

kotodott a CD1b, CDlc és CDId izoformékhoz. A CDlc daganatokban vald
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vizsgalatahoz a CDI1c —t fokozottan expresszalo sejtvonalakat fejlesztettiink ki, mivel
természetes expresszioja alacsony. A His-tag alapu affinitas-purifikacio sikertelen volt,
mig a StrepTactinXT-alapu modszerek lehetévé tették ugyan az oldhatdo CD1c izolalasat
rakos sejtvonalakbol, de alacsony hozammal. Az Immunprecipitaciés (IP) modszer
hatékonyabbnak bizonyult, ahol az AB012 antitest volt a leghatékonyabb a CD1c protein
sejt lizatumbol torténd kinyerésében. Ez a munka ravilagit a CD1c izolalasanak technikai
kihivasaira, valamint a tisztitasi stratégidk optimalizalasanak fontossagara. A jovoben, az
IP hatékonysagéanak novelésével rakos sejtvonalakon lehet6vé vallhat a teljes lipidomikai

profilozas ¢és a daganathoz tarsitott lipid antigének azonositasa.
5.3 Antigén prezentacié CD1c molekulak segitségével

Az mLPA, mint 4j CDIc-hez kotott lipid antigén azonositasa jelentds elérelépést
jelentett a nemkonvencionalis T-sejtek célzasaban daganatos betegségekben. A jelen
tanulmany vizsgalta az mLPA CDlc-re valé betoltédését, ¢és szerepét az
immunaktivacioban. Olyan leukémids sejtvonalakat alkalmaztunk, amelyek kiilonb6zo
reciklizacios tulajdonsagi CDlc-variansokat expresszalnak: vad tipust (reciklizald),
citoplazmikus domén csonkolt (felszinen maradd) ¢és GPI-horgonyzott (korai
endoszomakban rekedt) formakat, amelyeket mLPA-specifikus TCR-t hordozo Jurkat
sejtekkel ko-kultivaltunk. A Jurkat aktivacioja a CD1c-GPI esetén volt a legmagasabb,
ami arra utal, hogy az mLPA betoltése a korai endoszomakban vagy a szekrécids
utvonalon torténik. A CDlc blokkolasa csokkentette az aktivaciot, igazolva a CDlc-
fliggdséget. A lizoszomalis acidifikaci6 gatlasa Bafilomycin Al-gyel minden
sejtvonalban csokkentette a Jurkat aktivaciot, ami a lizoszomalis és peroxiszomalis
utvonalak szerepét jelzi az mLPA feldolgozasaban. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az mLPA betoltése az endocitikus Gtvonal korai szakaszaban torténik, és azt a sejten
beliili lipidanyagcsere is befolyasolja. A jovobeni kutatasoknak az mLPA szintézisének
¢s intracelluldris forgalmazasanak molekularis mechanizmusait kell feltarniuk, ami j

terapias célpontokat fedhet fel leukémiaban és mas daganatokban.
5.4 CD1c célzasa bispecifikus engagerekkel/aktivatorokkal

A tanulmany hangsulyozza a CD1c bispecifikus engagerek felhasznalasanak terapias
lehetdségeit. Az altalunk eldallitott, erre a célra potencidlis lehetdségként tekintett S2¢*°
TCR nagyrészt lipid-agnosztikus médon ismeri fel a CD1c-lipid komplexeket. Szerkezeti
és biofizikai elemzések kimutattak, hogy a vad tipustu S2¢T TCR mérsékelt affinitassal
(KD = 16,7 uM) kotédik a CDlc-endo-hoz, hasonléan a klasszikus TCR-pHLA

interakciokhoz. Kristdlyszerkezeti vizsgalatok szerint az S2¢™T lipidfiiggetlen modon
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dokkol, a CD1c a-hélixeit és az A' tet6t célozva, ahol a TCR a-lanc a kolcsonhatas 63%-
at adja. A kotodeést kulcsfontossagli aminosavak, mint az Asp65, Leu68, Arg79 és Glu80
medialjak, mig a lipid fejcsoport denzitasanak hianya a nehézlanc-fokuszi interakciot
tamasztja ala. Fag display-alapu affinitasérleléssel a TCR affinitasa 15 pM-re nott,
felezési ideje 9,6 ordra hosszabbodott, ami terapias alkalmazas szempontjabol kritikus
fontossagl. A nagy affinitasi S2¢**~CD1c komplex szerkezeti elemzése egységes F67
konformaciot mutatott, lehetévé téve nagyobb lipid fejcsoportok befogadasat. Az
affinitas érlelés soran bevezetett mutaciok novelték a flexibilitast, igy szélesebb korli
lipidfelismerést tettek lehetové. Az ImmTAC—CDlc komplexek lipidomikai profilja
jelentds atfedést mutatott a vad tipusu és nagy affinitast variansok kozott, igazolva, hogy
az affinitasérlelés nem valtoztatta meg a lipid specificitast, hanem a CD1c-kolcsonhatast
erdsitette. A nagy affinitdsi komplexekben nagyobb lipidek (pl. TAG 54:1;0, GM2
42:2;2) dusultak, mig a negativ toltésti lipidek alulreprezentaltak voltak. Mindkét
komplexben jelen voltak spacer lipidek (C16—C18 lizo-lipidek), tdimogatva a szerkezeti
stabilitast ¢és az antigénprezentaciot. A nagy affinitasi TCR-t ImnmTAC bispecifikus
engager formatumba alakitottuk at anti-CD3 karral, amely képes volt T-sejteket CD1c*
célsejtekhez iranyitani. Erételjes aktivaciot figyeltink meg CDIlc" sejtvonalakon,
ugyanakkor off-tumor reaktivitas is jelentkezett CDlc* primer sejtek (pl. B-sejtek,
monocitdk) esetén, ami korlatozza a lipid-agnosztikus célzds terapias
megvalosithatosagat. Ezért a jovobeni stratégiaknak tumor-specifikus lipid antigének
azonositasara kell fokuszalniuk a szelektiv célzas érdekében. Alternativ megkozelitésként
13 anti-CDlc antitestet alakitottunk BiTE formatumba, és Osszehasonlitasképpen az
ImmTAC-okkal. Mindkét formatum CDI1c-fliggd T-sejt aktivaciot valtott ki, viszont a
BiTE-k nagyobb hatékonysagot de minimalis keresztreaktivitast mutattak CDI1b
molekulara iranyulva. Funkcionalis tesztek nem mutattak jelentds off-target aktivaciot,
¢s bar egyik formatum sem bizonyult egyértelmiien jobbnak, mindkettd igéretes terapias
alkalmazasra. A nagy affinitasu, CDIlc-célzott bispecifikus molekuldk fejlesztése
sokoldali immunterapids lehetdség alapjat jelenti. Ezek a molekuldk képesek CDl1c*
sejtek azonositasara specifikus lipid antigének nélkiil is, és meghosszabbitott kotési
felezési idejiikk tartés immunvalaszt tesz lehetévé. Ugyanakkor a specificitas ¢és a
biztonsag tovabbra is kulcsfontossagu, ezért tovabbi funkciondlis vizsgalatok
sziikségesek a keresztreaktivitas és az off-target kockazatok felmérésére. Emellett T-sejt
klonozasi modszereket is alkalmaztunk lipid-specifikus TCR-ek felfedezésére. Mig a
mesterséges APC-k (aAPC) nem tudtak expandalni az antigén-specifikus populacidkat, a

monocitabol szarmazo6 dendritikus sejtek (moDC) hatékonyan expandaltak az aGalCer-
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reaktiv CD4* T-sejteket. Ez arra utal, hogy a moDC-k az aAPC-khez képest
hatékonyabbak a lipid antigén prezentacioban. Ugyanakkor egyik megkozelités sem
eredményezett CD1d-GD3 vagy CDld-endo reaktiv T-sejtek expanzidjat, ami az
antigénfelismerés vagy a stimulacios protokollok korlataira utal. A jovébeni kutatasoknak
finomitaniuk kell az antigénbetoltési és tenyésztési feltételeket, hogy eldsegitsék a
kiilonb6zo lipid-reaktiv T-sejtek expanziojat. Az aAPC- és moDC-stimulacidra adott
eltérd valaszok molekuléris alapjainak megértése tovabb segiti a nemkonvencionalis T-

sejt klonozast és a terapias fejlesztést.

6. UJ EREDMENYEK

1. Jellemeztiikk a CD1 kotott lipidomot tomegspektrometriai modszerrel, feltarva a
CD1 izoformak széles lipidmintavételezését és az izoforma-specifikus lipid

profilokat.
2. Izolaltunk egy CD1c-korlatozott TCR-t, fag-display konyvtarak segitségével.

3. Sikeresen ndveltik egy CDlc-korlatozott TCR affinitasat, fagdisplay-alapu

érleléssel, pikomolaris szintre, megtartva a CD1c¢ lipid-agnosztikus felismerését.

4. Publikaltuk két TCR-CD1c-lipid komplex kristalyszerkezetét, amelyek jelenleg a
masodik és harmadik ismert CD1c-specifikus TCR szerkezetet képviselik, értékes

forrast nyujtva a CD1c-kozvetitett immunitas megértéséhez.

5. Krisztallografias és tomegspektrometriai vizsgalatokkal igazoltuk a nagy affinitasu,
CDlc-specifikus InmTAC molekula szerkezeti rugalmassagat €s lipid-agnosztikus
kotodési maodjat, ezzel uj betekintést nytjtva a TCR-ek CD1c-lipid felismerésének

mechanizmuséaba.

6. Egy nagy affinitasu, TCR-alapu bispecifikus molekula keriilt kifejlesztése, amely
szelektiven célozza a CDlc-t, anélkiil hogy kereszt-reaktivitast mutatna mas CD1

izoformakkal vagy HLA molekulakkal.

7. Bemutattuk, hogy a bispecifikus molekula hatékonyan célozza a CDlc-t, és

specifikus aktivitast fejt ki CD1c+ sejtvonalak ellen.
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7. OSSZEFOGLALAS

Ez a PhD értekezés a CD1c-t célzo bispecifikus engerek fejlesztésére 0sszpontositott
hematologiai malignitasok kezelésére. A kutatas két f6 célkitiizés koré épiilt: (1) a CD1
molekulak altal eml6s- €s raksejtekben prezentalt lipid antigén repertoar jellemzése, és (2)
annak vizsgalata, hogy a T-sejt receptorok (TCR-ek) molekularis szinten hogyan ismerik fel
a CDl1c-lipid komplexeket.

Az els6 célkitlizés megvaldsitasahoz CD1 izoformakat expresszaltunk emlds sejt
expresszios rendszerekben az endogén lipidek megkdtésére. A lipid tomegspektrometriai
elemzés kimutatta, hogy a CD1 molekuldk széles korben mintazzak a sejtes lipidomot, a
CDlaés CDlc a foszfolipideket, mig a CD1b és CD1d a szfingolipideket preferalta. A CD1d
erds asszocidcidt mutatott a koleszterinnel is. A lanchossz-elemzés izoforma-specifikus
preferencidkat jelzett: a CD1a kozepes méretti lipideket kotott, a CD1b széles tartomanyt
fedett le, a CD1c széles specificitast mutatott, a CD1d pedig a rovidebb lancokat preferalta.
Kiilonosen figyelemre méltd, hogy a CD1c erds affinitast mutatott a gangliozidok irant, ami
immunmodulalé szerepre utal. A rak-specifikus lipid szignatirak feltarasara CDlc-
expresszalo raksejtvonalakat fejlesztettiink, és kiilonb6z6 dusitasi stratégiakat teszteltiink.
Bar oldhaté CD1c-t sikeresen tisztitottunk THP1 rakos sejtekbdl, a mennyiségileg nem volt
elegendd tomegspektrometriai elemzéshez. A tanulmany CDlc reciklizacio jelentdségét a
lipid antigénprezentacioban az mLPA (az egyetlen ismert, CDlc altal prezentalt rakhoz
hasznalva, amelyek kiilonb6z6 CDIc reciklizacios tulajdonsagokkal rendelkeztek,
kimutattuk, hogy az mLPA valosziniileg korai endoszoméakban vagy a szekrécios utvonalon
toltédik be. A lizoszomalis funkcido gatlasa tovabb er0sitette a lizoszomalis ¢&s
peroxiszomalis utvonalak szerepét az mLPA feldolgozasaban.

A masodik célkitizés a CDl1c-lipid komplexek TCR éltali felismerésének megértésére
Osszpontositott. Oldhato CDlc-lipid komplexeket hasznéaltunk TCR-ek izolalasara fag
display konyvtarakbol. Ezeket a TCR-eket bispecifikus engagerekkeé alakitottuk at, amelyek
képesek T-sejteket CD1c-expresszalo raksejtekhez iranyitani. Szerkezeti elemzés kimutatta,
hogy a vad tipusu TCR elsésorban a CD1c nehézlancaval 1épett kdlcsonhatasba, nem pedig
a lipid antigénnel. Az affinitasérlelés pikomolaris tartomanyba javitotta a kotodés affinitasat,
¢s 9,6 orara hosszabbitotta meg a felezési idejét, igy a TCR alkalmassa valhat terapias
alkalmazasra. Szerkezeti és lipidomikai elemzések kimutattak, hogy a nagy affinitasu TCR
nagyobb lipid fejcsoportokat is képes befogadni, tAmogatva a szélesebb korii antigén
felismerést. Ezzel parhuzamosan anti-CD1c antitest-alapti bispecifikus T-sejt engagereket

(BiTE-ket) fejlesztettiink. Tizenharom antitest klont alakitottunk at €s teszteltiink. Mind a
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BiTE-k, mind az ImmTAC-ok (TCR-alapt bispecifikusok) hatékonyan aktivaltak a T-
sejteket CD1c-fiigg6 modon. Bar az affinitasérett InmTAC erds aktivitast mutatott, on-
target off-tumor reaktivitast is megfigyeltiink egészséges CD1c* sejtekkel szemben, mint
példaul B-sejtek és monocitak, ami korlatozza klinikai alkalmazhat6sagat lipid-agnosztikus
formatumban. Lipid-specifikus TCR-ek azonositasara CDlc és CDI1d molekulakat
toltottiink meg lipid antigénekkel egy detergens-alapu ligandcsere protokoll segitségével.
Bar az aGalCer-reaktiv T-sejtek jelentésen expandaltak monocitdbdl szarmazé dendritikus
sejtek (moDC) alkalmazasaval, nem figyeltiink meg expanziot CD1d-GD3 vagy CD1d-endo
reaktiv T-sejtek esetében. Ezek az eredmények kiemelik a moDC-k folényét a mesterséges
APC-kkel szemben, ¢és az antigénbetoltési protokollok tovabbi optimalizalasanak
sziikségességét.

Osszefoglalva, ez az értekezés bemutatja a CD1c molekuldk célzdsanak bispecifikus
engagerekkel torténd megvalosithatosagat, és kiemeli a tumor-specifikus lipid antigének

azonositasanak fontossagat a terapias specificitas és biztonsag novelése érdekében.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Ez a disszertacio nem johetett volna létre sokak utmutatasa, tdmogatasa és batoritasa

nélkiil, akiknek mély halaval tartozom.

Szeretném 6szinte koszonetemet kifejezni PhD témavezetdmnek, Dr. Gogolak Péternek
(Debreceni Egyetem), aki felbecsiilhetetlen értékii utmutatassal, tiirelemmel és hasznos
tanacsokkal segitette munkdmat ezen az uton. Szakmai tudasa és folyamatos tdmogatasa

alapveto szerepet jatszott a kutatasom formalasaban.

Hatalmas halaval tartozom tovabba az Immunocore Ltd.-beli PhD témavezetémnek, Dr.
Mariolina Saliénak is. Mariolina a doktori képzésem felénél vette at a témavezetést, és
mentoralasa, tudomanyos és technikai szakértelme kulcsfontossagii volt kutatdsom
fejlodésében. Rendithetetlen tdmogatasa, batoritdsa és belém vetett hite adott erdt €s
motivaciot a kihivasok lekiizdéséhez. Nagyra értékelem Gtmutatasat és kedvességét.

Koszonetet szeretnék mondani az Immunocore Ltd.-nek is, hogy lehetové tették
szamomra a kutatas elvégzését, biztositottak a sziikséges eréforrasokat és kornyezetet a

munkambhoz.

Koszonet illeti az Immunolégiai Kutatécsoport minden tagjat a tartalmas szakmai
beszélgetésekért, az egyiittmikddésért €s a baratsagért. Tamogatasotok és batoritasotok
sokkal gazdagabba és élvezetesebbé tette ezt az utat. Kiilon koszonet Richard
Sucklingnak a felbecsiilhetetlen tAmogatasaért és a disszertaciom kritikus atolvasasaért.
Ertékes visszajelzései és javaslatai nagyban hozzajarultak munkam szinvonaldhoz.

Nagyon halas vagyok az idejéért és batoritasaért a folyamat soran.

Végiil a legmélyebb halamat szeretném kifejezni a férjemnek és csaladomnak, akik
batoritottak, hogy belevagjak a doktori képzésbe. Szeretetiik, tiirelmiik €s tamogatasuk
volt a legnagyobb eréforrasom. Koszondm, hogy mindig hittek bennem, €s minden

kihivasban mellettem alltak.
Ez a PhD 1t egyszerre volt kihivasokkal teli és felemeld, és halas vagyok mindenkinek,

aki részese volt. Kiilon szeretném megkoszonni témavezetdimnek, Dr. Mariolina

Saliénak és Dr. Gogolak Péternek a folyamatos timogatast.

38



11. IRODALOMJEGYZEK

1. Huang S, Shahine A, Cheng T-Y, Chen Y-L, Ng SW, Balaji GR, Farquhar R, Gras S,
Hardman CS, Altman JD, et al. CDI1 lipidomes reveal lipid-binding motifs and size-
based antigen-display mechanisms. Elsevier (2023) 186:4583-4596. doi:
10.1016/j.cell.2023.08.022

2. Roy S, Ly D, Li N-S, Altman JD, Piccirilli JA, Moody DB, Adams EJ. Molecular
basis of mycobacterial lipid antigen presentation by CD1c and its recognition by ab T
cells. Proceedings of the National Academy of Sciences (2014) 111:E4648—E4657.

3. Wun KS, Reijneveld JF, Cheng T-Y, Ladell K, Uldrich AP, Nours JL, Miners KL,
McLaren JE, Grant EJ, Haigh OL, et al. T cell autoreactivity directed toward CD1c itself
rather than toward carried self lipids. Nature immunology (2018) 19:397-406.

4. Lalla C de, Lepore M, Piccolo FM, Rinaldi A, Scelfo A, Garavaglia C, Mori L, Libero
GD, Dellabona P, Casorati G. High-frequency and adaptive-like dynamics of human
CD1 self-reactive T cells. FEur J Immunol (2011) 41:602-610. doi:
10.1002/ej1.201041211

5. Lepore M, Lalla C de, Gundimeda SR, Gsellinger H, Consonni M, Garavaglia C,
Sansano S, Piccolo F, Scelfo A, Héussinger D, et al. A novel self-lipid antigen targets
human T cells against CD1c+ leukemias. Journal of Experimental Medicine (2014)
211:1363-1377.

6. Jackman RM, Stenger S, Lee A, Moody DB, Rogers RA, Niazi KR, Sugita M, Modlin

RL, Peters PJ, Porcelli SA. The tyrosine-containing cytoplasmic tail of CD1b is essential
for its efficient presentation of bacterial lipid antigens. Immunity (1998) 8:341-351.

39



