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I. ROviditések jegyzéke

A488
A64T
ACT
ADC
ADCC

ALL
APC
BCMA
CAR
CD3¢
CD3z
CCRY7
CDC
CLL
CM
CRES

CRR
CRS
CTLA-4

DAPI
DLBCL
DMSO
DTT
ECD
ECIS

ECM
EM
EMA
FBS

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 647

Adoptiv sejtterdpia (Adoptive cell therapy)
Antitest-gyogyszer konjugatum (Antibody-drug conjugate)

Ellenanyagfiliggé sejtes citotoxicitas
(Antibody dependent cellular cytotoxicity)

Akut lymphoblastos leukémia (Acute lymphoblastic leukaemia)
Allofikocianin (allophycocyanin)

B sejt maturacios antigén (B-cell maturation antigen)

Kimera antigén receptor (Chimeric antigen receptor)

Nativ T sejt receptor komplex CD3( alegysége

Kiméra antigén receptor nativ CD3(-bdl szarmazo alegysége

C-C kemokin receptor 7 (C-C chemokine receptor type 7)

Komplement medialt citotoxicitas (Complement dependent cytotoxicity)
Krénikus limfoid leukémia (Chronic lymphocytic leukaemia)

Centralis memoria (Central memory)

CAR T sejt fliggd encephalopathia
(CAR-T-cell-related encephalopathy syndrome)

Teljes valaszarany (Complete response rate)
Citokinfelszabadulasi szindréma / ,.citokin vihar” (Cytokine release syndrome)

Citotoxikus T limfocita antigen 4
(Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4)

4’,6-Diamidin-2’-fenilindol dihidroklorid

Diffuz nagy B sejtes limfoma (Diffuse large B cell lymphoma)
Dimetil-szulfoxid (Dimethyl sulfoxide)

Dithiothreitol

Extracellularis domén (Extracellular domain)

Elektromos Sejt-szubsztrat Impedancia szenzor
(Electric Cell-substrate Impedance Sensor)

Extracellularis matrix (Extracellular matrix)
Effektor memoria (Effector memory)
Eurdpai Gybgyszeriigynokség (European Medicines Agency)

Magzati borjuszérum (Foetal Bovine Serum)
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FCS

FDA

FITC
FL
FRAP

GFP
GMP
GPC3
GSK-3
HCC
HER?2

HRP
ICI
ICOS
IFNy
IL

ITAM

JNK
Lck

LDDT
LSM
mAb
MACS
MCL
MHC
MRD
MUCA4
NaOV

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpia
(Fluorescence correlation spectroscopy)

Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerigyi Hivatal
(Food and Drug Administration)

Fluoreszcein-izotiocianat (Fluorescein isothiocyanate)
Follikularis limféma (Follicular lymphoma)

Fluoreszcencia-visszatérés fotoelhalvanyodéas utan
(Fluorescence recovery after photobleaching)

Z61d fluoreszcens fehérje (Green fluorescent protein)
JO gyartési gyakorlat (Good manufacturing practice)
Glipikan-3 (Glypican-3)

Glikogén-szintaz kinaz 3 (Glycogen synthase kinase 3)
Hepatocellularis karcindma (Hepatocellular carcinoma)

Human epidermalis névekedeési faktor receptor 2-es tipusa
(Human epidermal growth factor receptor 2)

Torma peroxidaz (Horseradish peroxidase)

Immunellenérzépont-gatld (Immune checkpoint inhibitor)

Indukalhatd T sejt kostimulator (Inducible T-cell costimulator, CD278)
Interferon gamma

Interleukin

Immunszinapszis (Immunological synapse)

Immunoreceptor tirozin-alapu aktivacios motivum
(Immunoreceptor tyrosine-based activation motif)

c-jun N-termindlis kinaz (c-Jun N-terminal kinase)

Limfocita specifikus protein tirozin kinaz
(Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)

Local Distance Difference Test

Lézer pasztazd mikroszkdp (Laser Scanning Microscope)
monoklonalis antitest (monoclonal antibody)

Magnesesen aktivalt sejtvalogatas (Magnetic activated cell separation)
Kdpenysejtes limfoma (Mantle Cell lymphoma)

FO6 hisztokompatibilitasi komplex (Major histocompatibility complex)
Minimalis rezidudlis betegség (Minimal residual disease)

Mucin-4

Natrium-ortovanadat



NCI Nemzeti Rakkutatd Intézet (National Cancer Institute)

NK sejt Természetes 616sejt (Natural killer cell)
NT sejt Nem transzdukalt T sejt (Non-transduced T cell)
ORR Objektiv valaszarany (Objective response rate)
OoTOoT ,on-target, off-tumour”
PBMC Periférias vér mononuklearis sejt (Peripheral blood mononuclear cell)
PCC Pearson féle korrelacios egyutthatd (Pearson correlation coefficient)
PFA Paraformaldehid (Paraformaldehyde)
PMSF Fenil-metil-szulfonil-fluorid (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
PRAS40 40kDa-os prolin gazdag Akt szubsztrat (Proline-rich Akt substrate of 40 kDa)
PSF Pont-kiterjedési fliggvény (Point spread function)
PVDF Polivinilidén-fluorid
R/R Relapszalt vagy refraktalo (relapsed or refractory)
ROI Region of interest
RPMI Roswell Park Memorial Institute (tapoldat)
SCFv Egyszala variabilis fragment (Single-chain variable fragment)
SCID Sulyos kombinalt immunhiany (Severe combined immunodeficiency)
SH ,»Short hinge”
TAA Tumor asszocialt antigén (Tumor-associated antigen)
TBS Tris-buffered saline
TCR T sejt receptor (T-cell receptor)
TE Termindlis effektor (Terminal effector)
TIL Tumor infiltralo limfocita (Tumor infiltrating lymphocyte)
TIM-3 T sejt Immunglobulin és Mucin domén-3
(T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3)
TME Tumor mikrokdrnyezet (Tumor microenvironment)
Tris Trisz(hidroximetil)-aminometan

TRUCK T cells redirected for universal cytokine-mediated killing

VEGF Vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
(Vascular endothelial growth factor)

VEGFR Vaszkularis endotelialis novekedési faktor receptor
(Vascular endothelial growth factor receptor)

vIiv% Térfogatszazalék (volume/volume)

w/v% Vegyesszazalék (weight/volume)



Il. Bevezetés

Az elmult évtized egyik legigéretesebb stratégidja a tumorellenes immunterapia
tertiletén a betegek T limfocitainak genetikai mddositasa kiméra antigén receptorokkal (CAR).
Az 1. generécidba tartoz6 CAR-ok két f6 funkcionalis eleme egy tumorantigénre specifikus,
antitest természetii ektodomén, mely lehetévé teszi a daganatsejtek célzott felismerését és egy
— tobbnyire a T sejt receptorkomplex (TCR) CD3( alegységbOl szarmaztatott — effektor
endodomén, mely a célsejt felismerését kovetden aktivalja annak CAR T sejt altali
eliminacidjat. Az igy atprogramozott sejtek aktivaciojanak és expanzidjanak javitasara a CAR
konstrukcidk 11. generéci6jaba egy tovabbi kostimulaciés endodomént épitettek be. A
leggyakrabban alkalmazott CD28, illetve 41BB kostimulatorral rendelkez6 CAR-0k maéra
forradalmasitottak a terapia-rezisztens leukémiak és limfomak kezelését, igy sikeresen kaptak
alkalmazasi engedélyt az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivataltol (Food and Drug
Administration, FDA). Ezzel szemben a szolid, azaz szervekre lokalizalt daganatokat celzo
CAR T sejtes terapidk eddigi klinikai tesztelése nem hozott attérést, sét egy izben a CD28 és a
41BB kostimulaciés domént kombinald I11. generacios CAR T sejt készitmeny kiprébalasa a
paciens halalahoz vezetett [1].

Mindezek fényében elengedhetetlen olyan paraméterek azonositasa, melyek
optimalizalasa hozzajarulhat ahhoz, hogy hatékonyabb és biztonsagosabb keszitmények
keruljenek a klinikai tesztelés fazisdba. A CAR miikodését alapvetden meghatarozza, hogy a
funkcionalis alkotéelemeihez kapcsolédd molekularis mechanizmusok hogyan integralédnak a
T sejtek fizioldgias jelatviteli folyamataiba. A felhasznalt domeének befolyasolhatjak a CAR-ok
egymassal, a nativ T sejt receptor komplexszel, és az aktivacids szignalkaszkad elemeivel valo
kolcstnhatasait mind a nyugvo sejtfelszinen, mind az immunszinapszis 6sszeszerelodése soran.
Ezen keresztul hatdssal lehetnek nemcsak az akut molekularis torténésekre, de rovid- és
hossz(tavu citotoxikus aktivitasra, expanziora, tulélésre, illetve kimerilésre is. Utobbi
tényezoket a CAR T sejtkészitmeny elballitasanak koriilményei is jelentdsen befolyasolhatjak.
Munkank soran ezért szolid tumorokat célzé I-111. generéaciés CAR-ok alkalmazasan keresztil
tanulmanyoztuk a klinikai szempontbdl leginkabb relevans CD28 és 41BB kostimulacios
domének hatasdt a CAR-ok sejtfelszini szervezddésére ¢és diffuzios kinetikajara.
Megfigyeléseinket az immunszinapszis kialakulasanak dinamikajaval és a korai citolitikus
jelatvitel hatékonysagaval korrelaltattuk. Végezetil feltartuk, hogy a T sejt differenciacio
dinamikajat befolyasold kostimulaciés domének és tenyésztési protokollok hogyan hatnak az

in vitro hatékonysagra, expanziora és kimerilésre, valamint az in vivo tumorkontrollra.



I11. lrodalmi attekintés

I11.1. Bevezetés az immuno-onkoldgiaba

Az immuno-onkolégia elmult évtizedének forradalmi eredménye, hogy a daganatos
betegségek kezelésének klasszikus protokolljai — mint a sebészeti beavatkozés, kemoterapia és
sugarkezelés — mellé 0j terapias lehet6ségként felsorakoztak a kiilonbozé bioldgiai és
immunterapiak. Az immunrendszer aktivaldsan alapuld kezelések fejlesztése és a meglévo
terapias protokollok optimalizalasa vilagszerte intenziv kutatdmunka targya. A cél olyan gyors,
célzott és biztonsagos eljarasok kidolgozasa, amelyek hatékonyan alkalmazhatdak a tumorok
széles spektruma ellen.

Az immunrendszer valtozatos és hatékony mechanizmusok sokasagan keresztiil kepes
a daganatok felismerésére és elpusztitasara [2]. A karcinogenezist genetikai mutaciok és
epigenetikai  valtozdsok felhalmozodéasa kiséri, ami tumorspecifikus neoantigének
kifejez6déséhez, illetve tumor asszocialt antigének (tumor-associated antigen, TAA)
megnovekedett expressziojahoz vezethet. Az immunrendszer allandoan mitkodd tumorellenes
,orjarata” (,,immune surveillance”) folyamatosan monitorozza a malignus atalakulast jelzé
antigének megjelenését és a veszélyt észlelve célzott tamadast indit a daganatsejtek ellen.
Ennek egyik eszktze a sejtfelszini TAA-kat kozvetleniil felismer6 antitestek termelése, melyek
a daganatsejthez kotédve indukaljak azok gyors és hatékony eliminaciojat. Gyakrabban fordul
eld, hogy a dedifferenciacio soran intracellularisan kialakult tumorspecifikus neoantigének a fo
hisztokompatibilitasi komplexhez (Major Histocompatibility Complex, MHC) kotétt peptidek
formajaban prezentalodnak a daganatsejtek felszinén. Ezeket az immunrendszer
leghatékonyabb effektor sejtjei, a T limfocitak képesek T sejt receptoraik (T-cell receptor, TCR)
altal specifikusan felismerni és elpusztitani.

Az immunfeligyelet ugyanakkor kétélii kard: a konnyli célpontok gyors eliminacidja
kiszelektalja azokat tumorsejteket (,,immunoediting”), amelyek inherens genetikai
instabilitasuk révén tovabbi atalakuldsi lépésekben rezisztenssé valnak (,tumor escape”) az
immunrendszerrel szemben. Ez tobbek kdzott megvalosulhat az MHC expresszid csokkenése
vagy megszlinése, az antitestek célantigénhez valo kotddésének akadalyai, illetve
immunszupressziv mikrokornyezet kialakulasa altal [3]. Az immunrendszer miikodését
befolyasolo terapiak elsédleges célja, hogy a természetes védelmi funkcidk célzasa és/vagy
fokozésa altal ismét képessé tegyék az immunsejteket a hatékony tumorellenes valasz

kialakitasara.
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A Kklinikai gyakorlatban szamos mddszert kidolgoztak az immunrendszer aktivalasara
(1. &bra). Mig a mér tobb évtizede széles korben alkalmazott monoklonélis antitestekkel
(monoclonal antibody, mADb) az ellenanyagfiiggd sejtes citotoxikus reakciot (Antibody
Dependent Cellular Cytotoxicity, ADCC) és a komplement medidlta citotoxicitést
(Complement Dependent Cytotoxicity, CDC) lehet aktivalni [4], addig az Ggynevezett adoptiv
immunsejt-terapiak — mint a tumor infiltrald limfocitakon (Tumor Infiltrating Lymphocyte,
TIL) alapuld kezelések — a T sejt indukalt tumorspecifikus immunvalasz hatékonysagat
fokozzak [5]. Fontos megemlékezni ugyanitt az immunellendrz6pont-gatld (Immune
Checkpoint Inhibitor, ICI) monoklonalis antitestekrél. A klinikai attdrést hozo ICI-k olyan
receptorokat, illetve ligandumokat blokkolnak, amelyek aktiviloddsa a T sejtek korai

kimeruléséhez és anergiajahoz vezet [6].

A\ v
Tumorsejt
[ mAb terapia

Tumorsejt

TIL terapia
. p

Aktivalt TIL TA
adoptiv transzfer

\ mAb % / ADCC/CDC

T sejt altali .
T sejt gatld tumor eliminacid
szignélpk IC| TAA specifikus
blokkolasa/ felismerés
\ /1t :
\{\ CAR

TAA

ICl terapia

\

1. dbra Fébb immunterapias modalitasok bemutatisa

CAR T sejt terapia

Tumorsejt Tumorsejt

A mADb terdpia alapja a tumorsejteken expresszalddd TAA-k specifikus felismerése, és a tumort eliminalo6 ADCC
¢s CDC immunologiai effektusok aktivalasa. A TIL és ICI kezelések a beteg szervezetében jelen 1évo tumorreaktiv
T sejtek effektor funkcidit serkentik, el6bbi a tumorszovetbdl izolalt tumor infiltrald limfocitak ex vivo
aktivacigjan, utdbbi a T sejt gatld szignéalok blokkolasan keresztul fejti ki hatasat. A CAR T sejt terapiak a beteg
autolog T limfocitainak genetikai modositasaval egyesiti a mAb-ok TAA specifikus felismerését és a T sejtek
hatékony citolitikus aktivitasat.

ADCC: ellenanyagfiiggd sejtes citotoxicitds; CAR: kiméra antigén receptor; CDC: komplement medialta
citotoxicitas; ICI: immunellen6rzépont-gatlo; mAb: monoklondlis antitest; pMHC: peptid-f6 hisztokompatibilitasi
komplex; TA: tumor antigén; TCR: T sejt receptor; TIL: tumor infiltrald limfocita
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Amellett, hogy az antitest, a TIL, és az immunellenérzépont-gatld kezelések
dnmagukban is jelentés eredményeket értek el a rosszindulatl daganatok kezelésében, elényeik
egy részét sikerult egy olyan precizids gén- és sejtterdpids készitményben egyesiteni, amely
klinikai potencialjat tekintve mindharom stratégian tulmutat. Ez az igynevezett kiméra antigen
receptor (Chimeric Antigen Receptor, CAR) T sejt terdpia, mely a monoklonélis antitestekre
jellemzé célzott daganatfelismerést kombindlja a T sejtek robosztus tumorellenes
hatékonysagaval (1. abra) [7]. A CAR T sejtek méara forradalmasitottdk a terapia-rezisztens
leukémiak és limfomak kezelését, ugyanakkor a szolid szervi daganatokat célzd klinikai
vizsgalatokban az attorés eddig elmaradt [8]. Az alapkutatas egyik jelentds feladata, hogy
szisztematikus vizsgalatokkal feltdrjon olyan lehetséges paramétereket, amelyek
optimalizélasaval a szolid tumorokat célz6 CAR T sejt készitmények is a terdpias protokollok

részeivé valhatnak.
111.1.1. Monoklonalis antitest terapiak

Bar a daganatos megbetegedesek kezelését célzd6 immunterapiak csak az elmult ket
évtizedben valtak az onkologiai rutin részévé, az immunrendszer természetes védelmi
mechanizmusainak gyogyaszati hasznositdsa korantsem ujkeletli koncepcid. A célzott
immunaktivacidé legkorabbi mddja a vakcinalas volt, mely a korokozora specifikus antigenek
bemutatasaval képes elore felkésziteni az immunrendszert a vedekezésre. Ma mar tudjuk, hogy
a vakcinacio nyuajtotta immunitast elsésorban a B sejtekb6l differencialodé plazmasejtek altal
termelt antigénspecifikus ellenanyagok kdzvetitik, ahogy azt is, hogy ez a stratégia kozponti
eleme az immunrendszer szamtalan biologiai funkcidjanak. Az ellenanyagok gydgyéaszati
alkalmazasaban rejlé potencialt azonban sokaig nem tudta kiaknazni a Klinikai gyakorlat a
molekularis biologia technoldgiai korlatjai miatt. Az attorést Koéhler és Milstein 1975-6s
sejtklont allitottak eld, ami megdrizte mind a fehérvérsejtek antitest termeld sajatsagat, mind a
rakos sejtek korlatlan osztddasi képességeit [9]. A hibridoma technika finomitasaval lehet6vé
valt szinte barmilyen antigén egyedi epitdpjara specifikus monoklonalis antitest nagy
mennyiségii eléallitdsa, melyek immar biztonsdgosan alkalmazhatovd valtak a human
gybgyaszatban [10].

A mAb-ok felismer6 — és effektor funkcidikat specialis felépitésiknek kdszonhetik [11].
A legtobb terapias antitest az immunglobulin szupercsalad G1 osztalyaba (IgG1) tartozik (2.
abra). Szerkezetiket tekintve két nehéz lanchbol (heavy chain, H) és két konnyt lancbol (light

chain, L) allnak, melyeket diszulfid hidak kapcsolnak 6ssze Y alakd dimerré. Az
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antigénkotésben az Y szétvalo agait képviseld két Fab (fragment, antigen-binding) fragmentum
vesz részt, melyek rugalmas elmozdulasat a ,,hinge” régio biztositja. Az Y szara az ugynevezett
Fc (fragment, crystallizable) domén, feladata a daganatsejteket elpusztitd immunvalasz
aktivalasa. Az Fc fragmenthez az Fc-receptorokat expresszald citotoxikus immunsejtek
(monociték, makrofagok, NK sejtek és granulocitak) illetve a komplement rendszer fehérjéi
képesek hozzakapcsolodni. Elobbiek ADCC révén direkt, utobbi a komplement kaszkad

aktivalasaval indirekt aton indukalja a tumorsejt lizisét.

Kénny Ianc‘h " — Fab domén
‘ - g '\—: ,Hinge" régio

Diszulfid hidak

Nehéz lanc
C: Konstans regfo

V: Variabilis régio

Antigén koto
funkcié

— Fc domén

L: Konnydi lanc Effektor funkcio
H: Nehéz lanc

2. abra Az IgG1 antitest felépitése és funkcioi

A daganatsejteket célz6 mAb-okkal kapcsolatos legkorabbi eredmények a limfomas
megbetegedések kezeléséhez kapcsolodnak: elsé sikeres klinikai tesztelésiikre 1980-ban ker(lt
sor [12], az els6 klinikai attorést pedig a CD20 specifikus rituximab hozta el (4. bra) a Non-
Hodgkin-limfoma gydgyitasaban [13]. Hatasmechanizmusat tekintve a rituximab egyediil az
immunrendszer aktivalasara tamaszkodott, azaz a target molekulahoz kotédve kozvetlen
szignalizacios hatast nem fejtett ki. A mAb-ok fejlesztésének kovetkezd szakasza a joval
ellendllobb célpontot jelentd szolid tumorok kezelésére iranyult, ahol indokolt volt tovabbi
megfontolasokat is bevonni a terapias stratégiaba. Itt olyan target antigének tudatos
megvalasztasa volt célravezetd, melyek antitest altal megkotése nemesak ADCC-t indukalt, de
ezen talmenden a célpont blokkolasan keresztiil hatraltatta a tumorprogressziot is (3. abra).
Idealis célpontot kinalt a proliferativ és antiapoptotikus szigndlokat kozvetité human
epidermalis névekedési faktor receptor 2-es altipusa (human epidermal growth factor receptor
2, HER2), melynek fokozott mértékii expresszidja szamos daganattipus kialakuldsdban és

novekedésében jatszik jelentds szerepet [14].
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A HER2 specifikus ellenanyagok, mint a trastuzumab (3. bra) és a pertuzumab,
rendkivil eredményesnek bizonyultak a daganatproliferacio és az attétképzédés gatlasaban,

els6 vonalbeli kezelést biztositva a HER2 pozitiv metasztatikus emlérakkal szemben [15].

[ mAb terapiak ’ ‘ Tumorprogressziét gatlé mAb terapiak J ADC terapiak
L — > | apccrenc /\
NK sejt Komplement / 4—\

feherjgk ! '
/ evacizuma J‘

a b 7""‘:,-_, X
W\ L\ O VEGF Ca <\

A i Brentuximab % \\\Q:\ P\ ¢
[ >< i vedotin \ ‘S Trastuzumab

>

emtansine

HER2 VEGFR

—i

Proliferacio
gatlasa

Onkofarmakonok szallitasa

Tumorsejt a tumorsejtbe

Proliferacio
gatlasa

Angiogenezis
gatlasa

3. abra Kiilonb6z6 monoklonalis antitest terapiak hatasmechanizmusai

A mAD terapiak alapveté hatdsmechanizmusa a TA-k felismerése és az ADCC, illetve CDC immuneffektor
funkcidk aktivalasa. Bizonyos mAb-ok, mint a HER2 specifikus trastuzumab és pertuzumab, az ADCC és CDC
aktivalasan tal a proliferacid gatlasan keresztll is hozzajarulnak a tumorsejt elpusztitdsahoz. A VEGF specifikus
antitestek, mint a bevacizumab, képesek meggatolni a tumor angiogenezisét, de nem indukaljak az ADCC és CDC
immuneffektor funkciokat. Az ADC-k célzottan a tumorsejtekbe szallitjdk az antitesthez kapcsolt
onkofarmakonokat. Az olyan ADC-k, mint a trastuzumab emtansine, tobbféle tumoreliminaciés mechanizmust
kombinalnak.

ADC: antitest -gyogyszer konjugatum; ADCC: ellenanyagfiiggd sejtes citotoxicitas; CDC: komplement medialta
citotoxicitas; mAb: monoklonalis antitest; TA: tumor antigén

Tovabb gazdagitottdk a szolid tumorok terapias repertoarjat a tumor vérellatasat
biztositod érujdonképzidést (neo-angiogenezis) akadalyozé vaszkularis endotelialis ndvekedési
faktor (Vascular endothelial growth factor, VEGF) specifikus mAb-ok (3. abra), Klinikai
attorést hozva tobbek kozott az attétes vastagbélrak, mellrdk, valamint nem kissejtes tiidérak
gybgyitasaban [16]. Fontos megemliteni ugyanakkor, hogy az eddig bemutatott antitesttipusok
mindegyikét gyakran sziikséges kemoterapiaval kombinalni az optimalis tumorvéalasz elérése
érdekében, ami novelheti az atfedd toxicitasok és nemkivanatos események kockazatat,
valamint nehezitheti a mellékhatdsok monitorozasat és kezelését [17].

Elegans alternativat nyudjtanak az ellenanyagok és az onkofarmakonok kombinalt
kemoterapias dgenseket az antitesthez kotik, igy azok célzottan a tumorsejtekbe juttathatoak (3.
abra). Az elsé ilyen, klinikai alkalmazasra engedélyezett készitmény a Hodgkin-limfoma Reed-

Sternberg sejtjein expresszalt CD30-ra specifikus brentuximab vedotin volt [18], melyet a
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crer

abra) formajaban [19].
A Klinikai felhasznélasra elfogadott mAb-ok szimanak robbanasszerii novekedése (4.
abra) az elmult évtized folyaman latvanyosan szemlélteti a stratégia atiité sikerét: az EMA és

az FDA napjainkig 43 rakterapias kezelést hagyott jova (www.antibodysociety.org/antibody-

therapeutics-product-data).

45 1

40 4 CD30 \ I
Hodgkin \a
35 1 limféma I

Brentuximab

vedotin
30 - Bevacizumab

VEGFC J/ I
25 | Vastagbélrak i Trastuzumab
- 4| emtansine

20 \ Eml6rak
Riluximab\-
Non- HER2
15 4 Hodgkin
limféma
CD20

Torzskonyvezett terpapeutikus antitestek szama

1997
1999
2001 |
2015
2017
2019
2021
2023 |

FDA térzskényvezés éve

4. dbra Az FDA altal klinikai hasznalatra engedélyezett rakterapias monoklonalis antitestek szdma 1997 és 2023
kdzott, éves bontashan

A Non-Hodgkin limféma CD20* daganatsejtjeit célzo rituximab 1997-ben, a HER2-re specifikus trastuzumab
1998-ban, a VEGF ligandum VEGFR receptorhoz vald kotédését blokkold bevacizumab 2004-ben keruilt
torzskonyvezésre. Az els6 ADC-ket, a CD30 specifikus brentuximab vedotin-t, illetve a trastuzumab emtansine-t
2011-ben, illetve 2013-ban engedélyezték. 2013 és 2023 kozott exponencidlisan noévekedett a térzskdnyvezett
mAD terapiak szama.

A sz&mitasba vett antitest terapiak nem tartalmazzak az immunellen6rzépont-gatlokat. A feltiintetett adatok az
Antibody Society adatbazisahol szarmaznak (www.antibodysociety.org/antibody-therapeutics-product-data).

ADC: antitest-gydgyszer konjugatum; FDA: Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszeriigyi Hivatal; HER2: human
epidermalis ndvekedési faktor receptor 2; VEGF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor; VEGFR:
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor

Jelentés sikereik mellett ugyanakkor nem elhanyagolhatd szempont, hogy a
monoklondlis antitest terdpidk sordn gyakran jelentkezik mar meglévé vagy szerzett

rezisztencia. Klinikai kisérletekben a Non-Hodgkin limfémas betegek 30-60%-anal nem volt
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megfigyelhetd tumorvalasz a rituximab terapiat kovetden [20], illetve a paciensek 72%-a egy
éven belil relabalt [21]. A trastuzumab monoterapia sordn 35%-ban Iép fel primer rezisztencia,
illetve az eleinte jol reagald betegek 70%-anal is egy éven belill szerzett rezisztencia alakul ki
[22].

A tumorsejtek szamos modon képesek védekezni a monoklondlis antitesteken alapuld
daganatterapidk ellen. Leggyakrabban a target antigén expresszidjat csokkentik, emellett
gatolhatjak a tumorsejtek elpusztitdsara iranyuld immunvélaszt, valamint fokozhatjak az
apoptozist elkeriil6 és proliferaciot serkentd jelatviteli itvonalak aktivitasat [23]. Ezen Kivil a
szolid tumorok mAb terdpiaval szembeni rezisztenciajaban fokozott jelentéséggel bir az
antitestek kotédésének sztérikus akadalyozasa (epitop maszkolas) mucin-4-et (MUC4),
hialuronsavat és annak receptorat (CD44) tartalmaz¢ extracellularis matrix (ECM) felépitésével
[24]. A HER2 pozitiv tumorok epitop maszkolason keresztiil kialakuld rezisztencijat jol
modellezi a JIMT-1 sejtvonal, amelyet egy 62 eéves emlérakos beteg mellhartya-
metasztazisabol izolaltak [25]. A péaciens rezisztenticat mutatott a trastuzumab kezeléessel
szemben, amit a sejtvonalat el6allitd kutatolaboratoriumban elérehaladott stadiuma JIMT-1
xenotranszplantatumokkal végzett allatkisérletes modelleken is igazoltak. Korai stadiumda,
valamint kering6 és disszeminalt JIMT-1 tumorsejtek vizsgalata azonban bebizonyitotta, hogy
a modell sejtvonal trastuzumab rezisztenciaja csupan a tumorprogresszio késéi szakaszaban 1ép
fel, és a hialuronan/MUC4 polimer komplexekbdl allo extracellularis matrix kialakulasahoz
kothetd. Az ECM feléplilését megelézdéen a trastuzumab képes volt hozzakdétddni a
tumorsejtekhez, és ADCC utjan eliminalni azokat [26,27]. A mAb-ok hatékonysagat vizsgalo
preklinikai Kisérletek tehat arra mutatnak, hogy kulcsfontossdgu a tumoreliminacio
sebességének fokozasa a szerzett rezisztencia kialakulasanak megelézésében.

Mindezek mellett szamos raktipusban nem allnak rendelkezésre a mAb-ok szamara
neoantigének pMHC forméaban prezentalddnak a membranban, a daganatképzddés
elérehaladottabb szakaszaban is jelen lehetnek a stromaban a tumorantigént felismerd, illetve
arra reaktiv T limfocitak [2]. Ezek a tumorspecifikus T sejtek — bar elveszitették a daganat elleni
aktiv védekezés képességét — megfeleld eszkozokkel Gjra aktivalhatdak, terapias lehetdséget
nyujtva a hagyomanyos mAb-ok hataskorén kiviil esé megbetegedések kezelésére. Ennek egyik
Utja a T limfocitak felszabaditasa a tumor altal kdzvetitett immunszupressziv mechanizmusok
alol az tn. immunellenérzépont-gatld antitestek segitségével [6]. Az ICI-k a citotoxikus T
limfocita antigén-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CTLA-4) és a programozott

sejthalal fehérje-1 (programmed cell death protein 1, PD-1) receptorokhoz, illetve a PD-L1
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ligandumhoz kapcsolddva blokkoljak az aktivalt tumorspecifikus T sejtek kimeriiléséhez
vezetd jelatviteli utvonalakat. Indikaciojuk rendkiviil széles korti: a PD-1 blokkold
pembrolizumab volt az elsé olyan immunterapias hatéanyag, amelynek torzskonyvi engedélye
a tumor szdveti eredete helyett annak molekularis profiljan alapult. A készitmény alkalmazhatd
tobbek k6zott inoperabilis vagy attétes melanoma, nem kissejtes tiidérak, fej-nyak karcindma,
urotelialis karcinoma és Hodgkin limfoma ellen [6].

Az immunellenérzépont-gatlok olyan reményt adnak eldrehaladott, metasztatizalo,
hagyomanyos modalitadsokkal szemben rezisztens daganatos megbetegedések gyogyitasara,
ami megjelenésiik eltt elképzelhetetlen lett volna. A sikeres kezelés tartos tUlélést biztosit — a
terdpidra varhatoan jol reagalo paciensek eldzetes szlirése nélkiil azonban a betegpopulacio alig
20%-anal figyelheté meg érdemi tumorvalasz nem kissejtes tidorak [28], 30-40%-anal
metasztatikus melandma esetén [29]. Ennek hattere, hogy az immunellen6rzépont-gatlok
hatékonysagat a szervezet termeészetes immunologiai védekezése soran kialakult tumorreaktiv
T sejt készlet mennyisége és mindsége szabja meg. Ezért az ICl kezelések egyik 16 fejlesztési
iranya az olyan kombinalt terapidk irdnydba mutat, amelyek a stromat besziird limfocitdk
izolalasaval, ex vivo aktivalasaval és adoptiv transzferével biztositjak a sziikséges tumorreaktiv

T sejt populaciot [30].
111.1.2. Tumor infiltralé limfocita terapiak

Napjainkban a T limfocitakon alapuld adoptiv sejtterapiak (adoptive cell therapy, ACT)
allnak a transzlacios kutatas fokuszaban, amelyek kiilonb6zé mechanizmusok utjan fokozzak a
sejtes immunitas hatékonysagat. Az ACT terapidk uttoréje Steven Rosenberg amerikai
onkoldégus és immunolégus (NIH-NCI, Bethesda, MD, USA), aki részben szembe menve a kor
uralkod6 tudomanyos allaspontjaval mar a 70-es években a T limfocitdk daganatellenes
immunvalaszban bet6ltott szerepe mellett foglalt allast.

Rosenberg kutatasait hatraltatta a limfocitak laboratdriumi tenyésztésének nehézsége,
amit a T sejtek altal termelt proliferaciét tamogato faktor, az interleukin-2 (IL-2) citokin 1976-
0s azonositasa oldott meg [31]. Rosenberg és kutatocsoportja az IL-2-6t nagydozist intravénas
infuzio formajaban alkalmazta melanomaban (a bor rosszindulati daganata) szenvedé betegek
kezelésere azt remélve, hogy a T sejtekre specifikus stimulus reaktivalja a daganatspecifikus
sejtes immunvalaszt. Hipotézise beigazolodott, a betegek mintegy felében volt megfigyelhetd
tumor regresszio, és egyikuk teljesen felépilt [32]. Tovabbi klinikai kisérletei nyoman az FDA
1992-ben, illetve 1998-ban engedélyezte a megaddzist IL-2 terapiat az elséként az attétes

veserak majd a melanoma kezelésére [33]. Bar az IL-2 dnmagéaban a veserakos paciensek
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csupén 7%-anal biztositott teljes, 15%-andl részleges tumor regressziot, és a vizsgalt daganatok
széles spektruma nem reagalt a kezelésre; a részsikerek rdmutattak arra, hogy a T sejtek
onmagukban is alkalmasak lehetnek eldrehaladott, tavoli attétet adé daganatok komplett
eradikalasara [33].

Az el6z6 felismerés vezetett az adoptiv immunsejtes terapidknak a daganatszovetbol
izolalt magas tumorspecificitdst T sejteken — az ugynevezett tumor infiltralé limfocitakon —
ismert volt a stratégiat megalapozd T sejt sajatossagok egy része. 1975-ben allatkisérletes
rendszerben bizonyitottak, hogy a T sejtek hatékony tumorellenes immunvalaszat citotoxikus
és ,.helper” altipusaik szoros egylittmiikodése biztositja [34]. Kés6bb fény deriilt arra is, hogy
a CD8" citotoxikus T limfocitdk képesek a tumorszdvetben fennmaradva tobb tumorsejt
szekvencialis megtdmadasara, amit a CD4" helper T sejtek a citolitikus aktivitast és
perzisztenciat serkent6 citokinek, példaul IL-2 kibocsajtasaval timogatnak. Ennek hianyaban a
tumor infiltrald6 CD8" T sejtek idével valaszképtelenné, anergiassa valnak [35].

Rosenberg kutatocsoportja sikeresen izolalta ezeket a diszfunkcionalis TIL-eket, és IL-
2 tartalmu tenyésztOkozegben vald ex vivo szaporitasuk Utjan Gjraaktivalta tumorspecifikus
citolitikus aktivitdsukat. Az expandalt TIL-ekbol allo készitmények terapias hatékonysagat
1987-ben hét kiilonboz6 szolid daganatot modellez6 in vivo preklinikai vizsgalatban
monitoroztak. 15 nappal az adoptiv transzfert kovetden a TIL sejtek hétbdl 6t daganattipus
esetén sikeresen eliminaltak a mikrometasztazisokat [36]. A forradalmi eredmenyekre alapozva
human klinikai vizsgalatok indultak el, melyekben az autoldég tumorokkal szemben mutatott
aktivitas vizsgalatat kovetden a megfeleld specificitassal és citolitikus hatékonysaggal
rendelkez6 T sejt izolatumokat in vitro expandaltak, majd limfoablativ (limfocitakat eliminalo)
elokészitd kezelést kovetden IL-2 bevonadsa mellett intravénas Gton adtak vissza a betegnek (5.
abra) [37].

A TIL terépia I/l1-es klinikai vizsgalati szinten a metasztatikus melandémaban szenvedd
paciensek megkozelitéleg 40-72%-anal indukalt részleges, 40%-anal teljes tumor regressziot,
ami valodi attorést hozott az elérehaladott borrakban szenvedd betegek kezelésében [38]. Béar
a TIL-ek hatékonysaga jelentésen fellilmulja a megadozisu IL-2 kezelését, az els6 klinikai
felhasznalasra szant TIL készitmény, a lifileucel torzskdnyvi engedélyeztetése jelenleg is az
FDA elbiralasa alatt all [39]. Ennek oka elsdsorban a TIL terapias stratégia korlatjaira vezethet

vissza.

18



iy @ Biopszias mintavétel
\ a tumorszévetbél

’ .

Tumorszovet

@ Tumorszovet felapntasa
tenyésztése IL-2 jelenlétében

TIL terapia
1-2hét | ;580 112
« TIL Citokin kibocsajtas
" tl A > °,/ meghatarozésa
umorsej 2 ). TIL izolatum /)
lizise \ TC/ : > [ o
a ° & \j \‘ g
Tumorsejt sf \pMHC o ‘ = o _® @
£ ¢ IL-2 =
{0 4 ks
. ““TJ/ 1 4 ‘1/ @ TIL novekedés
| ll/77F?l SZO‘»"@I/V '(77/'/7}/@28 & 8 \ mon'«torozasa
TIL autoldg transzfere \
@ inflziéval, megadézisu ?«l:jtolélgtumOfseJtekkel
. edett lemez
IL-2 mellett Limfoablativ
kemoterapias . .
kezelés @ TIL izolacio, tumorspecifikus
aktivacio ellendrzése

5. &bra TIL sejtkészitmények elballitasa és adminisztracioja autolog transzferrel Rosenberg kutatocsoportjanak
melanomat célzé Klinikai kisérleteiben

A melanomas tumorszovetbdl vett biopszias mintat megtisztitottak, feldaraboltak, és 6000 IU/ml IL-2 jelenlétében
kulturaltak 1-2 héten keresztil. A tenyésztés soran monitoroztak a TIL populacio ndvekedését és sziikséges esetben
tovabbi IL-2-6t adagoltak. A felnové TIL sejtpopulaciokat izolaltak, és autolog tumorsejtekkel fedett
tenyésztéedényekben tesztelték tumorspecifikus aktivitdsukat. A pacienseknek limfoablativ kemoterdpias
kezelését kovetden egy dozisban kaptak meg a megfeleld reaktivitast autolog TIL sejtkészitményt, inflzid Gtjan,
megadadzisu IL-2-vel kombinalva [37].

A TIL-eken alapulo terapia rutin klinikai gyakorlatba vald beépiilését tobb tényez6 is
hatraltatja. A hatékony terdpids sejtkészitmény eldallitasanak feltétele megfeleld szamu,
lehetdleg tobbféle tumor neoantigénre specifikus T sejt jelenléte a tumorszovetben, ami magas
mutacios rataju daganatokra korlatozza a TIL-ek alkalmazéasi korét [5]. Szamos kutatécsoport
foglalkozik olyan diagnosztikai markerek keresésével, amelyekkel megbecsiilheté a TIL
stratégia varhat6 sikere, ugyanakkor a terdpids sejttermék eldallitasanak esélye még kedvezd
tumortipusok esetében is csak 75-85% kozé esik [40]. Ezaltal minden péciens esetén fennall a
kockéazat, hogy a kezelés nem megvalosithatd. Emellett a TIL alkalmazasahoz elengedhetetlen
IL-2 adagoldsa olyan salyos mellékhatasok kialakuldsdhoz vezethet, mint példaul az
érrendszerben kialakul6 folyadékvesztéssel jard kapillarisszivargas-szindroma, ami tdbbek
kozott oliguria (a kilritett vizelet mennyiségének csokkenése), ischaemias szivbetegség, illetve

nehézlégzés kialakuladsdhoz vezethet [41]. Tovabbi hatrany, hogy a TIL terapiak Utjaba is
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jelent6s akadalyt gordit a daganatok fokozott képessége a rezisztencia kialakitasara. Mivel a
TIL-ek hatdsmechanizmusa az MHC-n prezentalt tumor antigenek felismerésén alapul, a
expresszio [3] korlatozhatja a terapia hatékonysagat. A szervezetben ugyanakkor boségesen
rendelkezésre allnak aktiv — de nem tumorreaktiv — T limfocitak. Ezek atprogramozésa a
daganatok célzott megtdmadasara olyan megoldast kinal, ami potencialisan meghaladhatja az
Osszes eddig latott immunterapia sikerét.

111.2. CAR T sejt terapia

Az elmult évtizedek kiemelkedd klinikai elérelépése volt a CAR T sejt terdpidk
megjelenése. Ez egy olyan tokéletesen személyre és daganattipusra szabhato, ultraszelektiv és
specifikus stratégia, amely kombinalja az eddig bemutatott terapias rendszerek elOnyeit,
ugyanakkor kikiisz6boli azok hatranyait. Alapja a betegek T sejtjeinek genetikai mddositasa
egy szintetikus receptorral, amely a tumorspecifikus antigének célzott felismerését kdvetden
képes aktivalni a T sejtek effektor funkcioit [7]. A terapias eljaras fo 1épései a paciens T
sejtjeinek izolalasat, azok aktivalasat, illetve a kiméra antigén receptort kddold terapias
transzgen genomba integralasat és a CAR-t kifejez6 T sejtek autolog transzferét foglaljak
magukba (6. abra). A betegek a CAR T készitmény beadasat megel6zéen limfoablativ

kemoterapiaban részesiilnek, amely el6segiti a CAR T sejtek proliferaciojat a szervezetben [7].

Kezelés Generikus név Célantigén ORR [%0] CRR [%] | Hivatkozas
Rituximab CD20 57 14 [42]
mADb i
Obinutuzumab CD20 79 16 [43]
Axicabtagene ciloleucel CD19 91 60 [44]
CART i
Tisagenlecleucel CD19 86 69 [45]

1. tAbldzat mAb és CAR T sejt terapiak valaszaranya relapszalt vagy refrakter felnéttkori follikularis limfoma
kezelésében

CAR: kiméra antigén receptor; CRR: teljes valaszarany (complete response rate); FL: follikularis limféma; mAb:
monoklonalis antitest; ORR: objektiv valaszarany (objective response rate)

A CAR-ok antitest eredetii felismer6 régdja a mAb-okkal megegyezé célzott
specificitast kolcsonéz a T sejteknek, tumorvalaszuk azonban fellilmuilja az antitestek
kozvetitette ADCC hatékonysagat. Ezt tamasztjak ala azok a metaanalizisek, melyek a CAR T
sejtekkel, illetve monoklonalis antitestekkel kezelt relapszalt vagy refraktdlo felndttkori
follikularis limfomaban (Follicular lymphoma, FL) szenvedé betegek terapias valaszait
hasonlitjak dssze. A tanulmanyok egyértelmiien igazoltak, hogy a CAR T sejtes terapia objektiv

és teljes valaszardnya joval meghaladja a mADb kezeléssel elérhet6 tumorcsokkenést (1.
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tablazat).

Preklinikai modellek eredményei alapjan a CAR T sejtek kis szdmu sejtfelszini
tumorantigén mellett is képesek felismerni és eliminélni a daganatot, igy a mAb-oknal kevéshé
érzékenyek lehetnek az antigén expresszidjanak csdokkenése Gtjan kialakuld rezisztenciara [46].
A szolid daganatok indikaci6jaban elonyt jelenthet a két terapias hatoanyag -eltérd
biodisztribucidja: az antitesteknek csak igen kis része detektalhaté a tumorszdvetben a beadott
dozishoz viszonyitva [47], mivel az erek endotél sejtjeinek szoros kapcsolata fizikailag
korlatozza perfiizidjukat a daganat kornyezetébe. Ezzel szemben a CAR T sejtek megdrzik a
limfocitak extravazacios (erekbdl az extravaszkularis térbe torténé migrélas) képességét, és in

vivo szolid tumor modellekben igazoltan képesek behatolni a daganatos szdvetbe [27].

T sejt

AT sejtek izolélésa\ . @
és aktivécidja @ '
v ® g
o CAR-kédol6 gén

beliltetése a T sejtekbe
Periférias vér

CART sejt
.+ Tumorsejt s o
C?/y;@)o lizise C?;J terapia
2 e ek
Tumorseijt ‘i.}(_f’_

CART sejtek

Péciens szervezete szaporitasa
A CAR T sejtek célzottan
felismerik és eliminaljak \
a tumorsejteket \
Limfoablativ CART sejtek infuzidja a
kemoterdpias kezelés paciens vérkeringésebe

6. abra CAR T sejt terapias eljaras o lépései
A CAR T sejtek a TIL és ICI kezelésekkel dsszevetve is tobb szempontbdl kinalnak
kedvezObb terapias stratégat (7. abra). CAR tumorspecifikus és tumorasszocialt antigenek
széles spektrumdnak MHC fiiggetlen felismerését teszi lehetévé, miikodését tehdt nem
befolyasolja a TIL és ICI modalitdsokat korlatozé6 MHC restrikcio. Emellett a CAR T sejtek

forrasa a paciens periférias limfocitakészlete, ezaltal nem tamaszkodik a TIL és ICI kezelések
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hatékonysagat alapjaiban meghatarozd tumorreaktiv T sejtek jelenlétére. Végezetiil a korszerii
molekularis biologiai és sejttenyésztési modszereknek koszonhetden a terapias CAR T

sejtkészitmény eldallitasanak sikere a TIL-el szemben 99%-os [48].
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7. abra CAR T sejt terapia fobb elényei a mAD, TIL és ICI kezelésekkel szemben

CAR: kiméra antigén receptor; ICI: immunellenérzépont-gatlo; mAb: monoklondlis antitest; TIL: tumor infiltrald
limfocita

A CAR T sejtekben rejld potencial mar a klinikai tesztelés korai fazisaban kivivta a
tudomanyos tarsadalom elismerését: rangos Science folydirat 2013-ban az
immunellenérzépont-gatlok mellett a CAR T terapiakat nevezte meg az év attoréseként [49].
Az azota eltelt évtizedben a génmddositott immunsejteken alapuld kezelések a hematoldgiai
megbetegedések tekintetében tulszarnyaltak a varakozasokat, és immar hatféle CAR T terapia
Iépett be a mindennapok onkologiai gyakorlataba. A CAR T sejtek transzlaciés kutatasa
napjainkban a szolid tumorok kezelésére fokuszal, mely terlleten az igéretes preklinikai

eredmények ellenére nem tortént klinikai attérés.
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srevr

A CAR T sejteken alapuld immunterépia fejlesztése soran a mesterséges receptor
felépitése tobblépcsds evolucion ment keresztiil [7]. Az els6 generacioba tartozé CAR-ok
miikodése a receptor két legelemibb funkcionalis alegységére — a daganatsejtek membran
asszocialt tumorantigénjeit felismerd antitest tulajdonsagi ektodoménre, valamint a T sejtek
citotoxikus sejtvalaszat kivaltd, TCR eredetli effektor endodoménre — tdmaszkodott (8. abra).
Ez a konstrukci6 biztositotta a T sejt aktivaciohoz nélkiilozhetetlen antigénfiiggd elsé szignalt
(szignal 1); amely azonban nem bizonyult elegendének a hatékony terapias valaszhoz: bar in
vivo egérmodellekben ezek az elsé generacios CAR-ok képesek voltak tumorkontrollt
eredményez6 antigén-specifikus citotoxicitast és citokin felszabadulast indukalni [50],
korlatozott perzisztenciajuk reven I. fazisa Kklinikai kisérletekben nem valtottak ki érdemi
tumorcsokkenést [51]. Ennek oka, hogy a nativ T limfocitakhoz hasonléan CAR T sejteknek is
szlikseéguk van a kostimulacios receptorok biztositotta Il. szignélra citolitikus és proliferativ
képességeik teljes korti aktivalasahoz. A masodik generacios Kkiméra receptorok
endodoménjébe ezért a T sejtek valamely kostimulacids receptordnak jelatvivé doménje keriilt
beépitésre, mely addig nem latott, robosztus tumoreliminaciot és hosszi tavd talélést
kolcsonzott a CAR T sejteknek [7]. A stratégia klinikai attoréshez vezetett a hematologiai
megbetegedések kiillonbozo tipusainak kezelésében — a szolid tumorok indikaciojaban azonban
nem hozott jelentds elorelépést.

A kiilonboz6 tipusu kostimulatorok altal biztositott eltéré elonydok kombinaldsanak
reményében sziletett meg a CAR-ok két kostimulacios doménnel rendelkezé harmadik
generacioja. Preklinikai tesztelésiik soran megnovekedett perzisztenciat és tumorellenes
aktivitast mutattak [52], a kostimulacios domének szinergikus mitkodéséb6l fakadod fokozott
aktivacio azonban hatranyosnak bizonyult: a kidjulé (relapszal6) vagy egyéb kezelésre nem
reagalo (refrakter) B sejtes leukémiak indikécidjaban hatékonysaguk nem multa feliil a masodik
generacios CAR T sejtekét, ellenben alkalmazasuk gyakrabban vezetett sulyos mellékhatasok
kialakulasahoz [53]. A CAR T sejtek legfiatalabb, negyedik generacidja (T cells Redirected for
antigen-Unrestricted Cytokine-initiated Killing, TRUCK) a receptor expresszidja mellett
valamely, a tumor mikrokdrnyezetét (tumor microenvironment, TME) és a T sejtek miikodését
modulalo citokin kibocsajtasat is fokozzak, ezzel biztositva egy harmadik — ugynevezett citokin

— szignalt (szignal 111) a tumorellenes immunvalaszhoz (8. abra) [54].
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A kiméra antigén receptorok felépitése az egyes generaciokon belll is igen valtozatos,
¢s az alapvetd funkciondlis alegységek mellett a strukturalis megfontolasbdl beépitett régiok is
jelentésen befolyasoljak a muiikodésiiket. A leggyakrabban alkalmazott extracellularis
antigénfelismerd rész egy monoklonalis antitest konnyt (VL) és nehéz (VH) lancat tartalmazé
egylancu variabilis fragmens (single chain variable fragment, scFv). A CAR scFv szamos
azonos specificitassal, de eltérd antigénkotési erdsséggel (affinitds) rendelkezd antitestbdl
szarmazhat. A magas affinitasi scFv noveli a kontaktfelszinre gyiilekez6 CAR-ok Aaltal
felépitett immunoldgiai szinapszis (IS) stabilitdsat a daganat megtamadasa folyaman, ezek a
CAR T sejtek azonban a célzott tumor asszocialt antigént kis mértékben expresszalo egészséges
szoveteket is karosithatjak, ami az Un. ,,on target off tumor” mellékhatds kialakulasahoz
vezethet [55]. Az scFv-ken talmutatéan egyéb felismeré domének sikeres preklinikai
tesztelésére is sor kerdlt, mint a glioblasztoma specifikus klorotoxin [56] és az UniCAR,
melynek streptavidin eredetii extracellularis doménje egy biotinilalt linker molekulan keresztiil

képes a specifikus tumor célponthoz kétédni [57].

VH . generacié  Il. generacio ll. generécio IV. generacicé
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8. abra A kiméra antigén receptorok alapvet6 szerkezete és generacioi

CAR: kiméra antigén receptor; Kostim.: kostimulaciés domén; mAb: monoklonalis antitest; scFv: egylancu
variabilis fragmens; TCR: T sejt receptor; TM domén: transzmembran domén

A CAR molekula szerkezetének rovid, de funkcionalisan igen jelentds épitdelemei az
extracellularis antigénfelismerd és intracellularis effektor domének kozott elhelyezkedd hinge
(més néven spacer vagy linker) és transzmembran (TM) alegységek (9. &bra). El6bbi az
antigénfelismer6 egység rugalmassigaert, utobbi a receptor stabil membranbeli

expresszidjanak biztositasaért felelés. A legelterjedtebben alkalmazott hinge-ek 1gG1, 1gG4,
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CD8 vagy CD28 eredetlick, mig a TM domén jellemzéen a CD8, CD4 vagy CD28
receptorokbdl szdrmazik [55]. Funkcionalis hatdsaik tekintetében a hinge hosszanak és
rugalmassaganak novelése segiti a CAR hozzaférését a nehezen elérhetd tumor epitdopokhoz,
fontos ugyanakkor, hogy a CAR T limfocita és a daganatsejt kdzotti fizikai kapcsolat kelléen
szoros maradjon ahhoz, hogy az aktivacids jelatvitelt gatld T sejt szabalyozdk kiszoruljanak az
immunologiai szinapszisbol [55]. A TM régié f6 funkcidjan tulmutatéoan a kiméra receptor
spontan vagy stimuldcié hatdsara bekovetkezd dimerizacidjat indukalhatja, ami kedvezden hat
az IS felépitésének hatékonysagara és a korai aktivacio jelatvitelére [55]. Az IS
Osszeszerelodésének dinamikaja és stabilitasa kulcsfontossagi a citolitikus T sejt valasz
lefolyasaban, és egyes korrelativ elemzések szerint megjésolhatja a CAR T sejtek terapias
hatékonysagat [58].
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9. abra A CAR ¢épitéegységeinek fobb dsszefiiggései a CAR T sejt funkcionalis mitkodésével

Az illusztrativ mikroszkopias felvétel zold fluoreszcens fehérjevel (Green fluorescent protein, GFP) flzionalt
kiméra antigén receptorokat kifejez6 (zold jel) Alexa Fluor 647 konjugalt anti-human TCRo/f antitesttel jel6lt
(voros jel) CAR T sejteket abrazol a specifikus antigént hordozé tumorsejt megtamadasa kdzben. A kép eléallitasa
soran optikai szeletelést és 3D rekonstrukciot alkalmaztunk, a kép Airyscan szuperrezollcios felvételi
Uzemmadban készlt.

CAR: kiméra antigén receptor; CM: centralis memoria; EM: effektor memdria; scFv: egylancu variabilis fragmens;
TAA: tumor asszocialt antigén

Az scFv antigén felismerését és az IS kialakulasat kovetden a CAR-ok intracellularis
effektor doménje kozvetiti a T sejt aktivacidhoz nélkiilozhetetlen elsd szignalt. Az effektor

alegység a CAR tobbi épitdeleménél kevésbé valtozatos, leggyakrabban a TCR komplex CD3(
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lancabol szarmazik [55]. A legtébb CAR CD3z alegysége harom, Ugynevezett immunoreceptor
tirozin-alapu aktivaciés motivumot (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM)
tartalmaz, amelyeket — a nativ TCR-¢l megegyez6en — az aktivacié sorédn a limfocita specifikus
protein tirozin kinaz (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, Lck) foszforilal. A
szignalizacios kaszkad tovabbi lépései nagy hatékonysaggal inditjak el a transzkripciohoz,
proliferaciohoz és citotoxikus T sejtvalaszhoz vezetd foszfatidilinozitol és tirozinkindz
jelatviteli Gtvonalakat [55]. A fent mar leirtaknak megfeleléen a masodik és harmadik
generaciobdl szarmazé CAR-ok egy, illetve két kostimulator endodoménje a transzmembran-
és a CD3z szignaldomén kozott helyezkedik el. Ezek jellemz6en az ICOS, CD28, 41BB vagy
0OX40 molekulakbdl szarmazhatnak, klinikai indikacidja ugyanakkor egyedill a CD28 és 41BB
CAR-oknak van [55]. Mindkét kostimulacios domén erételjes proliferacios, talélési, és
aktivacios szignalt biztosit a CAR T sejtek szamara, azonban eltér6 modon moduldljak az
effektorvalasz kimenetelét (9. abra).

A CD28 jelatvitele elnyomja a mitokondrialis biogenezist igy a sejt energiaforrasanak
nagy részét glikolizissel allitja eld, mig a 41BB CAR T sejtekben a mitokondriumokban zajlé
oxidativ foszforilacié dominal [59]. Ennek funkcionalis kdvetkezménye a CD28 eredetii
kostimulacio robusztus, nagy hatekonysagu citotoxikus valasza, amelyben a CAR T sejtek
gyorsan kimerilnek, és rovidebb ideig perzisztald effektor memoria sejtekké differencialodnak
[59]. Ezzel szemben a 41BB kostimulator endodomén altal kozvetitett citolizis kevéshé
intenziv; ugyanakkor a 41BB CAR T sejtek hosszabb ideig maradnak fenn kézponti (vagy mas
néven centralis) memoria alcsoportként [60].

Az extracellularis domén, illetve a transzmembran alegység hatasa tehat jol ismert a
daganatellenes CAR T sejtes immunvalasz korai eseményeit befolyasolé molekularis
interakcidkra, mig az intracellularis effektor domének eltéré szerepe a CAR T sejtek hossza
tavu aktivitdsanak tekintetében keriilt mélyrehaté feltarasra (9. abra). Kevés informacio all
ugyanakkor rendelkezésre a leggyakrabban alkalmazott CD28 és 41BB kostimulatorok
lehetséges hatasar6l az immunoldgiai szinapszis felépilésére. Egy tanulmany szignifikans
Osszefiiggest tart fel a masodik generdcios CD28 és 41BB CAR-ok alkotta IS mindsége és a
tumorvalasz hatékonysaga kdzott a hematologiai megbetegedéseket célz6 CAR T sejt terapiak
kontextusaban [61], indikéalva, hogy a kostimulacios domének a hosszl tavi effektorvalasz
modulalasat megeléz6en mar a CAR T sejtek korai aktivaciojara is eltérd hatéast

gyakorolhatnak.
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111.2.2. CART sejtkészitmények eléallitasa kutatasi célra

A kisérleti célra felhasznalt CAR T sejtek eldallitasanak elsé 1épése a periférids vér
mononuklearis sejtjeinek (peripheral blood mononuclear cell, PBMC) izolalasa egészséges
donorok vérébdl, melyet a T sejtek osztddasanak indukalasa kovet (10. dbra). Ehhez a T
sejteknek harom szignalt kell kapnia. Az antigén specifikus elsé szignalt jellemzéen a
TCR/CD3 komplex epszilon alegységének stimulalasaval hozzék Ilétre. A masodik,
kostimulacios szignalt a CD28 membranfehérje aktivalasaval biztositjak. A T sejtek teljes
aktivaciojahoz elengedhetetlen harmadik citokin szignalt az IL-2, IL7 és IL15 citokin
szupplementécié szolgéltatja [62]. Az aktivalt és expandalt T sejtek genomjaba
legelterjedtebben gamma-retroviralis és lentiviralis génbeviteli mddszerek segitségével
integréljak a CAR-t kodolo transzgént. Mindkét modszer nagy hatékonyan alkalmazhaté a T
sejtek permanens génmodositasra. A kizardlag oszt6do sejteket megfert6zd retrovirusokkal
szemben a lentivirusok képesek a nyugvo sejtek genetikai modositasara is, és a klinikai
Kisérletek egy részében kedvezObb terapias valaszt biztositottak a retroviralis transzdukcios
rendszereknél [63].
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10. abra Kisérleti célra felhasznalt CAR T sejttermék eldallitasanak sémaja

A funkcionalis viralis vektorok eléallitdsahoz egy tin. csomagold sejtvonal sziikséges,
melyre a human embrionalis vese (Human embryonic Kkidney, HEK) 293T sejtvonalat

alkalmazzak. A teljes viralis vektor felépitéséhez a kiméra antigén receptort, illetve a virusok
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mitkodéséhez nélkiilozhetetlen polimerdz enzimeket és virdlis burkot kodold plazmidok
egyidejii transzfektdlasa sziikséges. A csomagolosejtekben ezt kovetden felépiilnek a
funkcionalis pszeudovirus vektorok, melyek immar felhasznalhatdak a limfocitak
génmodositasara [64]. A géntranszfer serkenthetdé a human fibronektin eredetli RetroNectin
reagenssel, ami a T limfocitdk és a viruspartikulumok egyidejii megkdtésével jelentdsen
fokozza a transzdukcié hatékonysagat [65]. A pszeudovirus a T sejtek megfertézése soran
atadja a CAR-t kddold genetikai informéaciot, mely a genomba beépilve biztositja a kiméra
antigén receptor stabil expresszidjat a sejtmembranban. A nem-viralis génbeviteli mddszerek
kdzil tobbek kdzott a Sleeping Beauty [66] és a PiggyBac [67] transzpozon rendszert tesztelték
CAR T sejtkészitmények eldallitasara. A CAR T sejteket a transzdukcios lépést kovetden
citokinek jelenlétében a megfelelé sejtszam eléréséig expandaljak, majd a transzdukcid
hatasfokanak ellendrzését kovetden felhasznalasra keriilnek.

A CAR T sejtek eldallitasanak bizonyos Iépései jelentdsen befolyasoljdk a heterogén
sejttermék differencialtsaganak fokat, melynek f6 stadiumait a naiv (Tn), centralis memoria
(Tcwm), effektor memaria (Tem) és termindlis effektor (Tte) T sejtek képviselik. A CAR T sejtek
eloallitdsa megkoveteli az izolalt T limfocitdk expandalasat, amely egyben a sejtek
proliferativ kapacitasuk fokozatosan csokken a naivtol a terminalis effektor fele mutato
atalakulasuk soran (11. abra). A Tte fenotipust sejtek, bar robosztus citotoxikus aktivitassal
birnak, tovabbi expanziora mar nem képesek, igy idovel apoptozis utjan elpusztulnak, vagy
mitk6désképtelen , kimeriilt” fenotipust vesznek fel [68]. A T sejtek ex vivo szaporitdsa soran
alkalmazott stimulacids- és tenyésztési koriilmények eltéréen befolyasoljak a differenciacio

sebességét, ezaltal megszabjak az elkesziilt a sejttermék fenotipusprofiljat [62].

Periférias T sejtek . . . 1 i
J T sejt stimulacid, kulturélés CART sejtek

Fenotipus dsszetétel Fenotipus dsszetétel

Tem Tem
~0-0-C

Tulélés, proliferacié

Citotoxicitas

11. abra A CAR T sejtek eldallitasa soran alkalmazott stimulacios és sejttenyésztési protokollok megszabjak a
differenciacio sebességét, és ezaltal a sejttermék fenotipus profiljat

Tn: naiv-; Tewm: centrélis memoria-; Tem: effektor memoria-; Tre: termindlis effektor T sejt
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A CAR T sejtek dsszetételének tovabbi fontos szempontja a CD4" segit6 (,helper”) és
CD8" citotoxikus limfocitdk aranya, mely 0sszefliggést mutatott a CAR T sejtek
tumorvalaszaval. Szinergikus aktivitasuk soran az erételjes citolitikus képességekkel
rendelkez6 CD8" CAR T sejtek proliferaciojat, tulélését és effektor funkcidjat a CD4* CAR T
sejtek citokinek kibocsatasaval timogatjak [62]. A T sejtek ex vivo tenyésztéseének korilményei
a CD4*/ CD8" eloszlast is befolyasolhatjak [62].

A T sejt differenciacié sebessége csokkenthetd az intenziv CD3, illetve CD28
stimulacidhoz képest, alternativ jelatviteli utvonalak aktivalasaval. A human fibronektinbdl
szarmazo RetroNectin elsdsorban a virdlis géntranszfer hatékonysaganak fokozasara
hasznalatos, azonban a VLA-4/5 integrin receptorokhoz val6 kapcsolddasan keresztiil a T sejtek
aktivalasara is alkalmas. GD2 és CD19 specifikus CAR T sejtek eléallitdsa soran az anti-CD3
és RetroNectin altali kombinalt stimulacié a Tn és Tcwm fenotipus dusulésat eredményezte a
sejtkészitményben, valamint a CD8" T sejtek apoptozisanak gatlasan keresztiil a novelte
citotoxikus alpopulacio aranyat az in vitro expanzié ideje alatt [69], és az adoptiv transzfert
kovetden [70]. Az expanziot indukald aktivacios jel mellett a ndvekedést serkentd citokinek
megvalasztasa is hatassal lehet a CAR T sejttermék differenciacios karakterisztikajara. Klinikai
kisérleti rendszerekben leggyakrabban az IL-2 hasznalatos, amely azonban felgyorsitjaa T sejt
differenciaciot és csokkentia CAR T sejtek perzisztenciajat. Ezzel szembenaz IL-7/IL-15 alapu
expanzids protokoll az 1L-2-nél magasabb fokd aktivaciot és proliferaciot nydjt, és a T sejtek

A CAR T limfocitak atalakulasa a beadast €s a célzott tumorsejtek felismerését kvetden
tovabb folytatodik, melyre ekkor mar a kostimulaciés domének szignalizacidja is hatast
gyakorol (lasd CD28, 41BB jelatvitel hatasa a hosszu tavu effektorvalaszra, 9. bra). A B sejtes
leukémidk kiilonbozd tipusainak indikéciojaban mind preklinikai, mind klinikai vizsgélatok
kimutattak, hogy a kevésbé differencialodott, Tn és Tcwm Sejteket nagyobb aranyban tartalmazo

CAR T sejttermékek rendelkeznek a legkedvezdbb tumorellenes hatékonysaggal [62].
111.2.3. CAR T sejtkészitmények eléallitasa terapias felhasznalasra

A klinikumban alkalmazott CAR T termékek eldallitasa a paciens periférias
mononuklearis sejtjeinek aferezisével és a gyartasi folyamat helyszinére vald szallitasaval
kezdédik. Ezekben a korszerli sejtterapids centrumokban elterjedt az olyan automata
bioreaktorok hasznalata, mint a Sefia™ Cell Processing System, illetve a CliniMACS Prodigy®,
ezek segitsegevel a T sejt izolalastol a végsé formulalasig minden 1épés egy késziilékben, zart

rendszerben, a ,jo6 gyartasi gyakorlat” (Good manufacturing practice, GMP) szabvanyainak
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megfeleld korilmények kozott végezhetd el. A T sejt stimulacio és a génbeviteli eljarasok
tekintetében tobbféle protokoll ismert. Az anti-CD3 és anti-CD28 stimulaciot alkalmazé
gyartastechnologiak kozil a Kymriah® (Tisagenlecleucel) és Breyanzi® (Lisocabtagene
maraleucel) sejtkészitményekbe lentiviralis [72,73]; a Tecartus® (Brexucabtagene autoleucel)
termékbe retroviralis vektorokkal integraljak a CAR-t kddolo transzgént [74]. A kész termék
szigorti mindségellendrzést kovetden a sejtek életképességét megdrzo krioprezervativ oldatban
lefagyasztasra keriil, majd elszallitjak a beteg kezelését végz6 gyodgyaszati kbzpontba. A teljes
folyamat az aferezis pillanatatol a CAR T sejtek beadasaig jellemz6en 21-35 napot vesz igénybe
[7].

A CAR T sejttermékek idedlis Osszetételére vonatkozd alapkutatasi eredmények
nyoman klinikai oldalon is jelentds erdfeszités iranyul a kevésbé differencialt T limfocita
populaciot eredményezd expanzids eljarasok implementalasara. Ujkeleti stratégia a
foszfoinozitid 3-kindz inhibitorok adagolasa a sejttenyésztesi folyamat soran, ami jelent6s naiv
és memoria fenotipusi T sejt tobbletet biztosit a készitményben [75]. A Tecartus®
gyartastechnoldgidja specialis limfocita dusito eljarast alkalmaz a PBMC izolatumot szennyezd
keringd tumorsejtek eltavolitdsara, megakadalyozva a T sejtek nem kivant aktivacidjat,
klinikai Iéptékii szelekcidja a jol ismert és széles korben alkalmazott un. magnesesen aktivalt
sejtvalogatason (Magnetic-activated cell sorting, MACS) alapul. A Breyanzi® gyartasara
alkalmazott CliniMACS Prodigy® rendszerben antitestekkel boritott méagneses gyongyok
segitségével kivalogatjak a CD4" és CD8" sejteket, és 1:1-re allitjak be aranyukat a CAR T
termékben [76]. Az Abecma® protokollja a CD4" altipus dusitasara iranyul, igy a késztermék
atlagosan 85% CD4" illetve 13% CD8* CAR T sejtet tartalmaz [77].

A CAR T sejtterapiak klinikai fejlesztésének tovabbi prominens agat képviselik a
gamma/delta (y/8) T sejteken alapuld sejtkészitmények. Esetiikben a hagyomanyosan
alkalmazott o/f T sejtekhez képest csokken a Graft-versus-Host betegseg (GvHD) kockazata,
emellett a kiilonboz6 daganatokban gyakori stressz-indukalt molekuldk széles skalajat
felismerik, ami potencidlisan szélesebb korli alkalmazhatosagot kinal a kiilonbdzd raktipusok
kezelésében. Ugyanakkor a y/6 T-sejtek izolalasa és expanzidja nagyobb kihivast jelenthet az

a/B T sejtekhez képest, ami hatraltatja az elterjedésiiket [78].
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111.2.4. A CART sejt terdpiak a klinikumban — hematoldgiai megbetegedéesek

A nativ, ugyanakkor malignus B sejteteken is expresszalodd CD19-re specifikus
masodik generacios CAR T sejtek az elmdlt évtizedben lezajlott masodik fazisu klinikai
tesztekben a B sejtes akut limfoid leukémiaban (B-cell Acute lymphoblastic leukaemia, B-
ALL) 81%-os [72], a diffaz nagy B sejtes limfomaban (Diffuse large B cell lymphoma,
DLBCL) 54%-0s [48], a kopenysejtes limfémaban (Mantle Cell lymphoma, MCL) 67%-0s
[79], a follikularis limfémaban (Follicular lymphoma, FL) szenved6 pacienseknél 69%-0s [45]
teljes valaszaranyt értek el. Ezek a forradalmi eredmények paradigmavaltast hoztak a
hagyomanyos terépiakkal szemben rezisztens, relabalo/refraktalo (relapsed or refractory, R/R)
hematoldgiai megbetegedések kezelésében. A klinikai kisérletek sikerei nyoman az amerikai
gyogyszerbiztonsagi hatosag mara negyféle CD19 specifikus CAR T terapia szdmara adta meg
a torzskonyvi engedelyt (2. tablazat). Ezek koziil ketté CD28, ketté 41BB kostimulaciot vesz
igénybe. Mind a négy terméket masodvonalban alkalmazzak sikertelen elsd vonalbeli terapiat
kovetden.

A B sejtes leukémiakat és limfomakat célz0 CAR T kezelések hosszi tavd
hatékonysaganak és biztonsagossaganak tekintetében mara elérhetéek olyan metaanalizisek,
melyek tobb vizsgalat adatainak ©sszegzesevel vonnak le statisztikailag megalapozott
kovetkeztetéseket. 38 Klinikai kiserlet ©sszesen 2134 péaciensének adatait feldolgozé
szisztematikus metaanalizis az R/R B-ALL indikacidjaban 70, 56 és 44%-0s 1, 2 és 5 éves
median Osszesitett talélési aranyt, valamint 53, 42, illetve 35%-0s medidn eseménymentes
tulélési aranyt mutatott ki. Az 6sszesitett objektiv valaszarany 76% volt, a terapiara valaszold
betegek koziil 98% érte el a teljes felépiilést jelentd minimalis rezidudlis betegség (minimal
residual disease, MRD) negativ remissziot [80]. Az analizis jelentés eltérésre hivta fel a
figyelmet a CD28 és 41BB kostimulacio hatdsaban: a CD28 CAR T sejtek atlagosan 58%-0s
Osszesitett objektiv valaszaranyt és 90%-0s MRD-negativ remissziot eredményeztek, mig a
41BB CAR T termékek esetén ezek az értékek 78, illetve 99%-nak adodtak.
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. ) f e Intracellularis Indikécié (FDA
Generikus név Gyari név Célantigén e e , . L
jelatvivé domének engedélyezés éve)
: Kymriah® CD19 41BB-CD3 B-ALL (2017),
Tisagenlecleucel Y g DLBCL (2018), FL (2022)
Axicabtagene Yescarta® CD19 CD28-CD3( DLBCL (2017), FL (2021)
ciloleucel
Brexucabtagene Tecartus® CD19 CD28-CD3( MCL (2020), B-ALL (2021)
autoleucel
Lisocabtagene Breyanzi® CD19 41BB-CD3( DLBCL (2021)
maraleucel
Idecabtagene Abecma® BCMA 41BB-CD3( MM (2021)
vicleucel
Ciltacabtagene Carvykti® BCMA 41BB-CD3( MM (2022)
autoleucel

2. tablazat: Az FDA torzskonyvi engedélyével rendelkezé CAR T sejt terapiak.

BCMA: B sejt maturacios antigén; B-ALL: B sejtes akut limfoid leukémia; DLBCL: Diffuz nagy B sejtes limfoma;
FL: Follikularis limfoma; MCL: Kopenysejtes limfoma; MM: Mieloma multiplex

A legujabb eredmények alapjan a masodik generacios, 41BB kostimulaciét alkalmazo
CAR T sejt terapiak a mieldma multiplex (MM) kezelésében is klinikai attorést hoztak. Ezek a
kiméra receptorok a csontveldben felszaporodoé rosszindulata plazmasejtek B sejt maturacios
antigenjét (B-cell maturation antigen, BCMA) ismerik fel. Az FDA torzskényvi engedélyével
rendelkezd Abecma® illetve Carvykti® készitményeket (2. tablazat) olyan relabalt/refrakter
mieloma multiplexben szenvedd felndttek kezelésére alkalmazzak, akik kordbban legalabb
négyféle terapiaban részesiltek, és a betegségik sulyosbodott az utolsé kezelés dta. Az
Abecma® hatékonysagat felmérd eddigi legnagyobb szabasu klinikai kisérlet (KarMMa) 13,3
honapos median utankdvetési id6 mellett a 128 vizsgalt beteg 73%-anal mutatott ki részleges,
33%-anal teljes terapias valaszt. A median progressziomentes tulélés a teljes betegcsoportban
8,8 hdnap, a teljes valaszt ado betegeknél 20,2 hénap volt [81]. A 419 Carvykti®-vel kezelt
pacienst magaba foglalo6 CARTITUDE-4 kohortban 15,9 honap elteltével a betegek 84%-a
reagalt kedvezéen a kezelésre, és mintegy 73%-uknal teljesen eltiintek a daganatos betegség
jelei [82]. Egy szintén jelentés klinikai kisérletben a paciensek aferezis termékének 0sszetételét
az Abecma® kezelést kovetd hosszi tavil remisszidval korrelaltattak. Szignifikansan tébb naiv

és korai memoria CD4" illetve kevesebb szenescens (inaktiv, kimeriilt) CD8" T sejtet
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tartalmazott azon betegek kiindulasi PBMC izolatuma, akik 18 hdnapnal tartésabb remisszioba
kerlltek. A kiindulasi sejtpopulacio kedvezd Osszetétele funkcionalisan aktivabb CAR T
sejttermékeket eredményezett a beadas el6tti in vitro tesztek tantséga szerint, ami szintén
korrelalt a tartds remisszidval [83].

A CAR T sejt terapidk sikere ugyanakkor nem egyOntetli: a hematologiai
megbetegedések koziil a kronikus limfoid leukémia (CLL) és a T sejtes akut limfoid leukémia
(T-ALL) indikaciojaban egyelére csak részsikerek lathatéak. A kronikus limfoid leukémia
CD19 specifikus CAR T sejtekkel valo kezelését el6szor 2010-ben tesztelték az amerikai
Pennsylvaniai Egyetemen, igéretes eredményekkel: a terdpia két relabalt/refrakter CLL-ben
szenved$ paciensnél immar tobb mint tiz éve tartd teljes remissziot ért el [84]. A CAR T
limfocitak citotoxikus képességekkel rendelkez6 CD4" sejtek formajaban még 2022-ben is
kimutathatéak voltak a betegek vérében. A klinikai tesztelésbe bevont paciensek szamanak
novekedése folyaman azonban ritkan volt megfigyelhetd hasonld mértékii siker. Napjainkig
tobb mint 100 CLL beteget kezeltek anti-CD19 CAR T sejtekkel, de az objektiv valaszaranyok
nagy spektrumon, 0-67% kozott szérnak, igy a terapias eljaras tovabbi optimalizaciora szorul
[85].

A jellemzéen rendkiviil agressziv T-ALL megbetegedéssel szemben jelenleg egyediil a
jelentds kockazatokkal jard allogén Gssejt-transzplantacio képvisel kurativ alternativat. A T
sejtes akut limfoblasztos leukémiat hatékonyan elimindlé CAR T kezelésre tehat nagy sziikség
lenne, azonban a malignitas T limfocita eredete szamos akadalyt allit a stratégia Utjaba.
Amennyiben a CAR specifikus célantigén nem csak a radkos T sejtek, hanem az aferezissel
szelektalt T sejtek és a normal keringd T sejtek felszinén is kifejezodik, a CAR T sejtek egymast
(,.fratricide™) illetve a fiziologias T limfocitakat is megtamadhatjak, ami a T sejtek eltiinéséhez
vezet (,,I cell aplasia”). Tovabba a PBMC izoldtumban fennmaradhatnak malignus T
limfocitak, melyek transzdukciojaval a kesztermékben ,,CAR tumor T sejt” szennyezés jelenik
meg. Ezek beadasa a betegnek belathatatlan, sulyos mellékhatasok kialakulasaval jarhat. A
transzlacios kutatasban intenziv erdéfeszités iranyul e hatranyos mechanizmusok lekiizdésére,

illetve megfeleld célpontot nyUjto antigének azonositasara [86].

111.25. CAR T sejt terapidk a klinikumban — szolid tumorok

A CAR T sejtek forradalmi sikerei a szolid daganatokkal szemben torténé alkalmazas
felé is utat nyitottak, ezek azonban joval Gsszetettebb célpontot jelentenek a hematolégiai
megbetegedéseknél. A terapias stratégia implementalasat szamos akadaly neheziti. Ezek kdzé

tartozik, hogy a szervekre lokalizalt daganatokban ritkan all rendelkezésre olyan tumor
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asszocialt antigén, ami kellden specifikus célpontot jelent a CAR T sejtek szamara. Ez kdnnyen
a mar korabban emlitett ,,on target, off tumor” mellékhatas kialakulasahoz vezet. Tumor oldalon
a T sejt effektor funkcidt gatolhatjak kiilonb6z6 immunellenérz6 pontok [87]. Tovabba gyakori,
hogy a génmaodositott T sejtek expanzidja és perzisztenciaja a tumorszévetben nem elégséges a
hatékony tumorlizis kivaltdsahoz [88]. Ezen akadalyok ellenére vilagszerte megkozelitéleg 200
CAR T sejtes klinikai vizsgalat zajlik a legkiilonb6zobb szervekre lokalizalt (agy,
hasnyalmirigy, tiidé, nyeldcsd, gyomor, emld, vastagbél, és petefészek) szolid tumorokkal
szemben. A tébb mint 50 féle vizsgalt antigén kdzil kiemelkedik a glipikan-3 (Glypican-3,
GPC3), GD2 illetve HER? sejtfelszini TAA-kat célz6 CAR T terapiak jelentésége.

A GPC3 a majrak egy fajtajaban, a hepatocellularis karcinmaban (Hepatocellular
carcinoma, HCC) fokozott expressziét mutato sejtfelszini glikoprotein. Az egészséges szévetek
koziil csak a gyomor mirigyek, vesetubulusok ¢és here csirasejtek esetén volt megtigyelhetd kis
mértéki kifejezdédése [89], igy megfeleld célpontot nyujt a CAR T sejtek szamara. A GPC3-
CAR T sejt terapia biztonsagossagat ¢és hatékonysagat elséként felmérd klinikai kisérletbe 13
GPC3-pozitiv HCC-ben szenved6 beteget vontak be [90]. A terdpiat mind a 13 beteg jol
tolerdlta, de csak 1 paciensnél jelentkezett tumorellenes immunvalasz. Ezt kovetéen az
expanzié es perzisztencia fokozasanak céljabol IL-7 és CCL19 citokineket termeld
harmadik/negyedik generacios GPC3-CAR T (két kostimulaciés doménnel rendelkezd
TRUCK) sejtek tesztelésére keriilt sor elérehaladott HCC-ban szenvedd betegek elsé fazisu
klinikai vizsgalataban. A stratégia rendkivil hatékonynak bizonyult, 30 nappal az
intratumoralis injekciot kovetéen a GPC3-TRUCK T sejtek teljes mértékben eradikaltak a
tumort [91].

A diszialogangliozid (GD2) glikolipid a neuroblasztéma, melanéma és oszteoszarkoma
sejtek felszinén fokozottan kifejez6d6 tumor asszocialt antigén [92]. Az amerikai Baylor
College of Medicine klinikai vizsgalataban 19 neuroblasztomas beteg kapott GD2 specifikus
CAR T sejteket, és a terapiat kovetden harom esetben komplett remissziot tapasztaltak [93]. A
klinikai teszt ezen kivul 6sszefuggést mutatott ki a CAR T sejtek kedvez6 hosszu tava in vivo
perzisztenciaja és az az infundalt termék nagyobb arany( CD4" valamint Tcwm tartalma kozott.
A GD2 specifikus CAR T terapiakhoz kapcsolodik az eddigi legeredményesebb klinikai kisérlet
a szolid tumorok indikécidjaban. Az olaszorszagi Bambino Gesu Gyermekkdrhdzban CD28 és
41BB kostimulaciot alkalmazd harmadik generacios GD2-CAR T sejtkészitménnyel kezeltek
Osszesen 27 neuroblasztomas gyermeket [94]. A CAR Kkonstrukcio tartalmazott egy dn.
,.biztonsagi kapcsolot” (,,safety switch”). Ennek segitségével azonnal indukalhato a CAR T sejt

apoptozisa a kezelésbol fakadd toxicitas fellépése esetén, igy kivédhetdvé valt a harmadik
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generaciés CAR T sejtek fokozott aktivitasaval jaro kockézat. A biztonsdgi kapcsolot a
vizsgalat soran egyetlen esetben aktivaltdk, ami a terdpias sejtek gyors eliminécigjat
eredményezte. A GD2-CAR T limfocitak jo1 mérhet6 in vivo expanziét mutattak: 27 betegbdl
26 periferias véreben kimutathatok voltak az infuziot koveté 30 honapban. A terapia rendkiviil
hatékony tumorvéalaszt eredményezett. 17 gyermek jol reagélt a kezelésre, koziuluk 9-nél teljes,
8-ndl részleges valasz alakult ki. Az ajanlott terapias dozisban részesiil betegek 3 éves teljes
tulélése 60%, eseménymentes talélése 36% volt.

A legkorébbi és a mai napig leggyakrabban vizsgalt terapias célpont a HER2, mely
fokozottan expresszalodik tobbek kozott emld, tiidd, gyomor, vastagbél, glia €s hasnyalmirigy
tumorsejtek felszinén [14]. Az igéretes preklinikai eredmények nyoman a HER2-CAR T
terapiat elsoként egy metasztatikus vastagbél karcinomat célzo klinikai vizsgalatban teszteltek
[1]. A kezelés soran magas dozisu harmadik generacios CAR T sejteket alkalmaztak. A terapias
sejtek infazidjat kovetd 15 percen beliil kezelhetetlen ,,citokin vihar” 1épett fel egy 39 esztendds
betegben, azonnali halalahoz vezetve. Ez a sajnalatos esemény tobb éven keresztil hatraltatta a
HER2-CAR T sejtek klinikai vizsgalatat, ujabb teszteléseik soran pedig immar alacsonyabb
dozis, és biztonsagosabb masodik generacios CAR konstrukcio volt hasznalatos.

Egy I. fazisu klinikai vizsgalatban 11 elérehaladott hasnyalmirigy, illetve epetti rakban
szenvedd beteget kezeltek 41BB kostimulaciot alkalmazé, méasodik generacios HER2-CAR T
limfocitakkal [95]. A CAR T készitményekben jelentés Tcm tobbletet és igen Kis szami Tem
sejtet mutattak ki, mig a CD4" és CD8" limfocitak eloszlasa kiegyenstlyozottnak bizonyult. A
paciensek a CAR T sejtek infuzidjat megelézden limfoablativ el6készitd kezelést kaptak.
Kedvez6 eredménynek szamit, hogy csak egy esetben 1épett fel sulyos mellékhatés, azonban
részleges tumorvalasz is csupan egy betegnél volt megfigyelhetd.

Szintén 1. fazisa, 17 eldrehaladott HER2-pozitiv glioblasztomaban szenvedd beteg
bevonasaval végzett klinikai vizsgalatban CD28 kostimulalt masodik generacios HER2-CAR
T limfociték infuzioja jol toleralhatd volt a kezeléssel Osszefliggd sulyos toxicitasok fellépése
nélkiil [96]. A 16 értékelhetd beteg koziil 1 esetben a részleges valasz tobb mint kilenc honapig
tartott, 7-nél a tumorprogresszio nyolc hét és 29 hénap kdzott stabilizaldédott, 8 beteg daganata
azonban terapiat kovetéen tovabb novekedett. A CAR T sejtek szama a vérben folyamatosan
csokkent, 18 honap mulva pedig teljesen eltiintek. Ebb6] arra lehetett kovetkeztetni, hogy
beadast kdvetden a terapias limfocitdk nem expandaltak, hanem kozel egy évig tuléltek. Ehhez
feltételezhetGen hozzajarult, hogy a sejtterapids készitmény Kkizarolag CD8* sejteket

tartalmazott.
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A HER?2 specifikus CAR T sejt terapidval a publikalt adatok alapjan ezidaig egy paciens
teljes felépulését sikerllt elérni. Egy refrakter, csontattéteket add lagyrészszarkomaban
szenved6 gyermek harom ciklusban részesilt CD28 kostimulaciot alkalmaz6 HER2-CAR T
sejtes kezelésben az amerikai Baylor College of Medicine kutatokdzpontjaban [97]. Az utolsd
inflziot kdvet6 10. héten a daganat mar nem volt detektalhato, és tovabbi 4 kezelési ciklust
végeztével 20 honappal késobb sem volt kimutathat6 a betegség. A klinikai kisérlet részeként
a beadott CAR T sejttermékek dsszetételét is monitoroztak: az elsé harom ciklusban felhasznalt
készitmény 70% CD8", 30% CD4" T sejtet, a masodik négy ciklusban alkalmazott készitmény
50-50% CD8* és CD4" T sejtet tartalmazott. A fenotipus profil tekintetében mindkét termék
jelentés Tem tobbletet, és alacsony Tcwm aranyt mutatott.

A legintenzivebben kutatott szolid tumorokat célz6 modalitasok kozul tehat a HER2-
CAR T terapiak klinikai tesztjei mutattak a legsz¢€lsdségesebb eredményeket. A kis mértékii, de
a betegek egy részénél konzisztensen jelentkez6 tumorvalasz arra hivja fel a figyelmet, hogy a
HER2-CAR T sejtek képesek megtamadni a daganatot, de a terapias stratégia optimalizaciora
szorul a citolitikus aktivitas és a hosszu tavi expanzio fokozasanak érdekeben.

Bar a rendkiviil kis szamu ¢és eltérd indikacioju klinikai adat nem ad lehetdséget a
kedvezObb kostimuldciora vagy a késztermék idedlis Osszetételére vonatkozd definitiv
allasfoglalasra, az eredmények arra utalnak, hogy ezen paraméterek fontos szerepet jatszhatnak

a terapia kimenetelében.
111.2.6. A CAR T sejt terdpia biztonsagossaga és mellékhatasai

Mivel a CAR T sejt terapia az hagyomanyos onkologiai eljardsokkal szemben nem a
gyorsan 0szt6do sejteket tdmadja, a kezelések soran fellépd mellékhatasok profilja is eltér
kemoterapia és sugarterapia esetén megszokottaktél. A klinikai tapasztalatok alapjana CAR T

sejt terapidhoz kapcsolodd mellékhatasok harom f6 csoportba sorolhatdak:
1. ,.On target, off tumor” (OTOT) toxicitas:

Az ,,on target, off tumor” toxicitds akkor 1ép fel, ha a CAR T limfocita felismeri és
megtamadja a célzott tumorasszocialt antigént kis mértékben expresszald normalis sejteket, ami
a szdvetek sulyos, visszafordithatatlan roncsolasat eredményezheti. A mellékhatas kialakulasa
a CD19 specifikus CAR T sejtek alkalmazasanak kdvetkezményes velejardja, mivel a target
antigén az egészséges B sejtek felszinén is megtalalhatd. A B sejtek szdmanak csokkenésével
jar6 hipo- vagy agammaglobulinaemia ugyanakkor hatékonyan kezelhet6 human

immunglobulin intravénas adagolasaval [98]. A szolid tumorokon célzott antigének szintén
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gyakran fejezddnek ki az egészséges szoveteken. A terapia soran fellépd ,,on target off tumor”
toxicitast legelterjedtebben kortikoszteroidokkal beadasaval mitigaljak, ez azonban a CAR T
vizsgal olyan lehetdségeket, ami a CAR konstrukcié felépitésének optimalizalasaval keriili ki

az egészséges szovetek felismerését [99].
2. ,,Citokin vihar”:

Az 1n. ,citokin vihar” vagy citokinfelszabaduldsi szindréma (cytokine release
syndrome, CRS) az infundalt CAR T sejtek altal felszabaditott citokinek (IFNy, GM-CSF,
TNF-a, IL-6 és 1L-10) okozta szisztémas gyulladasos valaszt foglalja magéaba. Hosszan tartd
magas lazat, alacsony vérnyomast, szisztémas hipoxiét és ritka esetben sokszervi elégtelenséget
okozhat. A CRS a CAR T sejt terapiahoz kapcsolddod toxikus effektusok leggyakoribb tipusa.
A korabban halalos kimenetelli mellékhatas napjainkban mar kivaléan kezelheté az IL-6
receptort blokkolo monoklonalis antitest, a tocilizumab alkalmazasaval. Fontos azonban, hogy
a CRS a CAR T sejt terapia hatékony effektorvalaszanak sziikséges velejaroja, ezért nem cél
annak teljes elfojtasa [100]. Az irodalomban leirt legsulyosabb CRS esemény a korabban
emlitett HER2 pozitiv metasztatikus vastagbélrakot célzo Klinikai vizsgalatban lépett fel,

melynek kovetkeztében a paciens életét vesztette [1].
3. CAR T sejt fliggd encephalopathia (CAR T-Cell Related Encephalopathy, CRES):

Az anti-CD19 CAR T sejtekkel jaro neuroldgiai toxicitasok sokfélék lehetnek, és nem
lokalizalodnak az idegrendszer adott teriiletére. Eléforduldsi gyakorisiga meglehetosen
valtozo, irodalmi adatok szerint 0% és 50% ko6z6tt mozog. A neuroldgiai eltérések révid és
hosszu tavon egyarant megjelentek, jellemzéen fejfajas, zavartsag, delirium, hallucinaciok,
diszfazia, ataxia, apraxia, arcidegbenulas, remegeés, diszmetria és gorcsrohamok, illetve az
intelligenciahanyados csokkenésének formajaban. A neuroldgiai események a CRS-t6l eltérd
idépontban vagy a CRS-toxicitasok hidanyaban is eléfordulhatnak, ami arra utal, hogy a két

mellékhatasnak legalabb részben eltéré a mechanizmusa [101].
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1V. Célkituzések

A B sejtes leukémiak és limfomak kezelésében alkalmazott CAR T terdpiak sikerét a
konstrukci6é felépitésétél a sejtkészitmény fenotipus profiljdig a rendszer Osszetett
optimalizalasa alapozta meg. A szolid daganatokat célz6 CAR T sejtekkel kapcsolatos klinikai
tapasztalatok azonban egyel6re elmaradnak a varakozastol. A HER2-t célzd6 CAR T sejteken
alapuld klinikai vizsgéalatokban a betegek egy részénél konzisztensen jelentkez6, ugyanakkor
visszafogott tumorellenes immunvalasz arra hivja fel a figyelmet, hogy a terapias stratégia
optimalizéciora szorul a citolitikus aktivitas és a hosszu tavu expanzié fokozéasanak érdekében.
Munkdank soran olyan beavatkozasi pontok azonositasat tiiztiik ki célul, amelyek altal a HER2™*

szolid tumorok kezelésére alkalmas CAR T sejtek hatékonysaga potencialisan novelhetd.
Kisérleti rendszeriinkben az alabbi kérdésekre kerestlk a valaszt:
e Hogyan befolyasolja a CAR T sejtek rovid tavu tumorellenes hatékonysagat a
kiméra receptor molekularis szerkezete, sejtfelszini szervezddése, ¢és

membrandiffuziés dinamikaja?

e Milyen T sejt fenotipus profil biztositja a leghatékonyabb hosszu tavu expanziot

és effektor valaszt a HER2" szolid tumorokat célz6 CAR T sejtek szamara?
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V. Anyagok és modszerek

V.1. Anyagok, torzsoldatok

A megjelolt kivételektdl eltekintve az 6sszes anyag a Sigma Aldrich Kft. (Budapest,

Magyarorszag) terméke.

V.1.1. Altalanos torzs-és tapoldatok, tébbfunkcios reagensek

1. 1x PBS puffer: 10x PBS-bdl (100 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 3 mM
KCI) higitva.

2. TBS puffer: 20 mM trisz(hidroximetil)-aminometan (Tris), 150 mM NaCl desztillalt
vizben oldva, 4°C-on téarolva.

3. DMEM tépoldat (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 4°C-on tarolva.
4. Ham-féle F12 tapoldat, 4°C-on tarolva.

FBS (magzati borjaszérum, Foetal Bovine Serum; Biosera, BioTech Hungary Kft.,
Budapest, Magyarorszag), —20°C-on tarolva.

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

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

RPMI-1640 tapoldat (Roswell Park Memorial Institute), 4°C-on tarolva.

10. Komplett RPMI: 2mmol/l GlutaMAX-al, 10% FBS-el és antibiotikumokkal kiegészitett
RPMI-1640 médium, 4°C-on tarolva.

11. LymphoONE tapoldat (Takara Bio, Kusatsu, Japan), 4°C-on tarolva.

12. Komplett LymphoONE: 2mmol/l GlutaMAX-al, 10% FBS-el és antibiotikumokkal
Kiegészitett LymphoONE téapoldat, 4°C-on tarolva.

13. Formaldehid (Formaldehid Solutio, MOLAR Chemicals Kft., forgalmazo:
Hungaropharma Gyogyszerkereskedelmi Zrt., Budapest, Magyarorszag) 35%-0s
torzsoldata szobahdmérsékleten tarolva.

© o N o

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

15. Tween20 (Thermo Fisher Scientific Kft., Budapest, Magyarorszag), szobahd mérsékleten
tarolva.

16. HER2-Fc fuzids fehérje: Human IgG1 Fc régidval fazionalt (hFc tag) human HER2
rekombinans fehérje extracellularis domén (extracellular domain, ECD)
(Katalégusszam: 10004-HO2H; Sino Biological, Eschborn, Németorszag) liofilizatum
forméajaban —20°C-on tarolva.

17. D-luciferin (Katalogusszam: 122799; Revvity/Perkin Elmer, Waltham, MA, USA),
—20°C-on térolva.
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V.1.2. CAR T sejt eléallitas

18.
19.
20.

21.

22.

23.

24,
25.

Histopaque-1077 oldat, 4°C-on tarolva.
JetPRIME transzfekcios reagens (Polyplus, Ill-kirch, Franciaorszag), 4°C-on tarolva.

Anti-huméan CD3e (OKT3 klén; katalogusszam: 14-0037-82; ThermoFischer, Waltham,
MA, USA) monoklonélis antitest, 4°C-on téarolva.

Anti-huméan CD28 (Katalogusszdm: mAb342-100; R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) monoklonalis antitest 4°C-on tarolva.

Interleukin-7 (IL-7) liofilizatum (Katalégusszam: 130-095-367; Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach, Németorszag), steril desztillalt vizben feloldva, —20°C-on téarolva.

Interleukin-15 (IL-15) liofilizatum (Katalogusszam: 130-095-760; Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach, Németorszag) steril desztillalt vizben feloldva, —20°C-on tarolva.

RetroNectin (Katalogusszdm: T100B; Takara Bio, Kusatsu, Japan), —20°C-on tarolva.
Dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide, DMSO), szobahdn tarolva.

V.1.3. Immunfluoreszcencias jel6lés, mikroszkopia

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Alexa Fluor 488 szukcinimidil észter (Katalogusszam: A20000; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) —20°C-on tarolva.

Alexa Fluor 647 szukcinimidil észter (Katalogusszam: A20006; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) —20°C-on tarolva.

A647 monomer HER2: human HER2 rekombinans teljes fehérje (Katalogusszam:
10004-HCCH; Sino Biological, Eschborn, Németorszag) : Alexa Fluor 647-el
konjugalva, 4°C-on tarolva.

A488 anti-1gG: Alexa Fluor 488 konjugalt anti-huméan IgG (Katalogusszam: A-11013;
Invitrogen /Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) 4°C-on tarolva.

FITC anti-CD4: Fluoreszcein-izotiocianat konjugalt anti-human CD4 (Katalogusszam:
561842; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) monoklonalis antitest 4°C-on tarolva.

A647 anti-CD8: anti-human CD8 (YTC 182.20 klén [102]) monoklonalis antitest,
hibridoma preparatum Alexa Fluor 647-el konjugalva, 4°C-on tarolva.

FITC anti-CD197: Fluoreszcein-izotiocianat konjugalt anti-human CD197 (CCR7;
150503-as klon; katalégusszam: 561271; BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
monoklondlis antitest 4°C-on tarolva.

APC anti-CD45RA: Allofikocianin konjugalt anti-human CD45RA (HI100-es klon;
katalogusszam: 550875; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) monoklonalis antitest
4°C-on tarolva.

Ab647 anti-TCR: Alexa Fluor 647 konjugélt anti-human TCRa/p monoklonélis antitest
(Kataldégusszam: 306714; BioLegend, Amszterdam, Hollandia) 4°C-on tarolva.
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35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

A647 anti-1gG: Alexa Fluor 647 konjugélt anti-huméan IgG F(ab")2 (Katalégusszam:
2042-31; SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) 4°C-on tarolva.

A647 anti-TfR: Alexa Fluor 647 konjugalt anti-human transzferrin receptor (TfR)
monoklondlis antitest (Katalégusszdm: MA5-18151; Invitrogen/ Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) 4°C-on térolva.

A488 anti-HER2: Anti-human HER2 (ErbB2-76.5 klon) monoklonalis antitest,
hibridoma preparadtum Alexa Fluor 488-al konjugéalva, 4°C-on térolva.

A647 anti-pCD3(: Alexa Fluor 647 konjugélt anti-human pCD3( monoklonalis antitest
(Katalogusszam: sc-9975; Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, USA) 4°C-on
tarolva.

PE anti-pLck: fikoeritrin konjugalt anti-human pLck monoklondlis antitest
(Katalogusszam: 558552; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 4°C-on tarolva.

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

Mowiol 4-88 (Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt, Németorszag) 10 w/v% 0,1 M Tris-
HCI-ben oldva (pH 8,5), 25 w/v% glicerinnel, —20°C-on tarolva.

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

V.1.4. SDS gélelektroforézis és Western-blot

43.
44,
45.

46.
47.

48.

49,

50.

51.
52.

53.

54,

Fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) —20°C-on tarolva.
Natrium-ortovanadat (NaoV) 100 mM-os térzsoldatban —20°C-on tarolva.

cOmplete™ Mini proteaz inhibitor koktél (Roche, Basel, Svajc) tablettaként 4°C-on
tarolva, hasznalat elott 1,5 ml steril vizben feloldva.

Dithiothreitol (DTT) por 4°C-on tarolva.

Lizis puffer: 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100, 5 mM EDTA desztillalt
vizben oldva, 4°C-on tarolva.

Lizis oldat: 2 mM PMSF, 1 mM NaoV, cOmplete™ Mini proteaz inhibitor koktél a
gyarto eldirasa szerint.

Nativ mintapuffer (5x): 300 mM Tris, 12 w/v% SDS, 50 v/v% glicerol, 0,05 w/v%
brémfenolkék, desztillalt vizzel higitva, —20°C-on tarolva.

Redukalé mintapuffer (6x): 300 mM Tris, 12 w/v% SDS, 30 v/v% glicerol, 0,02 w/v%
brémfenolkék, 0,1 mM DTT desztillalt vizzel higitva, —20°C-on tarolva.

30% Akrilamid (Acrilamide/bis-Acrilamide) 4°C-on tarolva.

Elektroforézis puffer (10x): 30 g Tris, 144 g glicin; 100 ml 10%-o0s SDS desztillalt
vizzel 1000 ml végs6 térfogatra higitva (pH = 8,3), szobahémérsékleten tarolva.

Zsirmentes tejpor (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, USA) szobahdmérsékleten
tarolva.

Anti-human CD3C: Egér anti-human CD3( elsédleges antitest (Kataldgusszam: 556366;
BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 4°C-on tarolva.
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55.

56.

Egér anti-lgG HRP: Torma peroxidaz (horseradish peroxidase, HRP) konjugélt kecske
anti-egér 1gG méasodlagos antitest (Katalogusszam: A4416; Sigma-Aldrich/Merck) 4°C-
on téarolva.

WesternBright ECL HRP szubsztrat (Advansta, San Jose, CA, USA) 4°C-on tarolva.

V.1.5. Gyarto altal 6sszeallitott puffer és reagens készletek

S7.

58.

59.

60.

IL-2 ELISA készlet (Kataldgusszam: D2050; Human IL-2 Quantikine ELISA Kit; R&D
systems, Minneapolis, MN, USA) 4°C-on térolva.

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

Proteome Profiler Human XL Cytokine Array kit (Katalégusszam: ARY022B; R&D
systems, Minneapolis, MN, USA) 4°C-on térolva.

Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array kit (Katalogusszdm: ARY003B; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) 4°C-on tarolva.

V.1.6. In vivo xenograft Kisérletek

61.

62.

Matrigel (Katalogusszam: 356234; BD Biosciences, San Jose, CA, USA), —20°C-on
tarolva.

Izofluran (Katalogusszam: 1001936040; Baxter, Deerfield, IL, United States),
szobahdmérsékleten tarolva.

42



V.2. A Kkisérletekhez hasznalt sejtvonalak

A humén T sejtek ex vivo génmddositasa soran alkalmazott HER?2 specifikus CAR-okat
kodolo retroviralis vektorok eldallitasara a HEK293T (ATCC, Manassas, VA, USA) virus
csomagolé sejtvonalat hasznaltuk.

A CAR T sejtek in vitro tumorellenes aktivitasat harom kiilonb6z6 HER2" sejtvonalon
vizsgaltuk. Ezek az eredend6en 6sztrogén, progeszteron és HER2 receptorokat nem expresszald
(tripla-negativ) MDA-MB-468 (MDA; ATCC, Manassas, VA, USA) sejtvonalb6l retroviralis
transzdukcioval eléallitott, a HER2-t igy transzgén forméjaban stabilan kifejez6 MDA-HER2
[103], az N87 huméan gyomor karcinoma (ATCC, Manassas, VA, USA) és a JIMT-1 [25]
sejtvonalak voltak. Utobbi sejtvonalat egy 62 éves, trastuzumab rezisztens emlérakos beteg
mellhartya-metasztazisabol izolaltak a finnorszagi Tampere Egyetem Orvosi Technologiai
Intézetében [25]. Kivald rezisztencia modell, hiszen a sejtvonalbol eldallitott
xenotranszplantdtumok a tumorprogresszio soran hialuronan/MUC4 polimer komplexekbdl
allo extracellularis matrixot épitenek fel, amely sztérikus gatat szab a terapias antitestek
kotodésének [27]. Kisérleteinkben kontrollként a tripla-negativ MDA-MB-468 sejtvonalat
alkalmaztuk (MDA).

A HEK293T, MDA, MDA-HER?2, valamint N87 sejtvonalakat 2 mmol/l GlutaMAX-al,
10% magzati borjuszéerummal (foetal bovine serum, FBS) és antibiotikumokkal kiegészitett
Dulbecco Modified Eagle médiumban (DMEM), a JIMT-1 sejtvonalat 1:1 ardnyban kevert
Ham-féle F12 és DMEM médiumban tenyesztettiik 20% FBS, 300 U/l inzulin, 2 mmol/I
GlutaMAX és antibiotikumok hozzaadasaval.

A CAR T sejtek in vitro citolitikus aktivitasat zold fluoreszcens fehérje (green
fluorescent protein, GFP) és luciferaz expresszalé MDA.ffLuc, MDA-HER2.ffLuc, N87.ffLuc
és JIMT-1.ffLuc sejtvonalak segitségével teszteltiik, melyeket a nativ sejtvonalakkal azonos
korulmények kozott tenyésztettiink. A CAR T sejtek in vivo tumorellenes hatékonysagat a
JIMT-1, illetve JIMT-1.ffLuc sejtvonalakbol eldallitott tumor xenograft alkalmazéasaval
vizsgaltuk. Minden sejtvonalat 5% szén-dioxidot tartalmazd parésitott atmoszféraban

tenyésztettiink 37°C-on.!

1 A sejtvonalak rutinszeri tenyésztését Vagoné Toldi Hajnalka és Szilagyi Aniko végezték.
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V.3. CART sejtek eléallitasa

Az primer human sejtekkel végzett munkat a Regionalis Kutatasetikai és Intézmenyi
Bizottsag hagyta jova (RKEB.5378/2019).

V.3.1. PBMC izolalas

A CAR T sejtek elballitasara hasznalt PBMC izolatumot egészséges donorok periférias
teljes vérébol nyertik ki 1200 rpm-en, 10 percig, szobahOmérsékleten torténd gradiens
centrifugalassal, melyre a limfocitak szedimentacios alapu elvéalasztasara alkalmas Histopaque-
1077 oldatot hasznaltuk. A T sejt izolatumokat folyékony nitrogénben taroltuk, 10% dimetil-
szulfoxid (dimethyl sulfoxide, DMSQ), 10% RPMI-1640, és 80% FBS tartalmu krioprezervald

=z =7

V.3.2. Az alkalmazott CAR konstrukciok felépitése

Kutatomunkank soran oOsszesen 6t kiilonb6z6 HER2 specifikus CAR konstrukciot
alkalmaztunk (12. abra). Az eltér6 kostimulaciés doménnel rendelkez6 CAR-o0k Korai
aktivaciojanak Osszefliggését a receptorok membranfelszini szervezddésével és diffuzios

dinamikajaval az els6, masodik és harmadik generacioba tartozdo CAR T sejtek felhasznalasaval

vizsgaltuk.
Transzmembran
Extracellularis régio régié Intracellularis regio
HER2.z.GFP 19G1 Fo cD3Z 1 GFP
HER2.z FRP5 scFv M 1gG1 SH 5 CD28 TM }» CD3¢
HER2.CD28.z FRP5 scFv  — 1gG1 SH cD28 H CD3g
HER2.41BB.z FRP5 scFv — 1gG1 SH { CD28 TM H 41BB }» CD3¢

HER2.CD28.41BB.z FRP5scFv  — 1gG1 SH cD28 T™M cD28 CD3

12. &bra Az alkalmazott CAR konstrukcidk sematikus felépitése

Az elsd generacios CAR molekularis szerkezetét a HER2 specifikus FRPS eredetii scFv,
az IgGl ,short hinge” (SH), a human CD28 eredetli transzmembran régi6 (TM), valamint a
human TCR-bé1 szarmazo CD3z effektor domén alkotta (HER2.z CAR). A masodik generacios
CAR-ok intracellularis régi6jaba ezen kivil a CD28 vagy a 41BB (HER2.CD28.z,
HER2.41BB.z CAR) kostimulacios domén kertlt beépitésre. A harmadik generacios CAR
mind a CD28 mind a 41BB (HER2.CD28.41BB.z CAR) kostimulacios domént tartalmazta.
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A CART sejtkészitmeények fenotipus profiljanak dsszefliggesét a tumorellenes aktivitas
hatékonysagaval a mésodik generacios HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR-ok bevonésaval
vizsgaltuk. A T sejt receptorok és a kiméra antigén receptorok kolokalizacidjanak vizsgalata
soréan alkalmazott els6 generacios kimeéra antigén receptor a 4D5 scFv, IgG1 Fc ,,spacer”, CD28
TM és CD3z effektor doménekbél, valamint egy ehhez kapcsoléddé GFP fluoreszcens
jelolémolekulabol épilt fel (HER2.z.GFP CAR). A kiilonb6z6 kutatasokban alkalmazott HER2
specifikus CAR-ok egylancu variabilis doménjeinek eltér6 (FRP5, illetve 4D5) kodjai az eltérd
HER?2 specifikus monoklonalis antitestbdl szarmazd eredetre utalnak. Mig az FRP5 a HER2
11-169-es aminosavszakasza kdzott taldlhatd diszkontinuus epitopot ismeri fel, addig a
kotédik. Klinikai kisérletek eredményei szerint az FRP5-alapl CAR-ok biztonsadgosabbak
lehetnek a 4D5 scFv-vel rendelkez6 konstrukcioknal, mivel kevésbé aktivalddnak a normal
hamszovetekben mérsékelt szinten expresszalodo HER?2 hatasara [104].

A HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z, valamint HER2.CD28.41BB.z CAR
konstrukcidkat Dr. Stephen Gottschalk (Department of Bone Marrow Transplantation and
Cellular Therapy, St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA), a HER2.z.GFP
CAR-t Dr. Hinrich Abken (Leibniz Institute for Immunotherapy, Division of Genetic
Immunotherapy,  University  Regensburg, Regensburg, = Németorszag) bocsatotta

rendelkezéstinkre.
V.3.3. CAR kodolé retroviralis pszeudovirusok eléallitasa

A T sejtek ex vivo transzdukcidja soran hasznalt retroviralis partikulakat HEK293T
csomagoldsejtek alkalmazésaval allitottuk elé. Ennek soran az adott CAR konstrukciot hordozo
pSFG retroviralis vektort [103,105], a virionok strukturalis fehérjéit és a viralis replikaciohoz
szlikséges enzimkészletet kodolé gag-pol szekvenciat tartalmazé MoMLV Peg-Pam-e
plazmidot, valamint a virusfertézést lehetové tévé RD114 burokfehérjét kodolo pMax.RD114
plazmidot tartalmazé mixet JetPRIME transzfekcids reagens segitségével juttattuk be a
HEK293T sejtekbe, a gyartd utasitasait kovetve. Harom napig tarté inkubaciot kovetéen a
HEK293T sejtek altal termelt retrovirust tartalmazé feluldszdt 0,22 pm porusatmérdji steril
fecskendésziirovel tisztitottuk, és felhasznalasukig —40°C-on téroltuk. A virusfellliszokat

legfeljebb két fagyasztasi-olvasztasi ciklusnak tettik Ki.
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V.3.4. T sejt stimulacios es tenyésztési protokollok, CAR transzdukcid

A kutatdcsoportunk altal hagyomanyosan alkalmazott stimuldcios és kulturalasi
protokoll [27] 1. napjan 2x10° T sejt osztddasat indukaltuk 1 pg/ml OKT3 és 1 pg/ml anti-
CD28 antitesttel fedett 24 kamrés sejttenyészté edényben egy é€jszakan keresztul tartd
inkubaléassal, 2 mmol/l GlutaMAX-al, 10% FBS-el és antibiotikumokkal kiegészitett RPMI-
1640 mediumban (komplett RPMI) 2 ml Ossztérfogatban. A 2. napon a T sejtek tovabbi
expanziojat 10 ng/ml humén interleukin-7 (IL-7) és 5 ng/ml human interleukin-15 (IL-15)
hozzaadasaval valtottuk ki. A 3. napon kerdilt sor a T sejtek transzdukcidjara, melynek elsé
1épéseként 20 pg/ml RetroNectinnel bevont, felliletkezelés nélkili 24 kamras tenyésztéedényre
spinokuléltuk a CAR konstrukciot hordozd retrovirdlis vektorokat 4000 rpm-en, 2 Orén
keresztlil torténd centrifugaldssal. Ezt kovetden 5x10° T sejtet transzdukaltuk harom napon
keresztl a retrovirussal bevont tenyésztéedényben, 10 ng/ml IL-7 és 5 ng/ml IL-15
jelenlétében, 2 ml komplett RPMI médiumban. Az igy eléallitott CAR T sejteket 2 ml friss 10
ng/ml IL-7 és 5 ng/ml IL-15 tartalmu komplett RPMI médiumban 24 kamras, sejttenyésztésre
alkalmas bevonattal ellatott tenyésztéedénybe helyeztik at. A CAR T sejteket a
felhasznalasukig 10 ng/ml IL-7 és 5 ng/ml IL-15 jelenlétében, 2 ml komplett RPMI médiumban
tenyésztettiik (OKT3-antiCD28/RPMI protokoll, 13. dbra).?

Stimulacio IL7, IL15 kezelés Transzdukcid CAR T sejtek friss
1. nap 2. nap 3-5. nap médiumba helyezése
6. nap
OKT3-antiCD28 stimulécié P ele e SR A
RPMI médium N S Nt Nt AN - AN/ Jolk: el
YWY Y NN Fel Fasitat s,y

OKT3-antiCD28 stimulacid

LymphoONE médium N RTaR -"lf’--iﬁr’-ﬂn"sﬁf"-hl'-'- gﬁ%g% T
OKT3-RetroNectin stimulaci PRl
REMImedim s Y ¥ AN Fal s Pasitet sy
OKT3-RetroNectin stimulacio ‘oo e/ 0 s By
LymphoONE médium Wis YW Y ']f‘&ﬁf‘l% Y gg&gﬁ%% KA A bt

13. dbra Kiilonbozé CAR T sejt el6allitasi protokollok séméja

2 A kisérleti munka sordn Osszesen 21 alkalommal &llitottunk eld6 CAR T sejtkészitményeket az OKT3-
antiCD28/RPMI protokoll segitségével. Ezek koziil 2 készitményt Dr. Sz66r Arpad, 3-at Toth Csaba Tamas, 1-et
Szilagyi Adam éallitott elo.
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A hagyoméanyos protokoll sejttermékeinek fenotipus profiljatol eltér6 CAR T
sejtkészitmények eldallitdsanak céljabol a RetroNectin stimuldcié és a LymphoONE médium
T sejt differenciacidra gyakorolt hatasat kullon-kilon és egylttesen alkalmazva is teszteltiik (13.
abra). Az OKT3-antiCD28/LymphoONE protokoll esetén 1 pg/ml OKT3 és 1 pg/ml anti-CD28
stimuléciot végeztiink 2 mmol/l GlutaMAX-al, 10% FBS-el és antibiotikumokkal kiegészitett
LymphoONE médiumban (komplett LymphoONE), az OKT3-RetroNectin/RPMI protokoll
alkalmazasa soran 1 pg/ml OKT3 antitest és 20 pg/ml RetroNectin reagens segitségével
indukaltuk a T sejtek osztédasat komplett RPMI  médiumban, az OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokoll esetén 1 pg/ml OKT3 antitesttel és 20 upg/ml
RetroNectinnel val6 stimuléciot végeztiink komplett LymphoONE médiumban (13. &bra).

A T sejt transzdukci6 minden tovabbi korilménye megegyezett az OKT3-
antiCD28/RPMI protokoll esetén leirtakkal. A CAR T sejtek tovabbi expanzidja, valamint

kisérleti felhasznalasa soran az adott protokollnak megfeleld tenyésztokozeget alkalmaztuk.®

V.4. Antitest preparéacio, konjugalas fluoreszcens festékkel

Az anti-human HER2 (ErbB2-76.5 klon) illetve az anti-human CD8 monoklonalis
antitestet (YTC 182.20 klon) hibridoma feliilaszobol allitottuk eld, és affinitas kromatografiaval
tisztitottuk. Az anti-human HER2-t termel6é hibridoma sejtvonalat Yosef Yarden (Weizmann
Institute of Science, Rehovot, Izrael) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az anti-HER2 monoklonalis antitestet az aminreaktiv Alexa Fluor 488 (A488)
szukcinimidil észter, az anti-CD8 monoklonalis antitestet, illetve a human HER2 monomer
rekombinans fehérjét Alexa Fluor 647 (A647) szukcinimidil észter festékekkel konjugaltuk a
vagy monomer HER2 rekombinans fehérjéhez kapcsolodo fluoroforok atlagos szamat
(fluorochrome molecules conjugated per primary antibody; f/p) abszorbancia alapu mérési
maodszerrel, NanoDrop ND 1000-es készulékkel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) hataroztuk meg.*

3 A Kkisérleti munka soran osszesen 11 alkalommal allitottunk el6 CAR T sejtkészitményeket az OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokoll segitségével. Ezek koziil 2 készitményt Dr. Szd6ér Arpad, 3-at Toth Csaba
Tamas, 1-et Szilagyi Adam allitott el6.

4 Ahibridéma sejtvonalakkal termeltetett antitestek izolalasat, tisztitasat, az antitestek illetve a rekombinans HER2

cres

meghatarozéasat Vagoné Toldi Hajnalka végezte.
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V.5. Immunfluoreszcencias jeldlések, aramlasi citometria

A HER2 specifikus CAR-ok expressziojat HER2-Fc flzids proteinnel és A488
konjugalt anti-human 1gG-vel val6 indirekt jeloléssel igazoltuk. A kiilonb6z6 stimulacios és
sejttenyésztési protokollok segitségével eldallitott CAR T sejtek fenotipus profiljanak
meghatarozasa soran a helper és citotoxikus limfocitdk ardnyat a CD4 és CD8 expresszio
alapjan hataroztuk meg, fluoreszcein-izotiocianat (fluorescein isothiocyanate, FITC) konjugalt
anti-human CD4 illetve A647 konjugalt anti-human CD8 kettds jeldlés segitségével. A CD4*
populacié a CD4*, CD8 kvadrans, a CD8" populacié pedig a CD8" CD4  kvadrans adatait
tartalmazza, a CD4*, CD8" dupla pozitiv, illetve CD4~, CD8" dupla negativ kvadransbeli

sejteket kizartuk az elemzeésbol.

A Jeldletlen kontroll CD4 egyszeres jelolés CDB8 egyszeres jeldlés
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14. abra Kapuzasi stratégia a kiilonb6z6 stimulacios és sejttenyésztési protokollok segitségével eléallitott CAR
T sejtkészitmények fenotipus profiljanak meghatéarozasara

A: CD4" és CD8* populacidk elkilonitésére szolgald kapuk beéllitasa jeléletlen kontroll, valamint FITC anti-CD4
és A647 anti-CD8 egyszeres jel6lés segitségével.

B: Naiv, centralis memdria, effektor memoria, termindlis effektor populacidk elkilonitésére szolgalé kapuk
beallitasa jeldletlen kontroll, valamint FITC anti-CD197 (CCR7) és APC anti-CD45RA egyszeres jelolés
segitségével.

A memoria fenotipusok eloszlasanak vizsgalata soran a CCR7 és a CD45RA receptorok
expresszidjat FITC konjugalt anti-human CD197 (CCRY7) és allofikocianin (allophycocyanin,
APC) konjugalt anti-huméan CD45RA monoklonélis antitestekkel vald kett6s direkt jeloléssel

hataroztuk meg. A naiv sejteket CCR7 és CD45RA dupla pozitiv; a centralis memoria (central
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memory, CM) CCRY7 pozitiv, CD45RA negativ; az effektor meméria (effector memory, EM)
CCRY7 és CD45RA dupla negativ; a terminalis effektor (terminal effector, TE) T sejteket CCR7
negativ, CD45RA pozitiv populacidként azonositottuk.

A populéciok elvélasztasara szolgéld kapukat az egyszeres jeldlés alapjan allitottuk be
(14. &bra). Az éaramlasi citometrias analizis sordn az antitestekkel, illetve a HER2-Fc
rekombinans fehérjével vald jelolést 10 pg/ml végsé koncentracioban, 10 percig, jégen
végeztik. A mérések sordn minden esetben minimum 10* sejtet vizsgaltunk, NovoCyte
aramlasi citométer és a NovoExpress szoftver (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA)

segitségével.®
V.6. Mikroszképos modszerek

A mikroszkdpos méreseket AiryScan/AiryScan Fast képalkotd egységgel felszerelt
LSM 880 konfokalis lézer pasztazé mikroszkdppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) vegeztik.
Kisérleteink soran vizimmerzios objektivet (C-Apochromat, 1,2 NA; 40x) alkalmaztunk. Az
immunfluoreszcensen jeldlt sejtek felvételeinek készitésekor a diamino-fenilindol (4',6-
diamidino-2-phenylindole, DAPI) festéket 405 nm hullamhosszlsagu lezerdiodaval; az A488
és a GFP fluorokromokat, illetve a fikoeritrin (phycoerythrin, PE) festéket argon ion lézer 488
nm-es illetve 543 nm-es vonalaval, az A647 festéket 633 nm hullamhosszisagu HeNe lézerrel

gerjesztettik.

V.6.1. Konfokalis lézer pasztazé mikroszkopia

A konfokalis lézer pasztazd lGzemmodbeli felvétel soran a fluoreszcens festékek
emissziojat 32 elemii gallium-arzenid-foszfid (Gallium arsenide phosphide, GaAsP)
fotoelektron-sokszorozdval detektaltuk, melyek tartomanyait az alkalmazott festékek (DAPI,
A488, PE és A647) emissziés maximumaihoz allitottuk be. A detektalasi hullamhosszak
atfedésébol fakado ,.crosstalk” effektust valtott csatornas felvételi mod (,.frame switch™)
alkalmazasaval kiiszoboltiuk ki, minden specifikus gerjeszt6 Iézer hullamhossz esetén csak a
gerjeszteni Kivant festék emisszidjat mertik. A felvételeket egyiranyd vonalmenti pasztazassal
(,,unidirectional line scan”) készitettilk. Az aktualis nagyitdsi faktornal elérheté legjobb
felbontast a felvételek készitése soran alkalmazott ZEN Black 2.3 szoftverbe beépitett Nyquist

optimalizacios algoritmus segitségevel allitottuk be.

> A CAR T sejtek aramlasi citometrias fenotipizalasat 6sszesen 14 fiiggetlen kisérletben végeztiik el. Ezek kozl
1 mérés Dr. Sz66r Arpad, 2 Toth Csaba Tamas, 1 Szilagyi Addm munkéja.
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V.6.2. Az Airyscan/Airyscan Fast mikroszkopia elméleti alapjai és kisérleti
alkalmazéasa

A Zeiss altal kifejlesztett Airyscan mikroszkdpiai technolégia olyan specialis képalkoto
eljarast és digitalis képfeldolgozasi technikat foglal magaba, amely 6sszességében kétszereses
faktorral javitja az Abbe limit altal megszabott maximéalis felbontoképességet, s igy
szuperrezoliciés modszernek min6sil [106]. Az Airyscan mikroszkdpiai technoldgia
magasabb felbontast és kedvezébb jel-zaj aranyt biztosit a hagyomanyos konfokalis
mikroszképidhoz képest [106]. A konvenciondlis konfokalis mikroszkop esetén alkalmazott
kicsiny apertura (,,pinhole”) kirekeszti a fokuszsik alatti és feletti sikokbol érkez fotonok nagy
részét (15. abra A), ami jelentds mértékben javitja az axialis feloldast a széles latoterii
(,,widefield”) fluoreszcens képalkotashoz viszonyitva. A detektalt térfogatelem hosszat a z
tengelyen az apertira mérete szabja meg, melyet az apertira minta sikjaban vett kor alakd
vetuletének sugara és a Rayleigh kritérium szerint feloldhato legkisebb tavolsag aranyat
kifejezd Airy egységben (Airy unit, AU) szokas megadni. 1 AU apertiraméret az altalanosan
alkalmazott bedllitds amennyiben a detektalhato fluoreszcens jel kelléen nagy, a gyenge
intenzitdsi mintak esetén jelentkez6 kedvezbtlen a jel-zaj arany azonban csak
kompromisszumok aran javithaté. Az apertdra méretének novelése az axidlis felbontas
csokkenésével jar, mig a gerjesztd 1ézer erésségének ndvelése a fluorofér fotoelhalvanyitas
altali kiegetéséhez vezethet [107].

Az Airyscan képalkotasi elve ugy kiiszoboli Ki ezt a problémat, hogy nem az apertiran
athalado integralt intenzitdst meéri, hanem a megvilagitott térfogatbol szarmazoé teljes,
aperturaval nem limitalt diffrakcids képet megteleld optikaval felnagyitva egy 32 elemii GaAsP
fotoelektron-sokszorozd matrixra vetiti (15. abra A). Mind a 32 hexagonalis detektor elem egy
0,2 AU méretll apertiranak tekinthetd, melyek egyiittesen 1,25 AU virtualis aperturat tesznek
Ki (15. abra B, bal oldali kép). Mig a konfokalis mikroszkdpia kirekeszti a diffrakciés minta
sz¢éIs részeit a képalkotasbol, és ezaltal noveli a feloldast, az Airyscan esetén minden detektor
elem — eltérd szogek alatt — egyidejiileg méri a teljes diffrakcidos mintazat ra esd részét. A
kozépso, optikai tengelyre esd detektor az Airy korong kdzépsd (nulladrendil) maximumanak
kozepét érzékeli, a szomszédjai a kozepétdl kiilonbozo iranyokban eltolt szegmensét, mig a
legsz¢lsd részben mar az elsérendii minimumot mintavételezik. Ha az egyes detektor elemek
jelét a pozicidjuk figyelembevételével dsszegezziik, a nulladrendi maximum 1/e? szélessége
csokken és igy a felbontas javul. Az Airyscan Fast izemmddja esetén a fényforras nem egyetlen
pontot vilagit meg, hanem az y tengely mentén egyszerre négyet. Ebben az izemmddban 16

darab 0,3 AU méretii detektor elem vesz részt a képalkotasban, melyek Osszesitve az x
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tengelyen 0,9 AU, az y tengelyen 1,6 AU nagysagu virtualis apertdranak felelnek meg (15. &bra

B, jobb oldali kép). Ennek a megkdzelitésnek koszonhetéen négyszer gyorsabb felvételi

sebesség érhetd el a hagyomanyos Airyscan modhoz viszonyitva a felbontas és a jel-zaj arany

minimalis csokkenése mellett.
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15. dbra: Konfokalis lézer pasztazo, Airyscan és AiryScan Fast mikroszkopia 6sszehasonlitasa

A: Konfokalis és Airyscan detektalas séméja [108].

B: Az Airyscan és Airyscan Fast detektormatrixok elrendezésének séméaja [106].

C: Konfokalis felvételi mod (1 AU; bal sz€ls6 kép), Airyscan felvétel a 32 csatorna jelintenzitasainak ,,pixel
reassignment” segitségével valod helyes pozicidhoz rendelését és Osszesitését (kdzépsé kép) valamint a
dekonvoluciot kovetéen (jobb szélsé kép). A felvételek A647 konjugélt anti-huméan TCRa/B teljes
antitesttel (piros) jelolt HER2.z.GFP (zold) CAR T sejtekrol késziiltek. A skala mérete 2 pm.

o1



Az Airyscan detektormatrix 1,25 AU-nak megfeleld apertaraméretének koszonhetéen
megkozelitdleg 56%-kal noveli a fotonbegylijtés hatasfokat az 1 AU nagysagu apertdra
beallitast alkalmazd konfokalis mikroszkdpiés felvételi médhoz (15. abra C, bal sz¢ls6é kép)
viszonyitva. Amennyiben az AiryScan-nel azonos feloldast eredményezé 0,2 AU méretii
konfokalis apertarat tekintiink referencianak, az AiryScan 1,252/0,2? = 39-szer t6bb fényt enged
at, igy ~6-os faktorral javitja a jel-zaj aranyt a konfokalis mikroszkopiahoz képest. Ugyanezen
elv mentén az Airyscan Fast lzemmodjaban a jel-zaj arany ~4-es faktorral javul.

A kisérleti munka soran minden felvétel az adott koriilményeknek leginkabb megfeleld
uzemmddban készult. Az Airyscan detektalasi médok hasznélataval egydtt jar, hogy a
megfelel6 mintavételezéshez minimum 1,7-es nagyitasi faktor alkalmazésa sziikséges, ami 40x
objektiv mellett 75x75 um-es képméretnek felel meg. Ezért amennyiben a kvantitativ
képelemzés nagyobb latotér hasznalatat indokolta €s megfeleld detektalhatd fluoreszcencia
intenzitas allt rendelkezesre, a konfokalis Gzemmodot alkalmaztuk. Az Airyscan képalkotas
szuper-rezoldcios felbontasat egyedi sejtek szubmikronos doménjeinek vizsgalatara hasznaltuk
2D felvételek esetén, mig az €16 sejtekrdl optikai szeleteléssel késziilt 3D képeket Fast
uzemmodban vettiik fel.

A CAR T sejtek vizsgélata soran a GFP emisszio detektalasara 495-560 nm-es
savsziirOt, az A647 emisszid detektalasara 660 nm-es feliilateresztd sziirdt alkalmaztunk;
melynek a detektor altal megszabott fels6 korlatja 735 nm. Az Airyscan és Airyscan Fast
felvételeket a ZEN Blue 2.3 szoftverrel dolgoztuk fel. Ennek elsd 1épése a ,,pixel reassignment”:
mivel az AiryScan képalkotas soran a pont-Kkiterjedési fuggveny (point spread function, PSF)
eltolodasa az egyes detektor elemeken ismert, a detektalt jel pixelenként visszarendelhetd abba
a pozicioba, ahova val6jaban tartozik (15. abra C, kozéps6 kép). Az immar helyes poziciohoz
rendelt jelek 6sszegzésével (Un. Sheppard féle 6sszeg) a konfokalishoz képest 1,4-szer nagyobb
felbontasu kép nyerhetd. Az Airyscan felvétel digitdlis feldolgozasanak kovetkezd 1épése a
Wiener-filterrel regularizalt linearis inverzion alapuld dekonvollcié, mely az objektumok
rekonstrualasa soran mind a 32 — illetve AiryScan Fast esetén 16 — detektorelem jelét 6nalléan
és stlyozva dekonvolvalja. Ennek kdszonhetéen az AiryScan felvétel esetén 0sszességében 2-
szeres (15. abra C, jobb sz¢éls6 kép); AiryScan Fast felvétel esetén 1,5-szeres faktorral javul a
felbontds a konvencionalis konfokalis mikroszképiahoz képest [106,107]. A 3D felvételek
esetében alkalmazott specidlis képfeldolgozasi eljards sordn a szoftver algoritmusa
mindemellett a rendelkezésre allo axialis informéacidkat is figyelembe veszi. A feldolgozott

AiryScan és Airyscan Fast felvételeket Zeiss czi fajlformatumban téaroltuk.
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V.6.3. A CAR-ok alkotta immunoldgiai szinapszis analizise

A CAR T sejtek tumorsejtekhez valo kotédése soran felépiildé immunologiai
szinapszisok tanulmanyozasanak céljabdl 3x10* N87 tumor sejtet tapasztottunk nyolc kamras,
sejttenyesztésre alkalmas bevonattal ellatott lemezekre (Ibidi, Gréfelfing, Németorszag) egy
éjszakan keresztiil. 2x10° HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z, illetve HER2.CD28.41BB.z
CAR T sejttel valo, 15 percen keresztiil tartd inkubaciot kovetéen a sejteket 1% PFA-ban
fixaltuk 10 percig 37°C-on, majd A488 konjugalt anti-HER2-vel (ErbB2-76.5) valamint A647
konjugalt anti-humén p-CD3z-val vagy PE konjugélt anti-human p-Lck-val jel6ltink 0,05 v/v%
Triton-X tartalmu PBS-ben 30 percen keresztiil, jégen. A jeldlés sordn minden esetben 10 pg/mi
antitest koncentraciot alkalmaztunk. Ezutan a sejteket eldszor PBS-ben, majd 10 pg/ml DAPI
tartalmu PBS-ben, végil ismét PBS-ben mostuk. A sejteket mowiolba agyaztuk annak
érdekében, hogy megakadalyozzuk a  fluoroforok  fény-indukalt irreverzibilis
fotoelhalvanyodasat. A felvételeket konfokalis 1ézer pasztazd tizemmodban készitettiik®, és az
ImageJ/Fiji [109] szoftver segitségével analizaltuk.

V.6.4. CAR membranklaszterek jellemzése

A CAR-ok membranfelszini szervezddését nyugvo CAR T sejtekben vizsgaltuk. A
HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és a HER2.CD28.41BB.z CAR T sejteket 37°C-on egy
oran keresztll szérummentes RPMI-ben inkubaltuk, majd 4°C-os PBS-el mostuk. A sejteket 5
ug/ml A647 konjugalt monomer HER2-vel jeloltiik 10 percen keresztil jégen, 4°C-os PBS-el
mostuk, majd 10 mM glik6z-PBS-ben szuszpendaltuk. Az A647-monomer HER2 jel6l6
molekulat Ggy valasztottuk meg, hogy elkeriiljilk a CAR-ok keresztkotését. 10° CAR T sejtet
helyeztlink nyolc kamras lemezre (Ibidi, Grafelfing, Németorszag), és 600 nm vastag optikai
szeleteket vettiink fel a sejtek apikalis membranfelszinérdl AiryScan lizemmodban. A sejteket
a mérés soran 37°C-on inkubaltuk. A felvételeket az ImageJ/Fiji [109] szoftver segitségével
értékeltiik ki. Az atlagos képintenzitasok kumulativ siirliségfliggvénye lognormalis eloszlast
kovetett (lasd V.16-es fejezet), az elemzés soran az ebbdl kiugré értékeket nem vettiik

figyelembe. A klasztereket ,,watershed” szegmentacioval [110] kilonitettlk el.

® A CAR-ok altal felépitett immunoldgiai szinapszisokat dsszesen 5 fliggetlen kisérletben vizsgaltuk. Ezek kozill
2-t Téth Csaba Tamas végzett el.
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A molekulaklaszterek elvalasztasa soran alkalmazott kiszobértéket a teljes
intenzitastartomany fels6 kvartilisinak hataran definialtuk minden egyedi kép esetén. Digitalis
képanalizissel meghataroztuk a szubmikronos domének Osszesitett teriilet- és receptoraranyat,
valamint az egyedi receptorklaszterek atlagos méretének, integralt intenzitasanak, és 10 um?

apikalis membranfelszinre vetitett mennyiségének eloszlasét.
V.6.5. CAR-TCR kolokalizaci6 vizsgalata

A CAR ¢s a TCR kolokalizaciojat az effektorsejtek €s a tumorsejtek kozott felépiild
immunoldgiai szinapszisban, az extraszinaptikus régidban, és a nyugvd sejtmembranban
AiryScan Fast mikroszkdpia, optikai szeletelés, és digitalis képanalizis segitségével vizsgaltuk
¢l6 CAR T sejtekben. A kisérlet soran az elsé generacios HER2.z.GFP CAR T sejteket A647
konjugélt anti-human TCRo/p (TCR-A647) teljes antitesttel jeloltiik. Pozitiv kontrollként a
HER2.z.GFP CAR IgGl Fc ,hinge” doménjéhez kapcsolodd A647 konjugalt anti-human IgG
F(ab’)2 antitesttel (CAR-A647) valo jel6lést alkalmaztuk, negativ kontrollként az A647
konjugalt anti-human transzferrin receptor (transferrin receptor, TfR) monoklonalis antitest
(TfR-A647) jelolés szolgalt. A jeldlésre minden esetben 5 pg/ml antitest koncentraciot
alkalmaztunk. Ezt kovetéen 2x10° jelolt CAR T sejtet helyeztiink 3x10° N87 tumorsejttel
fedett, sejttenyésztésre alkalmas bevonattal ellatott nyolc kamras lemezre (ibidi, Gréfelfing,
Németorszag) 10 mM glukoz-PBS-ben. A kamrat a felvételek ideje alatt 37°C-on inkubaltuk.
A CAR T sejtekrol Airyscan Fast ilizemmodban 3D felvételeket készitettlink optikai
szeleteléssel, 0,23 um axialis 1épéskdz alkalmazasaval. Minden analizalt sejtrél a
transzmisszids detektorral konfokalis képet is készitettink a mintaban valé kdnnyebb
tajékozddas érdekében (16. abra A). Az illusztrativ céllal készilt 3D rekonstrukcids képeket
(16. abra E) ZEN Blue 2.3 szoftver segitségével allitottuk eld.

A CAR-GFP valamint a CAR-A647, TCR-A647, illetve a TfR-A647 eloszlasat a
szinaptikus régioban (16. abra B), az extraszinaptikus membranban (16. abra C), a ketto
egyesitésével eldallitott teljes membranban (16. abra D), valamint a nyugvo sejtek teljes
sejtmembranjaban a tavoli vords és a zold csatorndk intenzitasértékei alapjan elemeztiik 3D
ROI (region of interest) tartomanyokban, melyeket az ImageJ/Fiji szoftver [109] 3DSuite
pluginjaval [111] allitottunk el6 (16. dbra A-C). Ennek sorén 3D atlag sziirést végeztiink 3x3x3
pixel méretli voxel celladkon (0,30%x0,30%0,68 um), majd intenzitdsalapon szegmentaltuk a

felvételeket.
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Konfokalis felvételek Airyscan Fast felvételek

CAR.z.GFP (zéld)
TCR-A647 (piros)

CAR.z.GFP (zold)
CAR-AB47 (piros)

CAR.z.GFP (z8ld)
TfR-AB47 (piros)

m

y (nm)

16. abra CAR-TCR kolokalizaci6 vizsgalata N87 tumorsejttel kontaktusba 1ép6 CAR T sejtek AiryScan Fast
felvételeinek digitalis képanalizisével

A: Konfokalis lézer pasztazo izemmaodban, orientacios céllal készilt felvételek.
B: Szinaptikus régio kijelolése a HER2.z.GFP CAR csatorndban az Airyscan Fast felvételek digitalis
képanalizisének segitségével.
C: Extraszinaptikus régio szegmentaldsa aTCR-A647 (fels6 kép), a CAR-A647 (kdzéps6 kép), és aTfR-A647 (alsd
kép) csatornajaban az Airyscan Fast felvételek digitalis képanalizise soran. Az elemzés alatt a szinaptikus tertiletek
kizarasra kertltek.
D: A szinaptikus és extraszinaptikus régiok egyesitésével eléallitott teljes membran ROI-K. Azok a terlletek,
amelyekrél nem volt egyértelmiien meghatarozhaté a szinaptikus/extraszinaptikus lokalizacié, nem ker(ltek
elemzésre.
E: Az Airyscan Fast izemmodban készilt optikai szeletek 3D rekonstrukcidja ZEN Blue 2.3 szoftverrel.
F: Az Imagel/Fiji 3DSuite pluginjanak segitségével eldallitott 3D szinaptikus (z6ld) és extraszinaptikus (piros)
ROI-k.
A skala mérete 5 um.
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A szinaptikus régio 3D ROI-kat a CAR-GFP jel, az extraszinaptikus régié 3D ROI-kat
a CAR-A647, a TCR-A647, illetve a TfR-A647 jel alapjan allitottuk eld a szinaptikus tertilet
kizarasa mellett (16. abra B-D, F). Minden szinaptikus és extraszinaptikus 3D ROI-t manuélisan
ellendriztiink a konfokalis képek alapjan behatéarolt kontaktrégio segitségével, hogy kizarjuk
azon teriileteket, amelyek nem érintkeztek a tumorsejt felszinével. A teljes sejtet lefedd 3D
ROI-kat a szinaptikus és extraszinaptikus ROI-k egyesitésével allitottuk el6.

Az étlagos intenzitast a szinaptikus és extraszinaptikus régiéban, valamint a teljes
sejtmembran teriiletén hataroztuk meg mind a tavoli vords, mind a zéld csatornaban. A relativ
intenzitasértékeket a szinaptikus és extraszinaptikus teriiletek atlagintenzitasainak a teljes
sejtmembran atlagos intenzitasaval val6 osztasaval szamitottuk Ki.

A pixelenkénti korrelaciot a CAR-GFP z0ld csatornaja és a CAR-A647, TCR-A647,
vagy TfR-A647 voros csatornaja kozott mertik a szinaptikus kontaktregio és az
extraszinaptikus membranteriiletek 3D ROI objektumaiban, melyben csak azok a pixelek
szerepeltek, amelyek legalabb egy csatorndban egy meghatarozott intenzitashatar felett voltak.
Ezen intenzitshatart a sejteket tartalmazo és a sejtmentes teriletek intenzitaseloszlasainak
metszete alapjan hataroztuk meg. A Pearson fele korrelacios egyutthatot (Pearson correlation
coefficient, PCC) kdlon mértik a 3D felvételek minden szeletén, a kutatdcsoport sajat
fejlesztésti Imagel/Fiji pluginjanak alkalmazéasaval. Az egyedi sejtek optikai szeleteinek PCC
értékeit a teljes sejtre atlagoltuk, majd az egyedi sejtek atlagértekeit ismét atlagoltuk. Minden

esetben legalabb 3 fuggetlen mérést végeztiink.

V.7. Fluoreszcencia korrelacios spektroszkdpia

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (fluorescence correlation spectroscopy,
FCS) molekularis folyamatok dinamikajanak tanulmanyozasara szolgalé mddszer. Alapja
fluoreszcensen jelolt, oldott részecskék helyzetében és szamszerli stirliségében jelentkezd
sztochasztikus ingadozasok mérése egy fokuszalt lézernyalab altal gerjesztett térfogatelemben.

Az FCS mddszert, mint a fluktuacios spektroszkdpia egyik (j agat, a 70-es években
kezdték alkalmazni. Kémiai reakciok egyensulyanak és kinetikajanak vizsgalata mellett [112]
tesztelték [113,114]. Azonban komplex enzimreakcidk [115] és bioldgiai rendszerek —
kiilonosképpen ¢l6 sejtek [116] — tanulményozésara csak a 90-es években valt alkalmassa a
modern mikroszkopia olyan vivméanyainak kdszonhetden, mint a mérési térfogat femtoliteres
nagysagrend ala csokkenése, valamint a nagy kvantumhatasfokd lavina fotodiodak és gyors

korrelator elektronikak elérhetové valasa.
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Az él6 sejteken torténé FCS vizsgélatok kdzott a sejtfelszini receptorok mobilitasi
viszonyainak meghatarozasa kiilonosen kiemelkedd jelent6ségii, mivel a korabban csak az Un.
fluoreszcencia-visszatérés  fotoelhalvdnyodds utan  (Fluorescence  recovery  after
photobleaching, FRAP) moédszerrel mérhetd, nagy-tavolsaga is kis idéfelbontasu lateralis
mobilitast kiegésziti a gyors lokalis diffuzié és abszolut molekula-koncentracié kvantitativ
elemezhetdségével [117].

A mobdszer a fokuszalt lézernyaldb sejtmembran altali metszetében jelentkezo
intenzitasfluktuacié detektalasan alapul. A vizsgalt receptor lokélis koncentracidjanak és
soran a fluoreszcencia ingadozas pillanatnyi eltérését az atlagos fluoreszcencia intenzitéstol
ugyanezen paraméter t idokiilonbséggel ad6do értékével korrelaltatjuk az (1)-es egyenlet
szerint. Az igy kapott idébeli G(t) autokorrelacios fliggvény értéke t késleltetési idénél aranyos
annak valoszinliségével, hogy az adott fluoreszcens részecske t iddpillanatban is a

fokusztérfogatban talalhato, ha t = 0 pillanatban ott tartozkodott.

(8F(t)x8F(t+71))
G(t) = ”(XF)Z( k2 (1)

ahol 6F(t) a fluoreszcencia ingadozas pillanatnyi értékének eltérése az atlagos fluoreszcencia intenzitastol,

1(tet) a késleltetési id6, (F) az atlagos fluoreszcencia intenzitas a megfigyelés teljes id6tartama alatt.

A gyakorlatban az autokorrelacios gorbék kiszamitasa az Ugynevezett multiple-t
algoritmussal torténik, logaritmikusan ekvidisztans késleltetési idopontok alkalmazésaval
[118]. A vizsgalt molekula vagy fehérje tartdzkodasi ideje a mérési térfogatban a G(t)
autokorrelacios gorbe megfeleld probafiiggvénnyel valdé nemlineéris illesztése altal becsiilhetd.
Az illesztés soran szikséges figyelembe venni a fluoroférok fotofizikai tulajdonsagait az
egyensulyi triplet hanyad és a triplet korreldciés idd paramétereinek bevezetésével. Ennek
hianyaban a foton kibocsajtassal nem jaro triplet atmenet egy tovabbi diffuziés komponensként

jelenne meg az autokorrelacids gérbe mikroszekundumos korrelaciés tartomanyaban.

S7



Egykomponensti, szabad 3D diffuziot végzo részecskék triplet korrekcidt tartalmazéd

modellfuggvénye a (2)-es egyenlettel irhatd le a (3)-as és (4)-es egyenletek behelyettesitésével.

G(1) = 1+ GripretGairruzio (2
Tte_r/ft
Geriptee(1) = 1+ = 7= ©)
_ f
Gaiffizie(T) = - ——05 (4)
<1+a)< Szfd)

ahol Tiaz egyensulyi triplet hdnyad, 1:a triplet allapot korrelacios ideje, f a szabad 3D diffuziot végzd
részecske frakcidja, 1q a részecskék fokusztérfogatban atlagosan eltoltétt ideje (karakterisztikus diffizios
vagy tartozkodasi id6), S a forgasi ellipszoid alaku fokusztérfogat axialis és lateralis sugaranak a
hanyadosa (alakfaktor vagy strukturalis paraméter). A forgasi ellipszoid fellletét azon pontok hatarozzak
meg, ahol a detektalasi hatékonysag a kdzépponthoz képest e2-ed részére csokken.

Megfelel6 modellegyenlet alkalmazasaval a modszer Iehetoséget ad egyszerre tobb,
eltéré diffuzidos karakterisztikaval rendelkezé komponens paramétereinek vizsgalatara. Két
komponensii rendszer esetén, ahol az elsé6 komponens szabad 3D diffiziot, a masodik
komponens szabad 2D (pl. membran-sikbeli) diffuziét végez, a probafiiggvény diffaziot leird
eleme az (5)-6s egyenletnek megfeleléen alakul at.

Gai ﬁzi()(T) = S o5 T+ sz (5)
aiff ( ‘r>< L1 ‘r) <1+_>

1 Ta1/\" S%tg, dz2

ahol fi és f, az 1. és 2. komponens relativ frakcidja, tq1 €S142a8z 1. €s 2. komponens karakterisztikus
diffGzi6s ideje, S a strukturalis paraméter.

Az autokorrelacios gorbék illesztése a bemutatott prébafliggvényekkel tehat az egyensulyi
triplet hanyad, a triplet allapot korrelacios ideje, egy vagy tobb komponens relativ frakcidja,

illetve tartozkodasi ideje, valamint a strukturalis paraméter meghatarozasara ad lehetdséget.
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2
D=2 (6)

4-Td

ahol D a diffuzios koefficiens, wxy a detektalasi térfogat lateralis sugara.

Ezen kivul az ellipszoid alaku fokusztérfogat laterdlis sugardnak és a tq karakterisztikus
difftzids idének ismeretében kiszamithato a részecske abszolut diffazids koefficiense a (6)-0s
egyenlet szerint.

V.7.1. A konfokalis detektalasi térfogat paramétereinek kalibracioja

Az FCS paraméterbecslése soran alkalmazott nemlineéris illesztési eljaras
megbizhatobb eredményt ad, amennyiben a szabad paraméterek szama alacsony. Ezért elséként
kalibraciés kisérleti rendszerben meghataroztuk az S alakfaktort, mely az ellipszoid alaku
detektalasi térfogat axialis és lateralis sugaranak a hanyadosa. Mivel az S miiszeres paraméter,
adott fluoreszcens festékkel kalibralt értéke rogzithet6 minden tovabbi mérés autokorrelacios
gorbéinek megfeleld probafliggvénnyel vald illesztése soran, ahol a gerjeszté 1ézer

hullamhossza azonos.

=z

sz

kovettik ZEISS LSM 880 konfokalis mikroszkop segitségével. A merések soran 40x
vizimmerziés objektivet (NA = 1,2) alkalmaztunk. Az A647-et a HeNe lézer 633 nm-es
vonalaval gerjesztettiik. A gerjeszté fény és emittalt fluoreszcencia elvalasztasara az MBS
488/543/633 sugarosztot hasznaltunk. Az emittalt fotonokat GaAsP fotoelektron sokszorozdval
detektaltuk. Az autokorrelacios gorbéket 10 s-os id6k6zokre vonatkoztatva szamitottuk ki a
ZEN Black 2.3 szoftver multiple-t algoritmusanak segitségével. A korrelator altal tarolt
legkisebb T késleltetési idéegység 0,2 ps; a maximalis korrelacios id6 10 s volt. A kalibracio
soran 20 ismételt mérést végeztink négy fuggetlen Kisérletben. Az ismételt mérések
korrekciot tartalmazéd modellt illesztettiik, melyet a (2)-es egyenlet ir le a (3)-as és (4)-es
egyenletek behelyettesitésével. Az illesztés eredményeként kapott S értékeket a fliggetlen
mérések kozott atlagoltuk, és minden tovabbi Kisérletben konstans paraméterkent vettiik
figyelembe.

Ugyanezen kisérletben meghataroztuk a detektalasi térfogat lateralis sugaréat is, melyet
arra hasznaltunk fel, hogy az elkdvetkezendé mérések sordn kapott karakterisztikus diffazios
idoket atszamitsuk diffuziés egyitthatova a (6)-os egyenlet szerint. A szabad A647 festék

karakterisztikus diffGzios idejét az S paraméterrel azonos médon hataroztuk meg.
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Wyy = \/4TA647DA647 (7)

A detektalasi térfogat lateralis sugarat (wxy) az A647 festék becsilt karakterisztikus
difftzids ideje (tass7) €S az azonos koriilmények kozott meghatarozott, ismert Daesa7 diffuzios

egyltthatd [119] ismeretében a (7)-es egyenlet segitségevel szamitottuk ki.

V.7.2. CAR-ok diffGzids karakterisztikajanak meghatarozasa

A HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és HER2.CD28.41BB.z CAR-ok difflziés
viszonyait kozvetlentl az apikalis membranfelszin szuperrezollcids Airyscan felvételeinek
elkészitését kovetéen (lasd V.6.4-es fejezet) fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiaval
vizsgéltuk. Az A647 konjugalt monomer HER2-vel jelolt CAR T sejteket a kisérlet ideje alatt
10 mM glukoz-PBS-ben, 37°-on inkubaltuk. A mérésekhez 40x vizimmerzios (NA = 1,2)
objektivet hasznaltunk. Az A647 festéket a kalibracios kisérletekkel megegyezden a HeNe lézer
633 nm vonalaval gerjesztettiik. A konfokalis kepeken sejtenként egy mérési pontot jeldltiink
kia CAR T sejtek apikalis membranfelszinen, melyet a legmagasabb jelintenzitasu z poziciora
fokuszaltunk, feltételezve, hogy a forgasi ellipszoid alaki merési térfogat fokuszsikja itt metszi
a legnagyobb membranfellletet. A mérések hossza sejtenként Gsszesen 100 s volt, az
autokorrelacios gorbéket 10 masodperces részintervallumokra bontva szamoltuk ki. Minden
vizsgalt CAR konstrukcio esetén legalabb 3 fliggetlen mérést végeztiink.” A kisérlet sémajat a
17. abra mutatja be.

A CAR T sejtek apikalis membranfelszinének mintegy harmadat lefedd, elszortan
elhelyezked6 immobilis CAR aggregatumok jelenléte a mérés kezdeti szakaszaban gyors titemii
fotoelhalvanyulas forméajaban jelentkezett. Az adatok feldolgozasa soran ezeért a teljes mérési
idGintervallumbol csak azokat a 10 s-0s szakaszokat vettiik figyelembe, amelyekben az atlagos
fluoreszcencia intenzitds a megfigyelés teljes idGtartama alatt stabilnak bizonyult,
minimalizalva a fotoelhalvanyulasbdl szdrmazo miitermékeket.

Az autokorrelacios gorbék egy komponens térbeli és egy komponens sikbeli szabad
diffizidjat leird6 modellfiggvénnyel bizonyultak a legjobban illeszthetdnek, melyet a (2)-es
egyenlet ir le a (3)-as és (5)-0s egyenletek behelyettesitésevel. A 3D diffGziét mutatd
komponenst a jel6lés soran alkalmazott, disszocialt monomer A647-HER2-ként, a 2D

membrandiffuzids karakterisztikaju komponenst a mobilis CAR frakcidként azonositottuk.

7 A CAR-ok membranbeli mobilitasat 6sszesen 5 fiiggetlen kisérletben vizsgaltuk FCS mddszerrel. Ezek koziil 1
alkalommal a mérést Téth Csaba Tamas végezte.
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17. &bra CAR mobilitds FCS-el vald meghatarozasanak semaja

Annak érdekében, hogy tovabb csdkkentsiik az ismeretlen paraméterek szamat a
probafliggvény illesztése soran, a szabad A647-HER2 karakterisztikus diffuzids idejét kilon
diffuzigjat 37°C-on, 10 mM glikdz-PBS-ben, az ,.¢éles” kisérletekkel azonos koriilmények
kozott mértik négy fuggetlen kiserlet 20x10 masodperces szakaszaiban. Az autokorrelacios
modellt illesztettlk ((2)-es egyenlet a (3)-as és (4)-es egyenletek behelyettesitésevel) ahol az S
szerkezeti paramétert az A647 tesztoldat segitségével kalibralt értéknek megfelelden
rogzitettik.

A mobilis CAR molekuldk diffuzids allandojanak meghatarozasa soran ezutan mind a
szabad monomer A647-HER2 karakterisztikus difflzios idejét, mind az S alakfaktort rdgzitett
paraméterként vettiik figyelembe a modellillesztésben. A diffazios idoket a (6)-0s egyenlet
segitségével, az A647 festék tesztoldatanak kalibracios mérésébdl szarmaztatott w,, sugar

felhasznalasaval alakitottuk at diffuziés koefficienssé.
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V.8. CAR oligomerizacio meghatarozasa Western blot modszerrel

A HER2.z, HER2.CD28.z, HER241BB.z, és HER2.CD28.41BB.z CAR-ok
oligomerizécibjat Western blot segitségével vizsgaltuk. A CAR T sejteket 4°C-os PBS-el
mostuk, majd lizaltuk 2 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 1 mM néatrium-ortovanadéat
(NaOV), illetve a gyarto elbirdsai szerint elokészitett protedz inhibitor koktél tartalmd lizis
pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 5 mM EDTA). A dimer és oligomer
CAR-okat nativ kortlmények kozott, a monomer receptorokat 0,1 mM ditiotreitol (DTT)
tartalmd reduk&lé minta pufferben vélasztottuk el 10%-o0s SDS-PAGE poliakrilamid gélen. A
futtatds végeztével a fehérjesavokat felszaraz blottoloval polivinilidén-fluorid (PVDF)
membranra (Millipore, USA) vittlik 4. A membrant szobahémérsékleten egy 6ran keresztil
0,1% Tween20-at és 5% zsirmentes tejport tartalmazo TBS pufferben blokkoltuk, majd 1 pg/mi
egér anti-human CD3( antitesttel jeloltik egy éjszakan keresztiil 4°C-on, billegé keverés
mellett. A membrant 0,1% Tween20 tartalmu TBS oldatban (TBS-Tween20) mostuk fél 6ran
keresztll tObbszori oldatcserét alkalmazva. Ezt kovetden a membranokat 1 oran keresztul
szobahémérsékleten torma peroxidaz konjugalt anti-egér 1gG masodlagos antitesttel jel6ltik,
TBS-Tween20 oldattal mostuk egy 6ran keresztil, majd HRP szubsztratot tartalmazo eléhivo
oldatban inkubaltuk 3 percig. A felvételeket a FluorChem Q képalkoto és analizalo rendszerrel
(ProteinSimple, San Jose, CA, USA) készitettlik. A savok intenzitasat az ImageJ/Fiji szoftverrel
[109] elemeztiik.®

V.9. CAR struktara predikcié

A HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z, és HER2.CD28.41BB.z CAR-ok
harmadlagos szerkezetének vizsgalatara a RoseTTAFold gépi mélytanulason alapuld
fehérjeszerkezet modellez6 algoritmust [120] alkalmaztuk. A HER2-specifikus, FRP5 eredetii
scFv, az 1gG1l SH és a CD28 transzmembranrégid, valamint az intracellularis kostimulacios
domének és a CD3z effektor domének szerkezetét egyedileg josoltuk meg. Az algoritmus a
fehérjeszerkezet modell megbizhatésagat 0-1 kozott értékeli, a DeepAccNet mélytanulasi
keretrendszerrel [121] végzett Local Distance Difference Test (LDDT) alapjan, mely a
modellben szerepld Gsszes atom helyi tavolsagkiilonbségének szuperpoziciomentes értékelése

[122].

8 A CAR oligomerizaciot dsszesen 2 fiiggetlen kisérletben vizsgaltuk. Ebbél 1 kisérlet technikai végrehajtasat és
elemzését Dr. Szo6r Arpad végezte.
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18. &bra A nativ TCR CD3( domén és az intracellularis CAR domének masodlagos szerkezete

A TCR CD3( és CAR konstrukciok CD3z doménjeit az aminosavszekvenciak piros, a CD28 domént zéld, a 41BB
domént kék szine jeldli.

Az intracellularis CAR domének esetében a nativ TCR CD3( doménjének krio-
elektronmikroszkdpiaval meghatéarozott struktarajaval [123] legnagyobb homoldgiat mutatd
(18. &bra), az scFv és az IgGl SH-CD28 TM alegységek esetében a legmagasabb
megbizhatosagi pontszammal rendelkezé predikcios modelleket valasztottuk elemzésre. Az

illusztracios celu abrak elkészitéséhez az iCn3D Structure Viewer [124] szoftvert hasznaltuk.

V.10. CAR T sejtek proliferaciojanak meghatarozasa ,,rechallenge”
prébaval

Az OKT3-antiCD28/RPMI és az OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollokkal (lasd
V.3.4-es fejezet) eldallitott HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek proliferacios
potencialjat un. ,rechallenge” proba segitségével vizsgaltuk. Ezen Kisérleti rendszer
leegyszertsitett in vitro korulmények koézott modellezi a CAR T sejteket éré folytonos
antigenstimulacié hatasat a tumorszdvetben. A proba annak vizsgalatara alkalmas, hogy a CAR
T sejtek mennyi idon keresztiil, és milyen mértékben képesek expandalni a hosszi idén
keresztul fenntartott stimulalé jel hatasara. Emellett a sejtszam csokkenése alapjan kimerulésik
mértéke és sebessége is nyomon kdvethetd. A kisérlet soran 2x10° CAR T sejtet helyeztiink 1
pg/ml HER2-Fc molekulaval fedett 96 lyuku tenyésztdedénybe, 200 ul komplett RPMI vagy
LymphoONE médiumban a kiindulasi protokollnak megfeleléen. A CAR T sejtek szamat 3,5
naponta hataroztuk meg aramlasi citometriaval. A proliferacios ratat az adott napon mért
sejtszdm kiindulasi sejtszammal vald osztasaval szamoltuk ki. Ezt kovetden a kiindulasi
szammal azonos sejtet Ujra stimulaltunk friss 1 pg/ml HER2-Fc fedett tenyésztéedényben.
Amennyiben a proliferacids rata 1 ald esett, az 0sszes rendelkezésre all6 CAR T sejtet
stimulaltuk Gjra.® A sorozatos stimulacio 0., 3,5. és 10,5. napjan aramlasi citometriaval és

immunfluoreszcens jeléléssel meghataroztuk a CAR T sejtkészitmények CD8/CD4 és memoria

oA »rechallenge” probat sszesen 5 fiiggetlen kisérletben végeztiik el. Ebb6l 1 Toth Csaba Tamas, 1 Szilagyi
Adam munkaja.
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fenotipus eloszlasat a 0-es fejezetben ismertetett médon. Kontrollként nem transzdukalt (non-
transduced, NT) T sejteket alkalmaztunk. Minden esetben két parhuzamos mintét vizsgaltunk.

V.11. CAR T sejtek citokin szekrécidjanak meghatarozasa

Az OKT3-antiCD28/RPMI és az OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollok
segitségével elballitott HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek antigén specifikus
aktivaciojat az IL-2 és IFNy citokinek valamint a szolubilis T sejt immunglobulin és mucin
domén-3 (T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3, TIM-3) kimerlési
marker Kibocsajtasaval jellemeztiik. Ennek soran 2x10° CAR T sejtet helyeztink 1 pg/ml
HER2-Fc-vel fedett 96 kamras sejttenyészté edénybe, melyeket a kiindulasi protokollnak
megfeleléen komplett RPMI vagy LymphoONE médiumban inkubaltunk 24 oOraig. Ezt
kovetden a feliilluszo 1L-2 és IFNy koncentraciojat a gyarto altal elére Gsszeallitott puffer- és
reagens készletek (Quantikine ELISA; R&D systems, Minneapolis, MN, USA) segitsegével
ELISA modszerrel, a szolubilis TIM-3 relativ szintjét Western-blot (Proteome Profiler Human
XL Cytokine Array KIT; R&D systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével hataroztuk meg
a gyarto utasitasai szerint, Synergy HT ELISA olvasé (BioTec, Winooski, VE, USA) illetve a
FluorChem Q képalkotd és analizalo rendszer (ProteinSimple, San Jose, CA, USA)
alkalmazésaval. A Western-blot kisérlet immunreaktiv foltjainak pixelintenzitasat az
ImageJ/Fiji [109] szoftverrel hataroztuk meg. Kontrollként sejtmentes médiumot, valamint NT
T sejteket hasznaltuk.

Az IFNy kibocsajtast ezen kivil HER2* tumor sejteken valé inkubaciot kovetden is
meghataroztuk. Ennek soran 2x10° CAR T sejtet helyeztiink 2x10° MDA-HER2, N87, vagy
JIMT-1 tumorsejttel fedett 96 kamras sejttenyészt6 edénybe, melyeket a kiindulasi protokollnak
megfeleléen komplett RPMI vagy LymphoONE médiumban inkubaltunk 24 6ran keresztul. A
feliiluszo IFNy koncentracidojat ELISA modszerrel (Quantikine ELISA; R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) mértik a gyartd utasitasait kovetve. Kontrollként sejtmentes
médiumot, NT T sejteket, CAR T effektor sejtekkel nem kezelt HER2* tumorsejteket, valamint
a HER2™ MDA sejtvonalat hasznaltuk. A méréseket harom parhuzamos mintan végeztik, két

fliggetlen kisérletben.°

10 A 2 fiiggetlen kisérlet kozil 1 Szilagyi Adam munkaja.
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V.12. Relativ foszfoprotein szintek vizsgalata

A kiilonb6zo fenotipuseloszlasi HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek
antigénspecifikus stimulacidjat kovetd jelatviteli Utvonalak szempontjabdl relevans protein
kindzok és szubsztratok relativ foszforilacios szintjének parhuzamos vizsgalatara a Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array kitet (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
hasznaltuk. A mérés soran 3,33x10° CAR T sejtet inkubaltunk 1 pg/ml HER2-Fc-vel bevont
24 kamras tenyésztéedényben 0,5; 2,5; vagy 7 percig, 2 ml komplett RPMI illetve LymphoONE
médiumban, 37°C-on. A kapott mintakat egyesitettiik, és 4°C-os PBS-sel mostuk. Szamolas
utan a mintakbol 108 sejtet 1200 rpm-en 5 percig 4°C-on centrifugéaltunk, majd a gyartd
utasitasai szerint lizaltuk. A sejtlizatumokat 43 kiilonboz6 foszforilalt fehérjére specifikus
befogo antitestekkel duplikdtumokban pontozott nitrocelluléz membranokon inkubaltuk egy
éjszakan at 4 °C-on, lengdplatformos razogépen. A gyarté altal biztositott mosopufferben vald
haromszoros mosast kovetden a membranokat biotinilalt detektald antitestkoktélban inkubaltuk
2 oran at szobahOmérsékleten, haromszor mostuk, majd 30 percig szobahomérsékleten
sztreptavidin-HRP-vel inkubaltuk. A membranokat a gyarto utasitasai szerint mostuk, majd 1
percig inkubaltuk a mellékelt kemilumineszcens detektaldo oldatban. A felvételeteleket
FluorChem Q képalkoto rendszer (ProteinSimple, San Jose, CA, USA) segitsegével készitettlik
el. Az immunreaktiv foltok pixelintenzitasat az ImageJ/Fiji [109] szoftverrel hataroztuk meg.

A kulonbdzé fenotipus eloszlasi HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek
antigenspecifikus stimulacioja utani relativ foszfokinaz szinteken felligyelet nélkili kétiranyd
hierarchikus klaszterezést végeztiink az R-alapu ClustVis segitségével [125]. Nem elemeztik
azokat a foszfoproteineket, amelyek mind a négy mintaban a negativ kontroll alatti jelet adtak.
A sorok és oszlopok klasztereit az un. atlagos lancmddszerrel csoportositottuk, melyben két
klaszter tAvolsagat az 6sszes megfigyelési egység paronkénti tavolsaganak atlaga definiélja. Az

eredményeket hétérképen jelenitettiik meg.

V.13. CAR T sejtek in vitro citotoxicitdsdnak meghatarozasa

A kiilonboz6 fenotipuseloszlasat HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek in vitro
citotoxicitasat a HER2", luciferaz expresszalé MDA-HER2, N87 és JIMT-1 tumor sejtvonalak
alkalmazésaval vizsgaltuk a D-luciferin bomlasat kovetd lumineszcens jel detektalasan alapulo
modszer segitségével. 10° MDA-HER2.ffLuc, N87.ffLuc és JIMT-1.ffLuc sejtet tenyésztettiink
96 lyukau lapos alju tenyésztéedényben 200 ul komplett RPMI vagy LymphoONE médiumban,
melyeket 10° OKT3-antiCD28/RPMI, illetve OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal
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eléallitott CD28.z és 41BB.z CAR T sejt jelenlétében inkubaltunk 24 o6raig. A CAR T sejteket
lemostuk a kezelést talélé adherens tumorsejtekrél, melyek relativ szamat D-luciferin reagens
segitségével hataroztuk meg a gyartd irAnymutatéasa szerint Synergy HT luminometer (BioTek,
Winooski, VE, USA) hasznalataval. Kontrollként kezeletlen tumorsejteket, NT T sejteket,
valamint a HER2™ MDA.ffLuc sejtvonalat hasznaltuk. A CAR T kezelést tulélé adherens
tumorsejtek relativ ardnyanak meghatarozasa soran a kezelt csoportokban mért lumineszcencia
intenzitast els6ként a kezeletlen mintaparjaikban, majd az NT T sejtekkel kezelt
mintaparjaikban meghatarozott lumineszcencia intenzitds értékekkel normalizéltuk. A

méréseket két parhuzamos mintan végeztik, harom fliggetlen kisérletben.**

V.14. CAR T sejt kozvetitett citolizis kinetikajanak vizsgalata elektromos
Impedancia mérésen alapuld bioszenzorral

A HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és a HER2.CD28.41BB.z CAR T sejtek
medialta korai citotoxikus hatast az elektromos impedancia méresen alapuld Elektromos Sejt-
szubsztrat Impedancia szenzor (ECIS; Applied BioPhysics, Inc., New York, NY, USA)
segitségével jellemeztik. A 8 kamras 8W10E PET lemez (Applied BioPhysics, New York, NY,
USA) aljat borité arany elektrodakra HER2 expresszald JIMT-1 tumorsejteket tapasztottunk ki.
A letapadd tumorsejtek komplex impedancia spektrumat 1-t61 10° Hz-ig terjedd tartomanyban
mértik. A tumorsejteket 25 éran keresztil inkubaltuk a kamrakban. Ebben a pontban a mért
impedancia elérte a kamrak aljat teljesen lefed6 sejttenyészetre utalo platot, ami elengedhetetlen
a kiilonb6z6 kezelések megfeleld dsszehasonlitasahoz. Az adherens tumorsejtek pusztuldsa a
mért impedancia csokkenését eredményezi, lehetdéve téve a CAR T sejtek citotoxikus hatdsanak
vizsgalatat valos idében. Az effektor/target sejt aranyt 1:1-re allitottuk be. A CAR T sejteket
két, parhuzamosan késziilt technikai replikatumban hasonlitottuk dssze.'? Az impedanciat 25
oran keresztul kovettik. Az atlagolt impedancia értékeket el6szor a kiindulasi impedanciaval,

majd a NT T sejt kontrollban mért impedanciaval normalizaltuk.

11 A CAR T sejtek in vitro citotoxicitasat vizsgal6 3 fiiggetlen kisérletbol 1 Szilagyi Adam munkaja.
12 A 2 technikai ismétlés kéziil 1 Dr. Szo8r Arpad munkaja.
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V.15. Xenograft tumorok CAR T sejt kezelése

A CART sejt kezelés JIMT-1 sejtekbdl allo xenograft daganatra gyakorolt hatasat NSG
(NOD scid gamma) egerekben vizsgaltuk. Az altalunk alkalmazott NOD.Cg-Prkdcs
12rg™Wil/Sz) egértorzs stlyos kombinalt immunhianyos allapothoz (Severe combined
immunodeficiency, SCID) vezet6 és az IL-2 receptor gamma lancanak kifejez6dését meggatolo
mutécidkat hordoz. Az egyedek nem rendelkeznek érett T, B, és funkcionalis NK-sejtekkel,
valamint citokin jelatvitelik is hianyos, igy szervezetik nem képes fellépni az idegen sejtekkel
és anyagokkal szemben, ezért jol alkalmazhat6ak transzplantacios kisérletekben. A The Jackson
Laboratory-t6l (Bar Harbor, Manié, USA) vasarolt egereket a Debreceni Egyetem
Elettudomanyi Kozpont, Biokémiai és Molekuléris Biologiai Intézet Kisérleti Allathazanak
(nyilvantartasi szam: 111/4-KAT/2015) SPF mindsitésii teriiletén tenyésztették, a kezeléseket és
a tumorméret monitorozasat az ,,MD” részlegen végeztik.

A xenograft oltast a ndstény egerek 7 hetes koraban adtuk be, 100 pl PBS-ben
szuszpendalt 3x10° JIMT-1.ffLuc vagy 3x10% JIMT-1 sejt és ezzel megegyezd térfogath
Matrigel keverékének szubkutan (s.c.) injekcidjaval. A Matrigel folyékony allapotanak
megobrzése érdekében a sejtszuszpenzios kevereket és injekcids szereléket az oltasig jégen
tartottuk. Egerenként 2 oltast végeztiink a 2 hatso végtag dorzalis oldalan.

Az egereket egyszeri dozisban kezeltiik 2,5x10° HER2-CAR vagy 2,5x10° HER2-
CAR.ffLuc T sejt intravénas (iv.) injekcidjaval a xenograft beoltdsat koveté 14. napon.
Kontrollként 2,5x10° NT vagy NT.ffLuc T sejtet alkalmaztunk. A JIMT-1.ffLuc daganat
Spectrum CT készulékkel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) kovettiik 7 naponta. A mérés
elott az izoflurannal érzéstelenitett allatokat intraperitonealisan D-luciferinnel (150 mg/kg)
injektaltuk, majd 10 perc elteltével biolumineszcens képeket vettiink fel. A felvételeket a Living
Image szoftver 4.0 verzidjaval (Caliper Life Sciences, Waltham, MA, USA) elemeztik. Az
elemzés soran minden tumorrégion azonos méretii teriiletet jeldltiink ki, ahol
foton/masodperc/négyzetcentiméter/szteradian  (p/s/cm?/sr) értékben hataroztuk meg a
biolumineszcens jel intenzitasat.

Az allatkisérleteket az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs jovahagyasaval (# 5-
1/2017/DEMAB), a szilkséges engedélyek birtokaban végeztiik. Minden allatkisérletet
megfelel6 FELASA képesitéssel rendelkezd szakember feliigyelete mellett, a DIN EN 1SO
9001 szabalyozéasnak megfelelden hajtottunk végre.

67



V.16. Statisztikai analizis

A statisztikai analizis soran a GraphPad Prism 5 szoftvert (GraphPad software, Inc., La
Jolla, CA) hasznéltuk. Az alacsony elemszdmU mintak eloszlasanak statisztikai normalitasat a
Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. Az adatokat atlag + SEM vagy SD formajaban adtuk meg.
Két csoport 0sszehasonlitasara kétoldali t-prébéat alkalmaztunk. Harom vagy tobb csoport
dsszehasonlitasahoz egyirdnyd ANOVA-t és Tukey vagy Bonferroni-féle post hoc tesztet
hasznaltunk. A Tukey post hoc tesztet azonos mintaelemszamu csoportok, a Bonferroni-féle
post hoc tesztet eltéré mintaclemszdmi csoportok Osszehasonlitasara alkalmaztuk. Az

eltéreseket szignifikansnak tekintettik, ha p<0,05 volt.
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VI. Eredmények

VI.1. A kostimuléciés domének meghatarozzak a kiméra antigéen
receptorok sejtfelszini szervezodését és a CAR T sejtek aktivacigjat

A CAR T sejtek rovid tava effektorvalaszat jelentés mértékben befolyasolja a kiméra
receptorok azon képessége, hogy a tumorsejt felismerését kovetéen a kontaktfelszinen
akkumulalédva stabil immunoldgiai szinapszist épitsenek fel. A CAR-ok extracelluléris
doménjei az antigénkdteés erdsségén, a CAR T és tumorsejt kozotti fizikai tavolsagon és a CAR-
ok dimerizacidjan keresztil ismert hatast gyakorolnak erre a folyamatra, ugyanakkor a
legelterjedtebben alkalmazott kostimulaciés endodomének szerepe mindeddig nem Kkerdlt
feltarasra. Projektiink elsd részében ezért a kostimulacidos endodomének szerepét jellemeztiik
az els6, masodik és harmadik generacios CAR-0k molekularis szerkezetében, sejtfelszini
szervezOdésében és membrandiffuzios dinamikajaban a nyugvo sejtmembranban. Kovetkezo
Iépésben megvizsgaltuk ezen alapvetd receptortulajdonsagok hatasdt az immunszinapszis

felépulésére, a korai citolitikus jelatvitelre, illetve tumor eliminacio rovid tava kinetikajara.

VI1.1.1. HER2-specifickus CAR T sejtek eloallitasa

A kostimulacios domént nem expresszalo elsé generacios HER2.z, a CD28 vagy 41BB
kostimulacios endodomént kifejez6 méasodik generacios HER.CD28.z és HER2.41BB.z, illetve
a mindkét endodomént tartalmazd, harmadik generacios HER2.CD28.41BB.z CAR T sejteket
retroviralis transzdukcios rendszerben allitottuk ¢l6 az OKT3-antiCD28/RPMI sejttenyésztési
és T sejt stimulacios protokollal (lasd V.3.4-es fejezet). A kiméra antigén receptor expresszidjat
a HER2-felismer6 doménre specifikus fluoreszcens jel6léssel, majd ezt kovetd aramlasi
citometrias vizsgalattal igazoltuk a transzdukciot koveté negyedik napon. Kontrollként NT T
sejteket alkalmaztunk. A kapuzas soran el6szor morfologiai jellemzdik szerint kiilonitettiik el a
limfocita populaciot, majd meghataroztuk a CAR pozitiv T sejtek szazalékos aranyat a kontroll
NT sejtekhez viszonyitva (19. abra A, B).

Minden CAR stabil expressziot mutatott a T sejtek felszinén (HER2.z: 89+5%,
HER2.CD28.z: 76+8%, HER2.41BB.z: 85+4%, HER2.CD28.41BB.z: 95+5%), illetve az
egyes konstrukciokra jellemz6 transzdukcios hatékonysdgok kozott nem tapasztaltunk

statisztikailag szignifikans eltérést (19. abra B).
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19. abra Kiilonbo6z6 kostimulacios doménekkel rendelkez6 CAR T sejtek eldallitasa

A: A HER2-CAR expressziot HER2-Fc fUzi6s proteinnel és A488 konjugalt anti-human 1gG-vel val6 indirekt
jeloléssel és aramlasi citometriaval igazoltuk. A kapuzas soran morfologiai jellemz6ik szerint elkiilonitettiik a
limfocita populaciét, majd meghataroztuk a CAR pozitiv T sejtek szazalékos aranyat a kontroll NT sejtekhez
viszonyitva.

B: Areprezentativ hisztogramok a HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és HER2.CD28.41BB.z konstrukciokat
expresszald CAR és NT T sejt populacidk eloszlasat mutatjak.

C: Az oszlopdiagram a CAR T sejtkészitmények transzdukcios hatékonysaganak atlagat (= SD) abrazoljak (n =
3). A statisztikai 6sszehasonlitasokat egyiranyl ANOVA és Tukey post hoc teszttel végeztiik el.

VI.1.2. A kostimulacios endodomének meghatarozzak a kiméra antigén
receptorok felszini szervezédését a nyugvé CAR T sejt membréanban

A specifikusan célzott tumor antigén CAR T sejt altali felismerét a cél-és effektor sejtet
Osszekoté immunoldgiai szinapszis felépulése koveti, mely sordn a kontaktfelszinen
akkumulalédé kiméra antigén receptorok aktivaljak a tumorsejt eliminacidojahoz vezetd
citolitikus jelatviteli Utvonalakat. Korabbi kutatasi eredmények alapjan az immunszinapszis
kialakuldsanak sebessége, mérete és stabilitasa fontos indikatora lehet a CAR T sejtek
tumorellenes hatékonysaganak [126]. Mivel a kiméra receptorok molekularis szerkezete és az
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elére Osszeszerelodott receptorstruktirak membranbeli jelenléte potencidlisan befolyasolhatja
a szinapszis felépllésének dinamikajat, ezért els6 Ilépésként a kostimulacios endodomének
szerepét vizsgaltuk meg a receptor oligomerizacio és a sejtfelszini szervezédés tekintetében.
A kiméra receptorok oligomerizaciojat Western-blot segitségével jellemeztik. A
nyugvo CAR T sejtekbdl eléallitott teljes sejtlizatumokat SDS-PAGE gélen futtattuk. A dimer
és oligomer CAR-ok detektaldsa céljabél nativ mintapuffert alkalmaztunk, a monomer
receptorokat a diszulfid hidakat felbonté DTT-t tartalmazo redukalé pufferben valasztottuk el.
A PVDF membréanra blottolt fehérjesavokat anti-human CD3( monoklonélis antitesttel tettik
lathatova. Kontrollként az NT T sejtek szolgaltak. Az alkalmazott antitest a CAR-ok CD3z
alegysége mellett a TCR receptorkomplex részeként nativan kifejez6d6 CD3( lancot is
felismeri, amely 20 kDa magassagaban jelenik meg az el6hivott membranon mind a nativ, mind

a redukalo kortlmények kozott futtatott mintakban (20. abra A).
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20. &bra A kiilonboz6 kostimulacios doménnel rendelkez6 kiméra antigén receptorok oligomerizacios
szintjének meghatarozasa a nyugvé CAR T sejt membranban

A: A dimer és oligomer CAR-okat nativ korlilmények kozott, a monomer receptorokat 0,1 mM DTT
tartalmud redukalé pufferben véalasztottuk el SDS-PAGE poliakrilamid gélen. A fehérjesdvokat PVDF
membranra blottoltuk és 1 pg/ml anti-human CD3( monoklonalis antitesttel jeloltik egy €jszakéan keresztl
4°C-on.

B: Az oszlopdiagramok 2 kiilonb6z6 donortol szarmazd, nativ korilmények kozott elvalasztott HER2.z,
HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és HER2.CD28.41BB.z CAR T sejtkészitmény Western-blot vizsgalatanak
eredményeit abrazoljak.

Az anti-CD3(-val jelolt CAR dimerek a 150-180 kDa kdzotti, az oligomerek a 250 kDa
feletti régidban jelentek meg a nativ pufferben futtatott mintaban (20. abra A, bal oldali
felvétel), mig a redukdlé korulmények kozott elvalasztott monomerek a CAR-ok
molekulaméretének megfeleléen 60-75 kDa-os mérettartomanyban voltak detektalhatoak (20.
abra A, jobb oldali felvétel). Az immunreaktiv savok intenzitdsanak elemzésével kimutattuk,

hogy a kostimulaciés domént nem tartalmaz6 HER2.z és a CD28 alegységgel rendelkezd
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HER2.CD28.z CAR-ok megkozelitdleg 90%-a dimereket alkot. A 41BB domen jelenléte
azonban nagy mértékben fokozza a receptor oligomeriziciot: a HER2.41BB.z és a
HER2.CD28.41BB.z CAR-0k mintegy 38% illetve 60%-a magasabb rendli oligomerekké
szervezodott (20. dbra B).

A CAR-ok antigénstimulustol fliggetlen szervezddését ezt kdvetden a sejtfelszini
membrénstruktarédk szintjen vizsgaltuk Airyscan mikroszkopia és digitalis képelemz6
algoritmusok segitségével. A CAR T sejtek transzdukcids hatékonysaganak meghatarozasa
kapcsan rutinszertien alkalmazott HER2-Fc ECD jeldlés ebben a kisérleti rendszerben nem volt
alkalmazhatd, mivel a fehérje dimer jellege a receptorok keresztkétéséhez és kdvetkezményes
HER2-t allitottunk el6 (1asd V.4-es fejezet). A 37°C-on, 10 mM gliik6z-PBS-ben inkubalt jeldlt
CAR T sejtek apikalis membranfelszinérél megkozelitdleg 600 nm vastag optikai szeleteket
vettiink fel, melyek intenzitasalapld szegmentalasaval (21. abra A) meghataroztuk a
szubmikronos domének &sszesitett terlillet- és receptoraranyat, valamint az egyedi
receptorklaszterek atlagos méretenek, integralt intenzitdsanak és mennyiségének eloszlasait. Az
atlagos képintenzitasok kumulativ stirtiségfliggvénye lognormalis eloszlast kovetett, a kiugro
értékeket nem vettik figyelembe az elemzés soran. Ezaltal kikiszoboltik a CAR expresszios
szintjének széls6séges inkonzisztenciaibol fakadd zavard hatdsokat (21. abra B).

Eredményeink alapjan mind a négy vizsgalt CAR inhomogén sejtfelszini eloszlast
mutatott: a Kiméra receptorok mintegy 75%-a a felvétel idejének léptékében (2-5 s)
immobilisnak mutatkozo, nagy receptorsiiriiségii klaszterekben lokalizalodott, a teljes apikalis
membranfelszin teriletének harmadat lefedve (21. abra C). Az egyedi klaszterek kiterjedéseben
€s receptorstirliségében azonban szignifikans eltérés jelentkezett az egyes kostimulacios
domének jelenléte, illetve hidnya esetén. Megfigyeléseink szerint az elsdésorban dimereket
alkoto HER2.z és HER2.CD28.z CAR-ok kisebb szamu, ugyanakkor nagyobb méretii és
denzitasi szubmikronos doménekben lokalizalodtak, ezzel szemben a magasabb rendil
oligomereket alkot6 HER2.41BB.z és HER2.CD28.41BB.z konstrukcidok kisebb méretii és

alacsonyabb integralt intenzitast mutatd membranklaszterbe szervezdédtek (21. bra D,E).
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21. &bra A kiméra antigeén receptorok sejtfelszini szervez6désének meghatarozasa nyugvo CAR T sejtekben

A: A reprezentativ AiryScan felvételek a HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és a HER2.CD28.41BB.z CAR
T sejtek apikalis membranfelszinét (Elemzett kép, fels6 sor) valamint a klaszterszegmentdcié eredményét
(Szegmentalt kép, alsé sor) mutatjak. Az CAR-okat A647 konjugalt monomer HER2-vel jeldltik. A klasztereket
a fluoreszcens jelintenzitas tartomany alsé 75%-anak levagasat kovetéen a Imagel/Fiji szoftver ,,watershed”
funkcidjanak segitségével szegmentaltuk. A skala mérete 2 um.

B: Az abra az elemzett CAR T sejtek apikalis membranfelszinének dsszesitett intenzitdsat mutatja.

C: CAR Kklaszterek tsszesitett terliletének (bal oldali diagram) és jelintenzitasanak (jobb oldali diagram) ardnya a
teljes apikalis membranfelszinhez viszonyitva.

D: Kiméra antigén receptor klaszterek atlagos szima 10 pm? apikalis membranfelszin teriiletén.
E: Az egyedi CAR klaszterek méretének és integralt intenzitdsanak eloszléasa.

A B-E oszlopdiagramokon az atlag (+ SEM) van feltiintetve (nHER2.z = 54, 4 donor; nHER2.CD28.z = 44, 3
donor; nHER2.41BB.z = 47, 4 donor; nHER2.CD28.41BB.z = 54, 4 donor). A statisztikai dsszehasonlitasokat
egyiranyi ANOVA és Bonferroni post hoc teszttel végeztik el (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Ezen eredmények tehat arra mutattak, hogy a kiilonboz6 kostimulacios doménekkel
rendelkez6 kiméra receptorok eltérd sejtfelszini strukturakat alkotnak. Ugyanakkor az 6sszes
vizsgalt konstrukcid esetén konzisztensen megfigyelhetd volt, hogy a CAR-ok mintegy
negyede a klasztereken Kivil helyezkedik el. Mivel a CAR-ok immunolégiai szinapszisban val6
akkumulécibja sordn az eldre Osszeszerel6dott receptor aggregatumok mellett a mobilis
receptorstrukturak diffuzids sebessége is fontos szerepet jatszhat, a kovetkezd 1épésben
megvizsgaltuk a kiilonb6z6 kostimulaciés doménekkel rendelkez6 CAR-0k membrandiffizios
kinetikajat.

VI1.1.3. A CAR-ok eltéré diffuziés dinamikat mutatnak a CD3z domén

membranfelszint6l valé tavolsdganak fliggvényében

Az eltéré kostimulaciés doménnel rendelkez6 CAR-ok membrandiffizids kinetikajat
fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia segitsegével jellemeztik. Ennek soran a 37°C-on
inkubalt, nyugvé CAR T sejtek apikalis membranfelszinét atszeld konfokalis detektalasi
térfogatban vizsgaltuk az A647 konjugalt monomer HER2-vel jelolt CAR-ok
fluoreszcenciajanak 2D membrandiffaziobol fakado idébeni ingadozasat (22. bra A).

A fluoreszcencia fluktudcidkat autokorrelacios fuggvénnye alakitottuk, majd a
parameéterbecslést nemlinearis modellillesztés segitségével végeztiik el. A CAR autokorrelacios
probafliggvénnyel bizonyultak a legjobban illeszthetének (22. dbra B). A 3D diffuziét mutatd
komponenst a jelolés soran alkalmazott, disszocialt monomer A647-HER2-ként, a 2D

membrandiffuzids karakterisztikaju komponenst a mobilis CAR frakcidoként azonositottuk.

T [Ms] S
10 mM A647 tesztoldat (Desztillalt viz, 25°C) 44,18 +5,02 6,8+0,5
0,5 nM A647-HER?2 tesztoldat (10 mM gliik6z-PBS, 37°C) 383,30 £ 4,79 6,8

3. tablazat Tesztoldatok autokorrelaciés fliggvényeinek illesztett paraméterei

A Korrelacios fliggvényekre egy komponens szabad 3D diffazidjat és triplet korrekciét tartalmazé modellt
illesztettlink. A tablazatban négy fiiggetlen kisérletbdl szarmazd paraméterek atlagértéke (£ SD) van feltlintetve.
Tt az egyensulyi tripethanyad, t:: a triplet allapot korrel&cios ideje, S: a fokusztérfogat axialis és laterélis sugaranak
hanyadosa, t4: @ komponens diffuzios ideje.

Mivel az autokorrelacios gorbék illesztése az adott prébafliggvénnyel megbizhatobb
eredményeket ad amennyiben a szabad paraméterek szdma alacsony, a modellegyenlet egyes
paramétereit kalibracios kiseérletekben hataroztuk meg. Els6ként az A647 festék tartdzkodési
idejét és az S miiszeres paramétert mértiik 10 mM koncentrcioju tesztoldatban, desztillalt

vizben, 25°C-on (lasd V.7.1-es fejezet). A kalibracios kisérletek eredményeit a 3. tablazat
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foglalja 6ssze. Az S alakfaktort minden tovabbi illesztés soran a kalibralt 6,8-as értéken
rogzitettik. A szabad A647 festék karakterisztikus diffuzios idejének (tassa7 = 44,18 ps) és
diffizios egyitthatojanak (3,3x10* um?/us [119]) ismeretében a (7)-es egyenlet szerint
Kiszamitottuk a yy lateralis fokuszsugarat, amely az alkalmazott gerjesztési hullamhossz
mellett 0,242 pm-nek adddott. A wxy paramétert a kés6ébbiekben az azonos festékkel jelolt
mobilis CAR komponens diff(zios koefficiensének szamitasara hasznaltuk fel a (6)-os egyenlet
szerint. Ezt kovet6en az A647-HER?2 jelol6molekula szabad 3D diffuziojat hataroztuk meg, 10
mM glik6z-PBS oldatban, 37°C-on (lasd V.7.2-es fejezet). A kapott karakterisztikus diff(zids
idot (tass7-HER2 = 383,30 ps) a CAR T sejtes mintak autokorrelacios gorbéinek illesztése soran
a szabad 3D diffaziot végz6 komponens karakterisztikus diffGzids idejeként rogzitettiik.

A CAR T sejtes mintak autokorrelacios gorbéinek illesztése altal nyert paramétereket a
4. tablazat foglalja 6ssze. Az egyensulyi triplet hanyad és a triplet allapot korrelacios ideje
statisztikailag szignifikans eltéréseket mutatott a kiilonbdzo konstrukcidk kozott, ami a CAR-
ok aggregacios allapotanak kiilonbségeibél fakado eltér6 molekularis kornyezettel
magyarazhato. A diffundalé komponensek frakcionalis eloszlasanak elemzése azt mutatta,
hogy a CD28 kostimulacios endodoméneket tartalmazo konstrukciok esetén magasabb a
disszocialt festékmolekuldk aranya, ami arra utal, hogy a CD28 endodomeén beépitése
csokkentheti a CAR koteési affinitasat.

Tt [%] Tt [Us] facazreER [%0] fear [%] Tcar [ms] Dcar [um2s™1]
HER2.z CAR 346+09 | 176+14 | 204+13 | 796+13 | 470+14 0,31+0,01
HER2.CD28.z CAR 356+08 | 124+08 | 366+06 | 634+06 | 335+0,9 0,44 +0,01
HER2.41BB.z CAR 37,0+09 | 145+10 | 255+08 | 745+0,8 | 33609 0,44 +0,01
HER2.CD28.41BB.z CAR | 36,1+09 | 139+10 | 350+06 | 650+06 | 278+08 0,53+ 0,02

4. tablazat A mobilis CAR-ok autokorrel&cios fliggvényeinek illesztésébél nyert paraméterek

Az autokorrelacios gorbékre egy komponens szabad 3D diffuzidjat, egy komponens szabad 2D diffuzidjat, és
triplet korrekciét tartalmaz6 modellt illesztettiink. A tablazatban négy (nHER2.z = 300, nHER2.41BB.z = 276,
NHER2.CD28.41BB.z = 289) illetve harom (HER2.CD28.z = 260) fliggetlen méréshen kapott atlagértéke (+ SD)
van feltlintetve.

Te egyenstlyi tripethanyad, T a triplet allapot korrelacios ideje, f: a komponens frakcidja, tass7Her2: @ Szabad
AB47-HER?2 tartozkodasi ideje, Tasa7-Her2: @ Mobilis CAR frakcio tartdézkodasi ideje, S: a fokusztérfogat axialis és
lateralis sugaranak hanyadosa

F6 megfigyelésiink, hogy a kostimulacios alegységgel nem rendelkez6 HER2.z CAR
bizonyult a legkevésbé, a HER2.CD28.41BB.z CAR a leginkdabb mobilisnak, mig a
HER2.CD28.z, és a HER2.41BB.z CAR-ok diffuziés sebessége az az els6-es harmadik
generacios CAR-ok kozé esett (22. abra C).
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22. dbra Kiilénbozé kostimulacios doménnel rendelkezé CAR-ok membrandiffuzidja és szerkezetmodellezése

A: A HER2.z, HER2.CD28.z, HER2.41BB.z és a HER2.CD28.41BB.z CAR T sejtek apikalis membranfelszinét
atszeld konfokalis térfogatban detektalt reprezentativ fluoreszcencia fluktuacio.

B: Az 4bra az egyedi autokorrelacids gorbék osszesitésének modellillesztését mutatja a triplet allapot (tripier), @
CAR-okrdl disszocialodd A647 monomer HER2 (tasar-Her?) €s a kiilonbozé mobilis CAR receptorok (t.z; tepzs.z;
Ts188.7; Tcp2s41es.z) Korrel&cids idejének feltlintetésével (nHER2.z = 300, 4 donor; nHER2.CD28.z = 260, 3 donor;
nHER2.41BB.z = 276, 4 donor; nHER2.CD28.41BB.z = 289, 4 donor). A diagramon az atlag (+ SD) van
feltlintetve. A statisztikai 6sszehasonlitasokat parositatlan t-teszttel végeztik el (***p<0,001).

C: CAR-ok diffuzios korrelécids idejét a detektalasi térfogat kalibracios kisérletekben meghatarozott lateralis
sugaranak alapjan valtottuk &t difflzios koefficienssé.

D: A nativ TCR CD3( [123], valamint a RoseTTAFold gépi mélytanulason alapul¢ algoritmussal modellezett

CAR struktardk sematikus diagramja. Az abrdn az algoritmus altal becsiilt megbizhatdsagi pontszdmok és a
diszulfid hidak kertltek feltlintetésre.
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A mobilitasra vonatkozd megfigyeléseink 0sszefliggésben allhatnak a kiméra antigén
receptorok molekularis fehérjeszerkezetével. A CAR-ok méasod- és harmadlagos struktirajat a
RoseTTAFold algoritmussal [121] modelleztik (22. &bra D). A HER2-specifikus, FRP5
eredetii scFv, az IgGl SH és a CD28 transzmembranrégio, valamint az intracellularis rész
szerkezetét kilon josoltuk meg. Az intracellularis CAR domének esetében a nativ TCR CD3(
doménjével legnagyobb homol6giat mutatd (18. abra), az scFv és az 1gG1l SH-CD28 TM
alegységek esetében a legmagasabb megbizhatdsagi pontszdmot kapd predikcios modelleket
vélasztottuk elemzeésre.

A legmagasabb konfidenciapontszammal rendelkezd modellek megkdzelitdleg linearis
harmadlagos szerkezetet mutattak (22. dbra D). Ennek eredményeképp a kostimulacios
endodomének beépitésével a CD3z domén feltételezhetben egyre tavolabb keriil a
plazmamembran sikjatol és ezaltal a TCR/CD3(-lanc poziciojatol. Nativ T sejtekben
kimutattak, hogy a CD3( alegység citoplazmatikus doménje szelektiven komplexet képez tobb
foszfoinozitid lipiddel a plazmamembranban [127]. Amennyiben a kdlcsdnhatasban részt vevo
lipidek szelektiv defoszforilaciojaval felbontottak a CD3(-foszfoinozitid komplexeket, a TCR
lateralis diffuzids sebességének szignifikdns ndvekedése volt megfigyelhetd a receptor
ligandkotését megelézéen [128]. Eredményeink tehat arra utaltak, hogy a CAR diffizios
dinamikajat befolyasolhatja a CD3z effektor doménnek azon képessége, hogy a kdlcsdnhatasba
Iépjen foszfoinozitid lipidekkel plazmamembran belsé feliiletén, a CAR mobilitas fokozatos

novekedését eldidézve nativ TCR/CD3( poziciojatol aranyosan tavolodva.

VI1.1.4. A TCR komplex nem integralddik a CAR specifikus immunszinapszisba
A CAR T sejtekben a kiméra receptor a nativ TCR/CD3 komplexszel egyidejlien

expresszalodik, egyazon jelatviteli dtvonalon aktivalva a T limfocitakat. A foszfoinozitid

lipidekkel valo komplexképzés mellett a nativ TCR-hez kapcsoldédd CD3( lanc is hatassal lehet

“s =z

.........

szinapszisban els6 generacios kiméra receptorok alkalmazésaval vizsgaltuk.

77



Nyugvo CAR T sejt Tumorasszocialt CAR T sejt

>

Konfokalis Airyscan Konfokalis Airyscan 3D render

-
i3
Q=
E e
33
SN
i3
Q=
X o
<
SR
e
O
gy
SF
47 mm  Szinaptikus régié B Szinaptikus régio
= Extraszinaptikus régio 1,01 = Extraszinaptikus régio
2]
S 37 = Nyugvé sejt membran
E *xx
Q 0 5_
-— O )
£ P
2 d % T
3 - . i I ;
o ﬂ ’l‘ iﬂ N T
0 -0,5

T T T
& N
2 Q. Q~ 4
& & B pe N

Q~
o

23. dbra A TCR komplex integraciéjanak vizsgalata a CAR specifikus immunszinapszisban

A: A HER2.z.GFP CAR és a TCR kolokalizaciéjat nyugvé (bal oldali képek) és N87 tumorasszociat (jobb oldali
képek) CAR T sejtek szinaptikus, extraszinaptikus, és teljes sejtet lefedd membranrégidiban vizsgéltuk konfokalis
és Airyscan Fast mikroszkopia segitségével. A HER2.z.GFP CAR T sejteket A647 konjugélt anti-human TCRo/3
teljes antitesttel, A647 konjugalt anti-human 1gG F(ab")2 antitesttel, vagy A647 konjugélt anti-human transzferrin
receptor (TfR) monoklonalis antitesttel jeloltik. Az Airyscan Fast mikroszkopiaval készitett 3D felvételek
megkozelitéleg 50-80 optikai szeletet tartalmaztak. A skala mérete 5 pum.

B: Az N87 tumorsejthez kapcsolédé HER2.z.GFP CAR T sejtek szinaptikus, extraszinaptikus, és egyesitett
régidiban meghataroztuk a CAR-GFP, TCR-A647, CAR-A647 és TfR-A647 intenzitast. A relativ
intenzitasértékeket a szinaptikus és extraszinaptikus tertiletek atlagintenzitasainak a teljes sejtmembran atlagos
intenzitasaval vald osztasaval allitottuk eld.

C: A pixelenkénti korrelaciét a CAR-GFP zold csatornaja és a CAR-A647, TCR-A647, vagy TfR-A647 voros
csatornaja kozott mértlik a szinaptikus kontaktrégié és az extraszinaptikus membranteriiletek 3D ROI
objektumaiban. Kontrollként a nyugvo HER2.z.GFP CAR T sejteket alkalmaztuk.

Az oszlopdiagramokon az atlag (£ SD) van feltiintetve (\CAR-GFP = 11, nTCR-A647 = 11, nCAR-A647 = 10,
nTfR-A647 = 6; 3 donor). A statisztikai 6sszehasonlitasokat parositatlan t-teszttel végeztiik el (*p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001).
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A CAR és a TCR eloszlasat a HER2.z.GFP CAR T sejt és a HER2™ tumorsejt kozotti
kontaktrégioban, az extraszinaptikus régidban, és a nyugvo sejtmembranban vizsgaltuk (23.
abra A). A HER2.z.GFP CAR T sejteket A647 konjugalt anti-human TCRa/p teljes antitesttel
jeloltik (TCR-A647). Pozitiv kontrollként az A647 konjugalt anti-human 1gG F(ab”)2 (CAR-
A647), negativ kontrollként az A647 konjugalt anti-human transzferrin receptor (TfR)
monoklondlis antitest jelolés (TfR-A647) szolgalt. A CAR T sejteket N87 tumorsejttel fedett,
sejttenyésztésre alkalmas bevonattal ellatott nyolc kamrés lemezre helyeztik 10 mM gliikdz-
PBS-ben. A tumorasszocialt effektor sejtekrdl Airyscan Fast izemmodban optikai szeleteléssel
3D felvételeket készitettiink. A kamrat a felvételek ideje alatt 37°C-on inkubaltuk. Minden
analizalt sejtrél konfokalis képet is készitettiink a PMT csatorna orientdcios alkalmazasa
céljabdl (23. abra A).

A CAR-GFP és a CAR-A647, TCR-A647, illetve a TfR-A647 eloszlasat a szinaptikus
régidban, az extraszinaptikus membranban és ezek egyesitésében, illetve a nyugvod teljes
sejtmembranban a tavoli voros és a zold csatornék intenzitasertékei alapjan elemeztiik 3D ROI
tartomanyokban, melyeket az Imagel/Fiji szoftver [109] 3DSuite pluginjaval [111]
szegmentaltunk. A relativ intenzitasértékeket a szinaptikus és extraszinaptikus teriletek
atlagintenzitasainak a teljes sejtmembran atlagos intenzitasaval valo osztasaval allitottuk eld
(23. abra B). A pixelenkenti korrelaciot a CAR-GFP zdld csatorndja és a CAR-A647, TCR-
A647, vagy TfR-A647 voros csatorndja kozott mértik a szinaptikus kontaktrégio és az
extraszinaptikus membranteriiletek 3D ROI objektumaiban, melyben csak azok a pixelek
szerepeltek, amelyek legalabb egy csatornaban a meghatarozott intenzitashatar felett voltak
(lasd V.6.5-0s fejezet). A PCC-t kilon mértuk a 3D felvételek minden szeletén, a kutatécsoport
sajat fejlesztésti Imagel/Fiji pluginjanak alkalmazasaval. Az egyazon sejten beliili optikai
szeletek PCC értékeit atlagoltuk, majd az egyedi sejtek ertékeit ismét atlagoltuk.

Az intenzitaseloszlas analizisének eredményei a HER2 specifikus CAR-ok esetén

“s 7

A TCR szignifikdnsan alacsonyabb atlagintenzitast mutatott a szinapszisban, mint az

extraszinaptikus régioban a teljes membran intenzitdsaval valé normalizalast kdvetden. A

V4

CAR és a TCR kozotti PCC nem kiilonbozétt a TR negativ kontrollétdl (PCCcar Tcr = 0,149;
PCCcar_11r = 0,040), mig a GFP-CAR jel erds korrelaciot mutatott az anti-CAR antitest pozitiv
kontrollal (PCCcar_car = 0,628; 23. abra C).
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A szinaptikus régio, az extra-szinaptikus régid6 és a nem stimulalt CAR T
sejtmembranok Osszehasonlitasakor nem fordult el6 a CAR és a TCR, illetve TfR negativ
kontroll egyiittes eloszlasa (23. bra C). Osszességében az adataink azt mutatjak, hogy a TCR
nem integralodik CAR specifikus antigén felismerése soradn Kialakuld szinaptikus
kontaktrégioba és nem alakit ki molekularis interakciot a kiméra antigén receptorral a CAR T

.....

VI1.1.5. A nagyméretii receptor klaszterek és a fokozott mobilitas is elonyt jelent
a korai aktivacio soran

A nativ CD8" T limfocitdkhoz hasonléan a CAR T sejtek is csak akkor képesek
citolitikus sejtfunkcidjuk ellataséara, ha a specifikus molekuléris felismerést (TCR-pMHC,
CAR-TAA) kovetéen stabil szinaptikus kapcsolat épil fel az érintkezd sejtek
plazmamembranjai kozo6tt. A nativ immunszinapszis egy nagyfokd rendezettséget mutatd
membranstruktara, amelynek centruméban az MHC-peptid komplexhez kapcsolédé TCR-ek
aktivaljak a transzkripcidhoz, proliferaciohoz és citotoxikus T sejt valaszhoz vezetd
foszfatidilinozitol és tirozinkinaz jelatviteli dtvonalakat. A strukturat a citoszkeletalis haldzat
atrendezOdése és a kontaktfelszin szélén kialakulé adhézios molekulagytirti stabilizalja. A CAR
immunszinapszis ezzel szemben nem csak az aktivacios jelatvitel, hanem a stabil adhézid
szempontjabol is a kiméra receptorokra tamaszkodik. Mindkét tekintetben el6nydsnek
bizonyulhatnak a CAR klaszterek, melyek nagy receptorsiiriségiiknél és nanométeres léptékii
atmérdjiiknél fogva mintegy elore 6sszeszerelt aktivacios és adhézios centrumként kinalkoznak.
Eredményeink szerink ugyanakkor a CAR T sejt membranfelszinének csupan harmadat fedik
klaszterek. A fennmarado teriileten is talalhatok mobilis receptorkomponensek, melyek szintén
fontos szerepet jatszhatnak a CAR szinapszis felépitéseben és az aktivacios jel kozvetitésében.

Kovetkezé 1épésben tehat megvizsgaltuk az eltér6 kostimulaciés doménekkel
rendelkezd CAR-ok sejtfelszini szervezddésének és membranbeli mobilitdsanak viszonyat az
immunszinapszisok teruletérdl kiindulé szignaltranszdukcio hatékonysagahoz. A kisérlet soran
HER2 expresszalo N87 target sejtekkel fedett kamrakban inkubaltuk a CAR T effektor sejteket
15 percig, majd a sejtek fixalasat kovetden a CAR-okat A488 konjugalt anti-HER2-vel, a
foszforilalt CD3z-t A647 konjugalt anti-pCD3z antitesttel, a foszforilalt Lck-et fikoeritrin
konjugalt anti-pLck antitesttel jeldltik. A szinapszisok kiterjedését, valamint a foszforilalt CD3
és Lck jelintenzitasat konfokalis mikroszkopia és digitalis képanalizis segitségével hataroztuk
meg (24. &bra A).
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24. dbra A korai aktivacid jelatviteli eseményeinek vizsgalata az immunolégiai szinapszishan
A: Reprezentativ mikroszkopos felvételek a CAR T effektor és tumorsejtek 15 perces kokulturalasat kovetben.

B: A CD3z (Fels6 sor, nHER2.z = 45, nHER2.CD28.z = 38, nHER2.41BB.z = 34, nHER2.CD28.41BB.z = 42) és
az Lck (Alsé sor, nHER2.z = 37, nHER2.CD28.z = 32, nHER2.41BB.z = 27, nHER2.CD28.41BB.z = 34)
foszforilacios szintjének meghatarozasa kvantitativ digitalis képanalizissel.

A diagramokon az atlag (+ SEM) van feltiintetve. A statisztikai dsszehasonlitasokat egyiranyd ANOVA és
Bonferroni post hoc teszttel végeztiik el (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Eredményeink szerint mind a HER2.CD28.41BB.z rendkiviil mobilis, kisméretii
mikrodoménjei, mind a lassan diffunddldé HER2.z CAR-ok ¢és elére Osszeszerelodott
nagyméreti klaszterei hatékonyabban indukaltak CD3z foszforilaciot mint a kézepesen mobilis
HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR-ok. Ugyanigy az Lck foszforilacié tekintetében is
elénydsnek bizonyultak mind a nagyméretli HER2.z klaszterek, mind a nagyobb diffuzios
sebességli HER2.CD28.41BB.z mikrodomének: eldbbi a nagyobb kiterjedésti szinapszisok
kialakulasanak kedvezett, utébbi fokozott Lck foszforilacioval jart egyltt (24. dbra B).

VI1.1.6. Az elsé generacios CAR-ok indukaljak a leghatékonyabb tumor
eliminacidt a kokulturalas elsé 25 orajaban

A citotoxikus hatast elektromos impedancia mérésen alapulé ECIS bioszenzor
segitségével jellemeztiik, amely a kamra aljan talalhat6 arany elektrodakra tapadt sejtekkel
fedett terlilet impedanciajat méri. Az HER2-CAR T sejtek JIMT-1 target sejtekkel alkotott
kokultarajaban az adherens tumorsejtek pusztuldsa a mért impedancia csokkenését
eredményezi, lehet6vé téve az effektor sejtek citotoxikus hatasanak valds ideji vizsgalatat. A

kisérlet soran kontrollként NT T sejteket alkalmaztunk.

JIMT-1 fedett lemez
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25. dbra A kiilonb6z6 kostimulacios doménnel rendelkez6 CAR T sejtek in vitro citotoxicitdsanak kinetikai
analizise az elektromos impedancia merésen alapulé ECIS bioszenzorral.

A 8 kamréas 8W10E PET lemezek aljara JIMT-1 tumorsejteket tapasztottunk ki. Az effektor/target sejt aranyt 1:1-
re allitottuk be. Az impedanciat 25 6ran keresztll kovettik. A CAR T sejteket kotemporalisan, két technikai
ismétlésben hasonlitottuk dssze. Az atlagolt impedancia értékeket el6szor a kiindulasi impedanciaval, majd a NT
T sejt kontrollban mért impedancidval normalizaltuk. Az abrén az atlagérték (+ SD) van feltiintetve (n = 2).
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Erdekes mddon, bar az elsé célsejttel vald talalkozast kovetd aktivacios jelatvitel a
kostimulacios doménnek nem rendelkez6 HER2.z és a harmadik generacidba tartozo
HER2.CD28.41BB.z CAR T sejteknél mutatkozott a leghatékonyabbnak, a hosszabb tavu
citotoxikus hatékonysag nem kovette ezt a tendenciat. Az ECIS-szel mért impedanciavaltozés
alapjan a HER2.z és a HER2.CD28.z CAR T sejtek citolitikus aktivitdsa mar a tumorsejtekkel
valo kontaktusba 1épés elsé Ordjaban megmutatkozott, mig a HER2.41BB.z és a
HER2.CD28.41BB.z CAR T sejtek mintegy két oraval késobb kezdték meg a daganatsejtek
eliminaciojat.

Osszességében a kisméretli klaszterekkel és mobilis receptorokkal rendelkezd
HER2.CD28.41BB.z, ¢s a szintén fragmentalt klasztereket képz0, kozepes diffizios sebességli
HER2.41BB.z CAR indukalta a legkisebb mértékii tumoreliminaciot, mig a HER2.z CAR-0k
altal képzett nagyméretii receptor aggregatumok jelenléte eredményezte a leghatékonyabb

citolitikus aktivitast a tumorsejtekkel vald kokultaralas els6 25 orajaban.

83



VI1.2. A CART sejtkészitmények fenotipus eloszlasa meghatarozza a
tumorellenes aktivitas hatékonysagat

VI1.2.1. A RetroNectin stimulacié és LymphoONE kulturalasi médium lassitja a

------

A leukémias megbetegedéseket célzé CAR T terdpiak nagy foku sikerét az alkalmazott
CAR konstrukcid felépitése, az in vitro kultivalas metodikéja, és a limfocitak idealis fenotipus
Osszetételének komplex, egyuttes optimalizalasa alapozta meg [129]. A leukémiakat és
limfomékat célz6 CAR T terdpidk esetén mind preklinikai, mind Klinikai vizsgélatok
eredményei bizonyitottak, hogy a kevéshé differencialodott, naiv és CM fenotipusu sejteket
nagyobb ardnyban tartalmazé készitmények rendelkeznek a legkedvezdbb tumorellenes
hatékonysaggal [62,130]. Szolid tumorokat célzo6 terapias modellek esetén azonban mindeddig
nem sziletett eredmény arrol, hogy a CAR T limfocitak differenciacié janak foka és CD4*/CD8*
fenotipusok eloszladsa hogyan befolyasolja a citolitikus hatékonysagot, valamint, hogy a
legelterjedtebben alkalmazott kostimulacios domenek, a CD28 citotoxicitast fokozd hatasa,
illetve a 41BB perzisztenciat noveld effektusa hogyan befolydsolja a CAR T sejtkészitmeny
fenotipus profiljat.

Irodalmi adatok alapjan a T sejtek expanzidjara optimalizalt LymphoONE tapfolyadék
[131], valamint a RetroNectin rekombinans fibronectin fragmenssel torténé eléstimulacid [69]
lassitja a T sejt differenciaciot, befolyasolva a sejtkeészitmény proliferacios potenciéljat és a
naiv, centralis memoria, effektor memoria, illetve termindlis effektor fenotipusok eloszlasat.
RetroNectin stimulacié emellett a citotoxikus T sejtek apopt6zisanak gatlasan keresztiil CD8*
fenotipusban dominans sejtkészitmények elallitasat teszi lehetévé [69].

Kutatasaink soran a RetroNectin stimulacié és a LymphoONE meédium T sejt
differenciacidra gyakorolt hatasat kilon-kilon és kombinalva is teszteltik. A HER2.CD28.z és
a HER2.41BB.z CAR T sejteket retroviralis transzdukcios rendszerben allitottuk el az OKT3-
antiCD28/RPMI (1), OKT3-antiCD28/LymphoONE (2), OKT3-RetroNectin/RPMI (3) és
OKT3-RetroNectin/LymphoONE (4) protokollok alkalmazasaval (lasd V.3.4-es fejezet). A
retroviralis transzdukcio hatékonysaganak és a CAR-ok expresszios szintjének ellendrzését
kovetden szisztematikus fenotipusvizsgalattal meghataroztuk a kiilonb6z6 modon Iétrehozott
készitmények fenotipus dsszetételét és a helper/citotoxikus sejtek aranyat. Kontrollként az NT

T sejteket alkalmaztuk.
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26. dbra Négy kiilonbozd stimulacios és kulturalasi protokollal el6allitott HER2-CAR T sejtkészitmény kiméra
receptor expresszidjanak meghatarozasa

A CAR transzdukcié hatékonyséagat (bal oldali diagram) és expresszios szintjét (jobb oldali diagram) HER2-Fc
fuzids fehérjével es A647 konjugalt anti-huméan 1gG masodlagos jel6léssel vizsgaltuk a transzdukciot koveto 4.
napon. Kontrollként NT T sejteket alkalmaztunk. Az oszlopdiagramokon az atlag (+ SEM) van feltintetve (n =
11). A statisztikai 6sszehasonlitasokat egyirdnyl ANOVA és Tukey post hoc teszttel végeztik el (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

A CAR' T sejtek szazalékos megoszlasat kifejezd transzdukcios hatasfokot, és a CAR-
ok relativ expresszios szintjével aranyos atlagos fluoreszcencia intenzitast receptorspecifikus
fluoreszcens jelolést kovetden aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Mind a HER2.CD28.z
(Protokoll (1): 62,6+3,8%; (2): 59,9+5,6%; (3): 58,0+4,6%; (4): 50,8+5,3%; n = 11) mind a
HER2.41BB.z (Protokoll (1): 69,9+5,6%; (2): 69,6+3,1%; (3): 66,3+4,8%; (4): 58,9+3,9%; n =
11) CAR stabilan expresszalddott a transzdukalt T sejtek membranfelszinén. A LymphoONE
médium, és a RetroNectin stimulacié alkalmazasa kilon-kilén és egyuttesen is az 0sszes
kisérlet atlagdban csokkentette a transzdukcio hatasfokat és a kifejez6d6 CAR-ok relativ
szintjét, a kilonbségek azonban nem bizonyultak statisztikailag szignifikansnak (26. abra).

A négyféle stimulacios és sejttenyésztési protokoll hatdsat CAR T készitmények
Osszetételére a transzdukciot kovetdé negyedik napon a HER2-felismeré doménre specifikus
immunfluoreszcens jeldléssel, majd ezt kovetd aramlasi citometrids vizsgalattal hataroztuk
meg. Kontrollként NT T sejteket alkalmaztunk. A helper és citotoxikus T sejtek eloszlasat FITC
konjugalt anti-CD4 és A647 konjugélt anti-CD8 antitestekkel vald egyidejii jeloléssel teszteltiik
(27. &bra).
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Az &ramlasi citometrids analizis nem mutatott statisztikailag szignifikéns eltérést a
helper/citotoxikus T sejtek ardnydban a kiilonb6z6 protokollal eléallitott CAR T
sejtkészitmények kozott, ugyanakkor a LymphoONE médium és a RetroNectin stimulacio
egyedi és kombinalt alkalmazasa is tendenciézusan névelte a CD8" limfocitak aranyat mind a
HER2.CD28.z (Protokoll (1): 35,8+2,7%; (2): 42,4+4,1%); (3): 43,3+4,3%); (4): 45,1+4,8%; n
= 8) mind a HER2.41BB.z (Protokoll (1): 35,4+3,3%; (2): 42,0+4,8%; (3): 44,7£5,9%; (4):
45,445,4%; n = 8) CAR T sejtek esetén (26. &bra B), alatdmasztva a RetroNectin reagens €és a
T sejtek expanzidjara optimalizalt LymphoONE médium citotoxikus T limfocitakra gyakorolt

antiapoptotikus hatésat.

Transzdukciot kovetd 4. nap 03 (1): OKT3-antiCD28 / RPMI
B3 (2): OKT3-antiCD28 / LymphoONE
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27. &bra: Négy kiilonb6z6 stimulacios és kulturalasi protokollal eléallitott HER2-CAR T sejtkészitmény CD4*
és CD8* Osszetételének meghatarozasa.

A CD4 és CD8 expressziot FITC konjugalt anti-CD4 és A647 konjugalt anti-CD8 jeldléssel vizsgaltuk 4 nappal a
transzdukciot kovetéen. Kontrollként NT T sejteket alkalmaztunk. Az oszlopdiagramokon az atlag (x SEM) van
feltlntetve (n = 8). A statisztikai 6sszehasonlitasokat egyiranyd ANOVA és Tukey post hoc teszttel végeztiik el.

A CAR T sejtek progressziv differenciacioja soran a naiv sejtekbdl kialakuld centralis
memoria (CM), effektor memoria (EM) és terminalis effektor (TE) fenotipusok eloszlasat FITC
konjugalt anti-human CCR7 és APC konjugalt anti-human CD45RA jelolés segitségével
kilonitettlk el és aramlasi citometriaval vizsgaltuk. A naiv fenotipust CD45RA*CCR7*, a CM
fenotipust CD45RACCR7*, az EM fenotipust CD45RACCR7, a TE fenotipust
CD45RA'CCRT7™ T sejtekként definialtuk.

Eredményeink szerint a RetroNectin stimulacio és LymphoONE médium énmagaban és
kombinalva is ndvelte a naiv, és csokkentette a TE sejtpopulacio aranyat (28. abra; bal felso,
jobb alsé hisztogramok), az eltérés azonban a statisztikai szignifikancia szintjét nem érte el. A
RetroNectin stimulacié és a LymphoONE kulturdlasi médium kombinalt hatasa a T sejt
differenciaciéora a CM és EM fenotipusok eloszlasaban eredményezett szignifikans
kilonbségeket. Az OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal eldallitott HER2.CD28.z és
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HER2.41BB.z CAR T sejtkészitmények nagyobb aranyban tartalmaztak CM sejteket (28. abra;
jobb felsé hisztogram; HER2.CD28.z: (1) vs. (4): 32,8+2,0% vs. 47,3+5,8%; HER2.41BB.z:
(1) vs. (4): 34,5+5,2% vs. 54,5+4,8%), mig az OKT3-antiCD28/RPMI protokoll esetén az EM
fenotipus szignifikans dasulasa volt megfigyelheté (28. 4&bra; bal alsé hisztogram;
HER2.CD28.z: (1) vs. (4): 27,8+2,2% vs. 16,4+3,5%; HER2.41BB.z: (1) vs. (4): 37,3%£7,2%

vs. 16,6+£4,3% n = 7).
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28. &bra: Négy kiilonb6z6 stimulacios és kulturalasi protokollal eléallitott HER2-CAR T sejtkészitmeény
fenotipus dsszetételének meghatarozasa.

A naiv (CCR7, CD45RA dupla pozitiv; bal fels6 diagram), centrdlis memoria (CCR7 pozitiv, CD45RA negativ;
jobb felsé diagram), effektor memdria (CCR7, CD45RA dupla negativ; bal also diagram), és terminalis effektor
(CCRY negativ, CD45RA pozitiv; jobb alsé diagram) fenotipusok eloszlasat FITC konjugalt anti-human CCR7 és
APC konjugalt anti-humén CD45RA jel6léssel hataroztuk meg 4 nappal a transzdukcidt kévetéen. Kontrollként
NT T sejteket alkalmaztunk.

Az oszlopdiagramokon az atlag (z SEM) van feltiintetve (n = 7). A statisztikai 6sszehasonlitasokat egyiranyu
ANOVA és Tukey post hoc teszttel végeztiik (*p<0,05).

A szisztematikus fenotipusvizsgalat eredményei tehat azt mutattak, hogy a RetroNectin
stimulacio és a LymphoONE médium kombinalt alkalmazasa jelentés mértékben lassitja a
differenciaciot mind a HER2.CD28.z mind a HER2.41BB.z CAR T sejtek esetén, eltéré CM és
EM fenotipus eloszlast eredményezve. Mivel a legjelentésebb kiilonbség az OKTS3-
antiCD28/RPMI és OKT3-RetroNectin/LymphoONE sejtkészitmények kozott jelentkezett, a
tovabbiak soran ezen két protokollokkal el6allitott CAR T sejtek in vitro és in vivo tumorellenes

hatékonysagat és perzisztenciajat vizsgaltuk.
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VI1.2.2. A fenotipus eloszlas hatésa az aktivalt HER2-CAR T sejtek citokin
kibocsajtasara az alkalmazott kostimulacios doméntél fiigg

A CM- vagy EM iranyu differenciacio hatasat az antigénspecifikus stimulaciot koveto
jelatviteli utvonalak aktivitasara foszfo-proteom profilalkotassal vizsgaltuk. Ennek soran a
CAR T sejteket 1 pg/ml HER2-Fc-vel bevont platefelszinen inkubaltuk 0,5; 2,5; vagy 7 percig,
majd a mintakat egyesitettiik, lizaltuk, és 43 kiilonb6z6 foszforilalt fehérjére specifikus befogd
antitesttel pontozott nitrocellul6z membranokra vittik fel. Az immunreaktiv pontokat a
kemilumineszcens jel detektalasaval hivtuk el6, majd elemeztiik a relativ foszfokindz szinteket.
Mindkét protokollal eldallitott HER2.CD28.z CAR T sejtkészitményben novekedést mutatott a
c-jun N-termindlis kindzok (c-Jun N-terminal kinase, JNK) és a 40 kDa-os prolin gazdag Akt
szubsztrat (Proline-rich Akt substrate of 40 kDa, PRAS40) foszforilacidja a HER2.41BB.z
CAR limfocitdkhoz képest (29. dbra A), ami koherens a CD28 altal kozvetitett kostimulacio
jelatviteli Gtvonalaval [132,133]. Emellett a T sejt differenciacio szabalyozasaban szerepet
jatszo glikogén-szintdz kinaz 3 (Glycogen synthase kinase 3, GSK-3) fokozott foszforilaciot
mutatott a CM-ben dusitott CAR T sejtek esetén az EM-ben dusitott sejtkészitményekhez
képest, ami magyarazza az OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokoll differenciaciot késleltetd
hatasat [134].

A CM dominans OKT3-RetroNectin/LymphoONE és az EM dominans OKT3-
antiCD28/RPMI CAR T sejtek effektor funkcioit elsé lépésben a specifikus antigén indukalt
citokin termeléssel jellemeztiik tisztdn molekularis korulmények kdzott. Az effektor sejteket 24
oran keresztil 1upg/ml HER2-Fc molekulaval fedett tenyésztéedényben inkubaltuk, majd
Kontrollként sejtmentes médiumot, NT T sejteket, és antigén nélkiili CAR T sejt inkubéaciot
alkalmaztunk.

Az immobilizalt HER2-Fc altali aktivacio hatasara az OKT3-antiCD28/RPMI
protokollal eléallitott, EM fenotipusu limfocita tobblettel rendelkezd CAR T sejtek jelentdsen
tobb IFNy és IL-2 citokint termeltek, mely kiilonbség a HER2.41BB.z CAR T sejtek esetén
szignifikdnsnak bizonyult (29. &bra B; bal széls6 és kozépsd hisztogram). A kontroll NT T
sejtek feliiluszojaban nem volt megfigyelhetd citokin felszabadulas, alatamasztva, hogy a T sejt

=z =7

flgg.
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29. &bra: Az eltér6 fenotipus profillal rendelkez6 aktivalt HER2-CAR T sejtek citokin termelésének,
kimeriilésének, és foszfo-proteom profiljanak jellemzése

A: A CD28.z ¢s 41BB.z CAR T sejtek antigénspecifikus stimulacidjat kovetd jelatviteli utvonalak szempontjabol
relevans protein kinazok és szubsztratok relativ foszforilacios szintjét a Proteome Profiler Human Phospho-Kinase
Array Kitettel vizsgaltuk. A relativ foszfokinaz szinteken feltigyelet nélkili kétiranyd hierarchikus klaszterezést
végeztink az R-alapl ClustVis segitségével. A sorok és oszlopok Kklasztereit atlagos lancmaodszerrel
csoportositottuk, és hétérképen jelenitettiik meg. A hétérképen az atlagos pixelintenzités értékeket (~1-t61 4000-
ig terjedd tartomany) —1,5-t61 1,5-ig terjedd skalara transzformaltuk a szemléletesebb abrdzolés érdekében.
B: OKT3-antiCD28/RPMI és OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal eléallitott CD28.z és 41BB.z HER2-
CAR T sejtet inkubaltunk 24 6réan keresztul 1 pg/ml HER2-Fc fedett tenyésztdedényben. A felliliszok IFNy és IL-
2 koncentraciojat ELISA modszer, a TIM-3 T sejt kimerilési marker relativ szintjét a Proteome Profiler Human
XL Cytokine Array kit segitségével hataroztuk meg. Kontrollként sejtmentes médiumot, NT T sejteket, és antigén
nélkili CAR T sejt inkubaciot alkalmaztunk. Az abrékon az tlag (+ SEM) van feltiintetve (n = 6). A statisztikai
dsszehasonlitasokat parositatlan t-teszttel végeztik (*p<0,05, **p<0,01).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk a differencidcios szint hatasat a CAR T sejtkészitmények
kimerultségére. A TIM-3 kulonféle effektor sejteken expresszalodd transzmembran fehérje,
melynek maétrix metalloproteindzok altal lehasitott oldhatd formaja a T sejtek kimerilésének
markere [135].

89



Az immobilizalt HER2-Fc-vel fedett tenyésztéedényben végzett 24 oras inkubacio alatt
a CM fenotipus dominans HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek szignifikansan
nagyobb mennyiségii szolibilis TIM-3-at termeltek, mint az EM fenotipus tobblettel rendelkezd
CAR limfociték (29. abra B, bal sz¢1s6 hisztogram), amely az OKT3-RetroNectin/LymphoONE
protokollal eléallitott CM dominédns CAR T sejtkészitmények fokozott kimeriilésére utalt.

Kovetkezd 1épésben az IFNy termelést kiilonb6z6 HER2 expresszald tumor sejteken
(MDA-HER2, N87, JIMT1) torténd inkubaciot kovetden vizsgaltuk. Az effektor és tumor

sejteket 1:1 aranyban tenyésztettilk 24 6ran keresztil, majd ELISA modszerrel meghataroztuk
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30. &bra: A kiilonbozé stimulacids és sejttenyésztési protokollokkal eldallitott CAR T sejtek IFNy termelése
target specifikus aktivacié hatasara

OKT3-CD28/RPMI és OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal eldallitott HER2.CD28.z és HER2.41BB.z
CAR T sejtet inkubaltunk MDA-HER2, N87, valamint JIMT-1 tumor sejtekkel boritott tenyésztéedényben az
effektor és target sejtek 1:1-es aranya mellett. 24 6ran keresztiil tartd kulturalast kovetden ELISA modszer
tumorsejtek nélkili CAR T sejt inkubaciét, valamint a HER2 negativ MDA sejtvonalat alkalmaztuk. A
diagramokon a mintak atlagértéke (+ SEM) van feltiintetve (n = 6). A statisztikai elemzés sordn parositatlan t-
tesztet alkalmaztunk (*p<0,05; **p<0,01).

90



Azt tapasztaltuk, hogy a molekularis HER2 antigennel valo stimulacio soran megfigyelt
eredményekkel szemben a HER2" tumorsejtekkel (MDA-HER2, N87, JIMT1) kokulturalt
effektorsejtek inkoherens citokin szekréciot mutattak. A kétféle HER2.CD28.z CAR T
sejtkészitmény kozil az EM-irényitott (OKT3-CD28/RPMI protokoll) mutatott szignifikansan
magasabb [FNy termelést, mig a HER2.41BB.z CAR limfocitak esetén a CM dominans (OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokoll) effektor szekretaltak tébb citokint (30. &bra). A
kontrollként alkalmazott NT T sejtek és a HER2™ MDA target sejtek kokultaraiban nem volt
detektalhato IFNy kibocsajtas, megerdsitve, hogy az effektor sejtek hatésa csak a target antigen

jelenlétében alakul Ki.

VI1.2.3. Az effektor memdria fenotipus tébblet fokozzaa CAR T
sejtkészitmények in vitro citotoxicitasat

A kovetkezokben az eltéré fenotipus profillal rendelkez6 CAR T sejtek in vitro
citotoxicitasat a kezelést tulél tumorsejtek luciferdz aktivitasa alapjan vetettik dssze. Ennek
soran 1:1 arényu kokultarat képeztink CAR T effektor sejtekkel és luciferaz expresszald
tumorsejtekkel (MDA-HER2.ffLuc, JIMT1.ffLuc, N87.ffLuc). 24 6ras inkubaciot kdvetden a
CAR T sejteket eltavolitottuk a tenyésztdéedény aljahoz tapadd tumorsejtekrdl, majd D-luciferin
reagenst adtunk a mintakhoz. A luciferaz enzim ATP jelenlétében a luciferin oxidaciojat
katalizalja, melyet fotonkibocsajtas kisér. A lumineszcencia detektalasaval az ¢16 tumorsejtek
mennyiségérol kapunk informaciot, melyek relativ aranyat a kezelés nélkiili, illetve az NT T
sejtekkel kezelt kontroll mintakban mért fényintenzitas viszonylataban hataroztuk meg. A CAR
T sejtek citolitikus aktivitasanak antigén-specificitasat HER2™ MDA sejtvonal alkalmazasaval
vizsgaltuk.

A target specifikus aktivaciot kovetd citokin felszabadulads esetén megfigyelt
eredményeinkkel  6sszhangban mind az OKT3-CD28/RPMI, mind az OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokollal eléallitott HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejtek
képesek voltak a HER2" tumorsejtek felismerésére és elpusztitasara (31. abra). AHER2™ MDA
sejtekkel inkubalt NT T sejtek esetén nem volt megfigyelhet6 citolitikus aktivitas, megerdsitve,
hogy a HER2-CAR T sejtek hatasa antigén specifikus.

Eredményeink azt mutattak, hogy az EM-dusitott OKT3-CD28/RPMI HER2.CD28.z és
HER2.41BB.z CAR T sejtek robusztusabb tumorellenes hatékonysaggal rendelkeznek a CM
fenotipus dominans OKT3-RetroNectin/LymphoONE CAR T sejtekhez képest (31. abra).
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31. dbra Kiilénbozé protokollokkal eléallitott CAR T sejtek vitro citotoxicitasanak vizsgalata

A CAR T sejtek in vitro citotoxicitasat a tumorsejtek luciferaz aktivitasat kiséré lumineszcens fénykibocsajtas
alapjan hataroztuk meg. MDA-HER2.ffLuc, N87.ffLuc, illetve JIMT-1.ffLuc tumor sejteket OKT3-CD28/RPMI,
illetve OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal el6allitott HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR T sejttel
kokulturdltuk 1:1 ardnyban 24 o6ran keresztil. A luciferdz aktivitast D-luciferin reagens hozzdadasaval, az
enzimreakciot kiséré fénykibocsajtast luminométerrel mértiik. Kontrollként CAR T sejt mentes médiumot, NT T
sejteket, valamint a HER2™ MDA sejtvonalat hasznaltuk. Az oszlopdiagramokon a minték atlagéertéke (+ SEM)
van feltintetve (n = 6). A statisztikai elemzés sor&n parositatlan t tesztet alkalmaztunk (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Az alkalmazott HER2" tumor sejtvonalak koziill az MDA-HER?2 , kénny(i” célpontnak
bizonyult, melyet mind az OKT3-CD28/RPMI, mind az OKT3-RetroNectin/LymphoONE CAR
T sejtek hatékonyan elpusztitottak, mig a JIMT-1 sejtek jelentds része talélte a kezeléseket.
Ezért annak érdekében, hogy a CAR T sejtkészitmények fenotipusprofiljanak szerepét

hatékonyan vizsgalni tudjuk, kés6bbi in vivo Kisérleteinkben a JIMT-1 sejtvonalat alkalmaztuk.

V1.2.4. Az elérehaladott differenciacios foka CAR T sejtek nagyobb proliferativ
kapacitast mutatnak sorozatos in vitro stimulécio soran

A kiilonb6z6 tenyésztési koriilményekben eldallitott CAR T sejtek expanzios
képességét és fenotipus profiljuk hosszd tavl valtozasat an. ,rechallenge” kisérletben
vizsgaltuk. Ennek soran a CAR T sejteket 3,5 napig 1 pg/ml immobilizalt HER2-Fc molekulan
inkubaltuk, majd &ramlasi citometria segitségével meghataroztuk a sejtszamot. Ezt kvetéen a
kiindulasi sejtszammal azonos mennyiségli CAR T sejtet wjra aktivaltunk a HER2-Fc

molekulaval frissen bevont tenyésztéedényben.
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32. dbra Antigén-stimulalt CAR T sejtkészitmények perzisztenciaja és fenotipus eloszlasa.

A: Az un. ,rechallenge” kisérletben OKT3-CD28/RPMI, illetve OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal
eldallitott HER2.CD28.z vagy HER2.41BB.z CAR T sejtet helyeztiink 1 pg/ml HER2-Fc molekulaval boritott 96
Iyukd lapos alju tenyésztéedényre, duplikdtumokban. A kisérlet minden 3,5. napjan meghataroztuk a sejtszdmot
aramlasi citometriaval. Amennyiben rendelkezésre allt, a kiinduldsi sejtszammal azonos mennyiségl sejtet a
kiindulasi kértilményekkel azonos médon Ujra aktivaltunk. Az expanzios ratat az adott mérési nap sejtszamat a
kiindulasi sejtszammal elosztva szamitottuk ki (n = 10).

B: A CD4 és CD8 pozitivitast FITC konjugalt anti-CD4 és A647 konjugalt anti-CD8 jel6léssel hataroztuk meg a
kisérlet 3,5. és 10,5. napjan, aramlasi citometrias analizissel (n = 3).

C: A centralis és effektor memdria fenotipusok eloszlasat FITC konjugalt anti-human CCR7 és APC konjugalt
anti-human CD45RA jel6léssel hataroztuk meg a kisérlet 3,5. és 10,5. napjan, aramlasi citometrias analizissel (n
=3).

A diagramokon az atlag (£ SEM) van feltlintetve. A statisztikai 6sszehasonlitasokat parositatlan t teszttel végeztiik
(n =7, *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).
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A prolifericiés ratat az adott napon mért sejtszam kiindulasi sejtszammal valo
osztasaval szdmoltuk ki. Amennyiben a proliferacids rata 1 alé esett, az 6sszes rendelkezésre
allo CAR T sejtet Gjrastimuléltuk. Az expandalt CAR T sejtek centrélis és effektor memoria,
illetve CD4*/CD8" fenotipusainak eloszlasat aramlasi citometriaval jellemeztiik a kisérlet 3,5
és 10,5. napjan. Kontrollként NT T sejteket alkalmaztunk.

Eredményeink korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban azt mutattadk, hogy az OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokollal eldallitott, CM fenotipus dominans CD28.z és 41BB.z
HER2-CAR T sejtek gyorsabban meriltek ki a sorozatos antigén stimulécié hatasara, mint az
EM fenotipusban dusulast mutatdé OKT3-antiCD28/RPMI sejtkészitmények (32. &bra A,
CD28.z és 41BB.z folytonos vonalak vs. CD28.z és 41BB.z szaggatott vonalak). A OKT3-
RetroNectin/LymphoONE protokollal eléallitott CD28.z CAR limfocitak expanzidja a kisérlet
10,5. napjatdl fokozatos csokkenest mutatott, ugyanezen 41BB.z CAR T sejtek proliferacios
rataja mar a 7. napot kdvetden 1 ala esett.

A CAR T sejtek CD4*/CD8" eloszlasat a kisérlet 3,5. és 10,5. napjan vizsgalva
megallapitottuk, hogy az OKT3-Retronectin/LymphoONE CAR T sejtek esetén a sorozatos
CAR-specifikus antigénstimulaci6 jelentdsen csdkkentette a CD4" T sejtek gyakorisagat (32.
abra B; CD28.z eés 41BB.z, OKT3-RetroNectin/LymphoONE oszlopok). A hosszu tavon
fenntartott stimulacié soran egyedul az OKT3-antiCD28/RPMI protokollal eldallitott
HER2.CD28.z CAR limfocitak Orizték meg a kiindulasi aranyokkal (lasd 27. abra) azonos,
kiegyensllyozott CD4*/CD8" eloszlast. Az OKT3-Retronectin/LymphoONE protokoll

differenciaciot lassitd hatasa a sorozatos stimulacié soran szignifikans mennyiségii CM CAR T

RetroNectin/LymphoONE oszlopok).

V1.2.5. A kiegyensulyozott CD4/CD8 aranyu, EM dominans CAR T sejtekkel
valo kezelés teljes tumor eradikaciohoz vezet in vivo xenograft modellben

Az utolso, preklinikai Kisérletsorozatunkban az EM és CM dominans CAR T
sejtkészitmények in vivo tumorellenes aktivitasat és tumorinfiltracios/expanzids potencialjat
hasonlitottuk 6ssze HER2" JIMT-1 xenograft modellben. A xenograftokat a néstény NSG
egerek 7 hetes koraban inokulaltuk, 3x10° JIMT-1.ffLuc szubkutan injekciojaval. Egyedenként
2 oltéast végeztiink a 2 hatso végtag dorzalis oldalan. Az egereket egyszeri dozisban kezeltiik
2,5%x10° HER2-CAR T sejt intravénas injekcidjaval a xenograft beoltasat kovetd 14. napon.
Kontrollként 2,5x108 NT T sejtet alkalmaztunk.
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33. dbra Az EM fenotipus dominans, kiegyensulyozott CD4/CD8 aranyl HER2.CD28.z CAR T sejt kezelés a
HER2* tumor xenograftok teljes eradikéaciéjahoz vezet in vivo

A: A kezelés sémaja. Az egereket 3x10° JIMT-1.ffLuc sejttel oltottuk, melyeket a xenograft beoltasat kovetd 14.
napon egyszeri dozishan kezeltiik 2,5x108 HER2-CAR T sejt intravénas injekcidjaval. Kontrollként 2,5x108 NT
T sejtet alkalmaztunk. A tumorméretet biolumineszcens detektalas segitségével kovettik.
B: A JIMT-1.ffLuc xenograft transzplantot hordoz6 egyedekrol késziilt reprezentativ biolumineszcens felvételek.
C, bal oldali panel: A JIMT-1.ffLuc xenograft tumorok biolumineszcens felvételeinek kvantitativ elemzése. Az
&brén az atlag (+ SEM) van feltiintetve (Atlagos total radiancia = foton/s/cm?/sr; OKT3-antiCD28/RPMI vs. OKT3-
RetroNectin/LymphoONE HER2-CAR T sejt kezelés: **p<0,01; n = 5).
C, jobb oldali panel: Az egyedek tulélésének analizise Kaplan-Meier modszerrel (OKT3-antiCD28/RPMI vs.
OKT3-RetroNectin/LymphoONE HER2-CAR T sejt kezelés: ***p<0,001; OKT3-RetroNectin/LymphoONE NT
vs. OKT3-RetroNectin/LymphoONE HER2-CAR T sejt kezelés: ***p<0,001; n = 5).

A Kkisérlet sémajat a 33. abra A panelje szemlélteti. A JIMT-1.ffLuc daganat
novekedését D-luciferin intraperitonealis injektalasat kovetéen IVIS Spectrum CT késziilékkel

monitoroztuk 7 naponta (33. abra B).
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A biolumineszcens jel intenzitasat foton/méasodperc/ négyzetcentiméter/szteradian
(p/slcm?/sr) értékben hataroztuk meg. In vitro eredményeinkkel osszhangban az OKT3-
antiCD28/RPMI protokollal eléallitott, EM dominans CAR T sejtek robosztus tumorellenes
aktivitassal rendelkeztek, aminek kdszonhetden a vizsgalt egyedek 100%-0s tulélést mutattak
(33. &bra C,D; CD28.z és 41BB.z folytonos vonalak). Ezzel szemben a differenciaciét korlatozé
OKT3-Retronectin/LymphoONE stimulécios és kulturalasi metddus sejtkeszitményeivel valo
kezelés csak kis mértékben lassitotta a xenograft tumorok névekedését, melynek kdvetkeztében
a kisérlet 100. napjara az egyedek mintegy 80%-a elpusztult, vagy terminalni kellett a tumor
taIndvekedese miatt (33. abra C,D; CD28.z és 41BB.z szaggatott vonalak).

Az EM-differenciacio felé iranyitott CAR T sejtek koziil azonban egyediil az in vitro
eredményeink soran kimutatott, kiegyensulyozott CD4/CD8 eloszlassal rendelkez6 CD28.z
CAR limfocita kezelés eredményezett teljes tumor eradikéciot (33. abra C; CD28.z vs. 41BB.z
folytonos vonalak). Az NT T sejtek esetén nem jelentkezett tumorellenes aktivitas, megerdsitve
a CAR T sejtek specificitasat (33. abra C; NT folytonos és szaggatott vonalak).

V1.2.6. Az EM dominans CAR T sejtek hatékony tumor infiltraciot és expanziot
mutatnak in vivo xenograft modellben

Miutan megallapitottuk, hogy az EM dominans OKT3-antiCD28/RPMI HER2-CAR T
sejtkeszitmények hatékonyabb in vivo tumorellenes aktivitassal rendelkeznek, mint a CM
dominans OKT3-RetroNectin/LymphoONE protokollal eldallitott parjaik, meghataroztuk, hogy
ezen jelenség 6sszefliggésben all-e a nagyobb expanzioval és/vagy perzisztenciaval az infuziot
kovetden. Az in vivo kisérleteket az el6z6ek soran bemutatott koriilményekkel azonos moédon
hajtottuk végre, azzal a kulénbséggel, hogy ezuttal a CAR T sejtek expresszaltak a
biolumineszcens detektalast lehetévé tevod fflLuc-ot (NT.ffLuc, CD28.z.ffLuc, 41BB.z.ffLuc),
és nem a JIMT-1 tumorsejtek (34. abra A).

Eredményeink szerint az EM fenotipus dominans CD28.z CAR T sejtkészitmények
gyorsabban és hosszabb ideig expandaltak a tumor xenograft tertiletén, mint a CM ddsitott
HER2-CAR T sejttermékek (34. abra C; OKT3-anti-CD28/RPMI CD28.z.ffLuc vs. OKT3-
RetroNectin/LymphoONE CD28.z.ffLuc, **p<0,01). Ezzel 6sszhangban az EM fenotipusban
dusitott 41BB.z CAR T sejtek expanzioja is felilmulta kevésbé differencialt parjukét (34. abra
C; OKT3-anti-CD28/RPMI 41BB.z.ffLuc vs. OKT3-RetroNectin/LymphoONE 41BB.z.ffLuc).
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34. dbra: A EM-dominans OKT3-antiCD28/RPMI CD28.z CAR.ffLuc T sejtek robusztus infiltraciot és

expanzidt mutatnak az in vivo tumor xenograftban

A: A kezelés sémaja. Az egereket 3x10° JIMT-1 sejttel oltottuk, melyeket a xenograft beoltasat kdvetd 14. napon
egyszeri dozisban kezeltilk 2,5x108 HER2-CAR.ffLuc T sejt intravénas injekcidjaval. Kontrollként 2,5x10°
NT.ffLuc T sejtet alkalmaztunk. A HER2-CAR.ffLuc és NT.ffLuc T sejtek tumor infiltracidjat és expanzidjat
biolumineszcens detektalas segitségével kovettik.

B: A JIMT-1 xenograft injektalt egyedekrdl késziilt reprezentativ biolumineszcens felvételek.

C: A JIMT-1 xenograft tumorokat infiltral6 HER2-CAR.ffLuc T sejtek biolumineszcens felvételeinek kvantitativ
elemzése. Az abran az éatlag (+ SEM) van feltiintetve (Atlagos total radiancia = foton/s/cm?/sr; CD28.z.ffLuc
OKT3-antiCD28/RPMI vs. CD28.ffLuc OKT3-RetroNectin/LymphoONE HER2-CAR: ***p<0,001).

A 41BB.z CAR T sejtek az injekciot kovetden lasst, de folyamatosan ndvekvd

proliferaciot mutattak a kisérlet teljes idétartama alatt, mig a CD28.z CAR T limfocitak kezdeti

gyors szaporodasa a kisérlet 28. napjatol lelassult. Az NT.ffLuc T sejtek nem expandaltak,

dsszhangban tumorellenes aktivitas hianyaval (34. abra C).
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VII. Megbeszélés

Az autol6g immunsejtek mint terdpias hatéanyagok komplexitasuknal fogva dsszetett
kihivést jelentenek a klinikai alkalmazasuk optimalizalaséra iranyuld torekvésekben. A CAR-
ok kozvetitette tumorspecifikus citotoxikus hatds, a terdpias limfocitak hossz( tavu
perzisztenciaja, és a fellépd mellékhatasok sulyossaga ezer szalon kapcsolodik a mesterségesen
beépitett receptor és a T sejt fiziologias miikodésének szinergidjahoz. A CAR, akércsak barmely
mas természetes membranreceptor, komplex sejtfelszini struktdrakat alakithat ki, kiméra
természeténél fogva szamos ponton Iéphet kdlcsonhatdsba az alkalmazott domének nativ
jelatviteli folyamataival. A B sejtes leukémidk és limfémak kezelésében alkalmazott CAR T
terapiak sikerét a konstrukcio felépitésétol a heterogén sejtkeszitmény fenotipus profiljaig a
rendszer dsszetett optimalizalasa alapozta meg. A szolid szervi daganatokat célzo CAR T sejtek
klinikai tapasztalatai azonban egyelére elmaradnak a varakozastol [8], sziiksegessé téve olyan

beavatkozasi pontok azonositasat, amelyek altal hatékonysaguk névelhetd.

VIIL.1. A kostimuléaciés domének meghatarozzak a CAR-ok sejtfelszini

e rers

A kiméra receptor konstrukcié kostimulaciés endodomenjei alapjaiban hatarozzak meg
a CAR T sejtek hosszu tavu terapias potencialjat. A masodik generacios kiméra receptorok
tekintetében a CD28 kostimulacios doménnel rendelkez6 HER2-specifikus CAR-ok igéretes
tumorellenes hatékonysagot mutattak preklinikai allatkiserletekben [103], de nem valtottak ki
terapias valaszt Kklinikai vizsgalatokban [46,97]. A 41BB.z HER2-CAR T sejtek
kutatdcsoportunk eredmeényei szerint korlatozott daganatellenes aktivitadssal rendelkeznek
HER2-pozitiv xenograft modellben [136]. A harmadik generacios CAR-okat abban a
reményben fejlesztették ki, hogy a CD28 és 41BB kostimulaciés domének kombinalasaval
Osszeadodhatnak az altaluk biztositott eldnyds tulajdonsadgok is. Az eldzetes varakozéasokkal
szemben azonban a harmadik generaciés CAR T sejtek nem novelték a citotoxikus
hatékonysagot és az élettartamot, ellenben haldlos kimeneteli mellékhatas kialakulasat okoztak
egy HER2-pozitiv metasztatikus vastagbélrakot célzé klinikai vizsgalatban [1]. Ez a sajnalatos
eset rdmutat, hogy szilkseges a CAR-ok molekularis miikodésének lehetd legszélesebb kori
feltarasa a terapia klinikai fazisba 1épését megel6zéen. A kostimulacios alegységek az antigén
specifikus stimulaciot kovetd szignal transzdukcios utvonalakra gyakorolt hatasuk mellett
befolyasolhatjadk a kiméra receptorok alapveté molekularis tulajdonsagait, ide értve a

fehérjeszerkezetet, illetve a membranbeli szervezddést és mobilitast.
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Ezen effektus vizsgélatara szisztematikusan 0sszehasonlitottuk az elsé, masodik és
harmadik generacidba tartozo, eltéré kostimulaciés doménekkel rendelkez6 HER2-specifikus
CAR-ok molekularis strukturdjat, sejtfelszini szervezddését ¢és mobilitdsat; majd ezen

paraméterek jelentéségét a korai citolitikus aktivitas kinetikajaval 6sszefliggésben vizsgaltuk.
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35. &bra CAR molekularis szerkezet, sejtfelszini szervezédés és mobilitas 6sszefliggése a proximalis jelatvitel
hatékonysagaval és a korai citolitikus aktivitassal

Els6ként azt demonstraltuk, hogy az I. generacios .z és a Il. generacidés CD28.z CAR-
ok foként dimereket alkotnak, és kevesebb, de nagyobb kiterjedésii sejtfelszini klaszterbe
szervez6dnek a nyugvo sejtmembranban. Ezzel szemben a 41BB.z és a CD28.41BB.z CAR-ok
jelentds része oligomer allapotban van, amelyek szignifikansan kisebb méretli, de nagyobb
szamu membran klaszterekbe tomorilnek. Ez a megfigyelés részben magyarazhatd6 a CAR
konstrukciok szerkezet predikciés modelljeivel, amelyek azt sugalljak, hogy a 41BB
kostimulacios endodomének beépitése egyedi tercier struktUrat eredményez a 41BB.z és
CD28.41BB.z CAR-o0k esetében, elosegitve a CAR-0k antigén fliggetlen oligomerizaciojat.
Azonban ezen eredmények nem zarjak ki egyéb molekularis mechanizmusok, mint példaul az
scFv kozvetitett keresztkotés szerepét az antigénfiiggetlen aggregécio soran, amelyrél korabban

kimutattak, hogy indukalhatja receptorklaszterek képz6dését [137].
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Ezt kovetéen a kiilonb6z6 kostimulaciés doménnel rendelkez6 CAR-o0k sejtfelszini
mobilitasat fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiaval vizsgéltuk. Az egyéni fluktuacios
ingadozésok elemzése azt mutatta, hogy a .z konstrukcid, amely gyakran rendez6dott nagyobb
méreti membranklaszterekbe, lényegesen lassabban, a CD28.41BB.z CAR jelentdsen
gyorsabban mozog a CAR T sejt membranban, mint a masodik generéaciés CD28.z vagy 41BB.z
CAR-ok. F6 megfigyelésiink szerint a kiméra receptorok oldalirdny( diffuzi6ja aranyosan
gyorsul, ahogy azok CD3z effektor endodoménje egyre tavolabb keriil a membranfelszintdl.
Ezen megfigyelés feltételezhetden arra vezethetd vissza, hogy a CD3z effektor domén nativ
kdlcsonhatésa a plazmamembranban talalhaté foszfoinozitidekkel [127] csokkenti a laterdlis
diff(zios sebességet, mivel irodalmi adatok alapjan a TCR/CD3 komplex sejtfelszini mobilitasa
jelentés mértékben novekszik az ezen lipidekkel vald asszociacio gatlasa esetén [128].

Mivel a CAR T sejtekben a kiméra receptor a fiziologids TCR/CD3 komplexszel
egyidejiien expresszalodik, megvizsgaltuk a nativ TCR-hez kapcsolodo CD3( lanc
akkumulaciojat a CAR T sejtek és tumorsejtek kontaktusa soran felépiilé immunszinapszisban.

A CD28 és a 41BB kostimulacios endodomént expresszalo receptorok nem Iépnek kozvetlen

.....

Vs

kiméra receptorok alkalmazéasaval vizsgaltuk. Adataink cafoltak a TCR/CD3 komplex
integralodasat a CAR specifikus szinaptikus kontaktrégioba, és molekularis interakcidjat a
CAR T immunszinapszis elemeivel.

Balagopalan és munkatarsai kimutattak, hogy a TCR nanoklaszterek jelenléte a nyugvé
T sejt membranban javitja stimulaciot kovetd jelatvitelt [138]. Ezen eredményekre alapozva
feltételeztiik, hogy az eldre dsszeszerelodott receptor klaszterek, valamint a klasztereken kiviil
elhelyezkedd receptorok mozgékonysdga hatdssal lehet az immunolégiai szinapszis
kialakuldsara és a stimulaciot kovetd jelatviteli utvonalak aktivacidjanak kinetikajara az
és a korai aktivacio szignaltranszdukciojat konfokalis mikroszkopia segitségével vizsgaltuk,
foszfo-CD3z és foszfo-Lck specifikus jeldlést alkalmazva. A felvételek kvantitativ elemzése
szerint a HER2.z és a HER2.CD28.41BB.z konstrukciok erésebb rovid tava CD3z és Lck
foszforilaciot valtottak ki, mint a HER2.CD28.z és a HER2.41BB.z CAR-o0k, arra utalva, hogy
a klaszterképzddés €és a magas receptor mobilitas is eldnyds lehet a korai aktivacido soran. A
CAR-ok citotoxikus hatasanak tekintetében ugyanakkor a fragmentalt klaszter struktirakat
alkotd, magas mobilitdsi CD28.41BB.z és 41BB.z HER2-CAR-ok bizonyultak a legkevéshé

hatékonynak a tumorsejtekkel valo kokulturalas elsé 25 orajaban.
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VI1.2. AHER2-CAR T sejtkészitmények fenotipus profilja meghatarozza a
tumorellenes aktivitas hatékonysagat

A hematoldgiai megbetegedéseket célz6 CAR T sejtek nagyfoku sikeréhez hozzéjarult
a T sejtek érési és differencialddasi folyamatainak eredményeként heterogén sejtpopulaciokkal
rendelkez0 terdpids sejtkészitmények fenotipus Osszetételének optimalizalasa. Preklinikai és
Klinikai vizsgalatok eredményei bizonyitottak, hogy kevéshé differencidlodott, naiv és centralis
memoria sejteket nagyobb aranyban tartalmazé citotoxikus CAR T sejtek rendelkeznek a
legkedvez6bb tumorellenes hatékonysaggal B sejtes leukémiakkal és limfomakkal szemben
[62,130]. Szolid tumorokat célzd terapias modellek esetén azonban mindeddig nem szlletett
eredmény arr6l, hogy a CAR T limfociték fenotipus profilja hogyan befolyasolja a citolitikus
hatékonysagot, valamint, hogy a legelterjedtebben alkalmazott CD28 és 41BB kostimulacios
endodomeének citotoxicitast fokozd hatasa, illetve perzisztenciat noveld effektusa hogyan hat
kolcson a CAR T limfocitak fenotipus kompoziciojanak alakulasaval.

Kutatomunkank soran eltéré fenotipus profili CD28.z és 41BB.z HER2-CAR T sejteket
allitottunk el6 hagyomanyos (OKT3-anti-CD28/RPMI) és T sejt differenciaciot korlatozo
(OKT3-RetroNectin/LymphoONE) protokollok segitségével. Szisztematikus fenotipus
vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az OKT3-RetroNectin/LymphoONE stimulaciés és
kulturalasi metodika alkalmazasanak hatdsaraa CAR T sejtek szignifikansan nagyobb aranyban
tartalmaztak a centralis memoria fenotipust, tovabba tendenciozus emelkedés jelentkezett a
CD8* citotoxikus sejtek szamaban. Ezzel szemben az OKT3-anti-CD28/RPMI protokollal
cléallitott sejttermékekben az effektor memoria fenotipus aranyanak nodvekedése volt

megfigyelhetd.
Az OKT3-RetroNectin/LymphoONE sejtkészitmények megemelkedett CD8" szintjére

mechanisztikus magyarazataul szolgalhat a GSK-3 21-es szerinjének fokozott foszforilacioja
ebben a csoportban. A GSK-3 S21-es foszforilacioja inaktivalja a molekulat, ami a T-bet
transzkripcios faktor kozvetitésével a PD-1 T sejt kimerulési marker expressziojanak
csokkenéséhez vezet CD8" T sejtekben [139]. Megfigyeléseink tovabba ésszhangban vannak
Gargett és Stock eredményeivel [69,140], amelyek szerint a RetroNectin alapu stimulacié
alkalmazasa jelentdsen noveli a CD45RA™ naiv és centrdlis memdria, valamint CD8*

citotoxikus CAR T sejtek aranyat a sejttermékben.
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CAR T sejt aktivacios és kulturalasi protokollok
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36. &bra A HER2-CAR T sejtkészitmények fenotipus profiljanak szerepe az in vivo tumorellenes
hatékonysagban

Funkcionalis in vitro vizsgalatainkban igazoltuk, hogy az effektor memoria T sejtekben
dusitott CAR T termékek jelentdsen magasabb szintti IFNy és IL-2 citokint szekretalnak
immobilizalt célantigének jelenlétében, és er6sebb CAR-specifikus antitumor hatast valtanak
ki. Emellett megfigyelheté volt az EM-dominans CAR T sejtek szignifikansan alacsonyabb
TIM-3 termelése, arra utalva, hogy kimeriltségi szintjik alacsonyabb [135], mint az OKT3-
RetroNectin/LymphoONE sejttermékeké. Az elérehaladott differenciacios szintit EM-dominans
CAR T sejtek tovabba kedvezébb hossz( tavi proliferacios kapacitast mutattak immobilizalt
célantigénekkel valé sorozatos stimulacié folyaman. Ugyanakkor hossz( tdvon fenntartott
stimulacio alatt egyedill az OKT3-antiCD28/RPMI protokollal el6allitott CD28.z CAR
limfocitak drizték meg a kiindulasi aranyokkal azonos, kiegyenstlyozott CD4/CDS8 eloszlast.
Megfigyeltik tovabba, hogy a kevésbé differencialt, CM-dominans 41BB.z CAR T sejtek
nagyobb mennyiségii IFNy citokint termeltek tumorsejt felszinen prezentélt HER2" stimulacié
hatdsara. Ennek az eredménynek a magyarazata részben a tumorsejtek T sejt altipusok citokin
szekrécidjara gyakorolt szerteagazé modulaldé hatasaban rejtézhet [141], igy e téren tovabbi

kutatasok sziikségesek.
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Utolso, preklinikai kisérletsorozatunkban megvizsgaltuk az eltér fenotipus profillal
rendelkez6 CAR T sejttermékek in vivo tumorellenes aktivitasat, valamint tumorinfiltracios
és expanziés potencialjat HER2 pozitiv JIMT-1 xenograft modellben. In vitro
megfigyeléseinkkel 0Osszhangban az EM fenotipusban dasuldst mutat6 CAR T
sejtkészitmények hatékonyan infiltraljak a tumor xenograftot, és gyorsabban expandalnak a
lassabban differencialédd, CM-ben gazdag sejttermékeknél. Ezen eredményeink latszdlag
ellentmondéasban allnak a CD19 specifikus CAR T sejtek ideélis fenotipus kompoziciojanak
feltardsara irdnyuld tanulméanyok konkluzidival. Preklinikai és Klinikai kutatdsokban
demonstréltak, hogy a naiv és centrélis memoria T sejt altipusok magas ardnya hozzajarul a
CD19-CAR T terapias sejttermékek kedvez6 tumorspecifikus citolitikus aktivitasahoz és
akar éveken keresztlil fenntartott perzisztencidjahoz [71,130]. Ez szamos tényezébol
fakadhat, ideértve az eltérd fenotipusu T limfocitak szoveti elhelyezkedését: mig az effektor
memoriasejtek jellemzden a periférias szovetekben telepednek le, a centralis memoriasejtek
nem lépnek ki a vérkeringésbdl [142]. Ez4ltal az effektor memoria fenotipus fokozott aranya

a CAR T sejttermékben javithatja a szolid tumorok infiltraciojanak hatékonysagat.

Emellett nem elhanyagolhatdé a szolid szervi daganatok és a leukémias sejtek
sejtfelszini molekulainak eltéré Gsszetétele [143], valamint a leukémias sejtek konnytl
hozzatérhetosége a véraramban keringd CAR T sejtek szamara, ami erdsen eltér a szolid
tumorok komplex mikrokdrnyezetétdl. Ebben a tekintetben akadalyt jelenthet a daganatot
boritd sirii extracellularis matrix [26,27] melybe olyan immunszupresszor sejtek
rekrutalodnak, mint a tumorstromaban rezidens fibroblasztok (cancer-associated fibroblast,
CAF)[144], tumor infiltralé makrofagok [145] valamint szabalyozo T és B sejtek, amelyek
gatolhatjak a CAR T sejtek citolitikus aktivitasat [146]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
centralis memoria sejtek alacsonyabb inherens citotoxikus potencidlja, de kedvezébb hosszu
tavu talélése optimalis tumorellenes hatékonysagot biztosit a CD19-CAR T sejtek szamara
a konnyli célpontot jelentd limfoblasztok ellen, de nem elégséges a szervi daganatok
immunszuppressziv TME-jének lekiizdéséhez, amely er6sebb T sejt aktivaciot igényel. Erre
megoldasként kindlkozik a CD28 alapu kostimulacio alkalmazéasa a 41BB helyett, mivel
elébbi bizonyitottan hatékonyabb T sejt aktivaciot eredményez a szolid tumorokat célzo

CAR T sejtek esetén [147].

Emellett szdmos lehetdség kinalkozik a 41BB kostimulacioval jaro alacsonyabb
citolitikus potencial novelésére. Ezek kdzé tartozik a CAR indukalt szignaltranszdukciét

fokoz6 egyéb stimulator domének integralasa a konstrukcidba [54], a citotoxikus T sejt
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mitkodést gatld citokin jelatvitelének blokkolasat célzo un. ,kapcsoldé” receptorok
kotranszdukcidja [148], illetve olyan genetikai modositasok, melyek fokozzak serkentd
citokinek jelatvitelét [149] vagy negativ regulatorokat tordlnek [150]. Mivel ezek
alkalmazasa tovabb fokozza a nativ T sejtek molekularis szablyozasaval val6 szinergikus
egylttmikodés komplexitasat, korabbi eredményeink alapjan azt gondoltuk, hogy célszerii

ezen rendszerek esetén is megvizsgalni a terapias sejtek fenotipus hatterét.

Ahogy in vitro eredményeink mutattak, a négyféle tesztelt sejtkészitmény kozil
egyedul az OKT3-antiCD28/RPMI protokollal eldallitott HER2.CD28.z CAR csoportban
maradt fenn a frissen transzdukalt sejtekben megfigyelhetd kiegyensulyozott, 60/40%-0S
CD4/CD8 arany sorozatos HER2 stimulacié 10,5. napjara. Az OKT3-RetroNectin altal
aktivalt CD28.z CAR T sejtek CD4" mennyisége a folyamatos HER2 stimulacié ugyanezen
id6szakaban ~50%-rdl 10% ala csokkent. A 41BB kostimulacio alkalmazésakor az eredeti
CD4* populaci6 mindkét csoportban 20-30%-ra esett. A fizioldégias immunolégiai
tumorfelligyelet rendszerében a CD8" T sejtek a daganatsejtek kdzvetlen eliminalasaért
felelnek, mig a CD4" T helper limfocitak tobbek kdzott a CD8" T sejtek aktivalasat és
expanziojat segitik eld. Ezzel szemben a CD4" CAR T sejtek, akarcsak CD8* parjaik, direkt
antitumor aktivitassal rendelkeznek [151,152]. Kimutattak, hogy 1:1 aranyban a CD4* helper
és a CD8" citotoxikus T sejtek szinergikus daganatellenes hatast fejtenek ki, ami pozitivan
befolyasolta a tumoreliminaciét [153], és magas remisszios aranyt eredményezett B-ALL
betegségben szenvedd pacienseck CD19 CAR T sejtekkel valdo kezelése soran [154].
Osszességében tehat mind az altalunk, mind a mas kutatok altal végzett preklinikai
vizsgalatok eredményei alatamasztjak azt a koncepciét, hogy szolid tumorokkal szemben
elonyds lehet kiegyensulyozott CD4/CD8 aranyu CAR T terdpias sejtkészitmények

alkalmazasa.
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VII1. Osszefoglalas

Eredményeinket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy mig a HER2.z és a
HER2.CD28.z CAR dimerek nagy méretli és denzitasu szubmikronos doméneket alkottak, a
41BB-t tartalmazo CAR oligomerek kisméretii, de nagyobb szamu membran klaszterré alltak
Ossze. Ezzel parhuzamosan az 1., Il. és Ill. generécioba tartozO0 CAR-ok a CD3z domén
membran sikjatél mért tavolsdgaval aranyosan gyorsulé lateralis diffiziét mutattak.
Immunfluoreszcenciaval vizsgdlva az elsd tumorsejttel vald talalkozdskor mind a
HER2.CD28.41BB.z rendkiviil mobilis oligomerjei és azok kisméretii klaszterei, mind a
HER2.z CAR-ok eldre 0sszeszerel6dott nagyméretii klaszterei hatékonyabban indukaltak CD3z
foszforilaciot és gyujtottek pLck-t az immunoldgiai szinapszisba, mint a kbzepesen mobilis
HER2.CD28.z és HER2.41BB.z CAR-ok. Ugyanakkor tumorsejtkultardk ECIS-szel mért
impedanciavaltozasa alapjan hosszabb, egy napos tdvon a CD28.41BB.z CAR eredményezte a
legkisebb 6lést 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 kdvetkeztetni engednek az immunszinapszis kialakulasanak és
a célsejt elpusztitasanak hatékonysagara.

Egy masik lehetséges beavatkozasi pont a szolid tumorokat célzo CAR T terapia
optimalizalasaban a kostimulaciés domenek kdzvetitette aktivacios jelatvitel és a nativ T sejt
funkcidk 6sszefonddasanak vizsgalata. Kutatasunk sordn demonstraltuk, hogy a CAR T
készitmények eldallitasanak metodikaja befolydsolja az elkészilt heterogén sejttermékek
fenotipikus Osszetételét, és igazoltuk ezen jellemzdok jelentds hatdsdt a CAR T sejtek
miikodésére. Eredményeink szerint a jobban differencialt, effektor memaoria dominans CAR T
sejttermékek erésebb in vitro citotoxicitassal rendelkeznek és kevesbé meriilnek ki hosszan
szakaszban korlatoztuk. Megfigyeltiik tovabba, hogy a 41BB kostimulacié hatasara, valamint
a transzdukciot megel6z6 T sejt expanzido soran alkalmazott RetroNectin stimulacid
mellékhatdsaként a CD8" citotoxikus CAR T sejtek aranya jelentés ndvekedést mutatott.
Preklinikai modelliinkben demonstraltuk, hogy az effektor memoria iranyu differenciacio, és a
kiegyensllyozott CD4*/CD8" arany kolcsonzi a legerételjesebb expanzios és citolitikus
hatékonysagot a HER2" szolid tumorokat célz6 CAR T sejteknek. Ez a felismerés azt a vilagos
lizenetet kozvetiti a klinikumnak, hogy CAR T sejtkészitmények eléallitasnak optimalizilasa
és az ideélis fenotipusprofil meghatarozasa a kezelt tumor tipusanak és antigénprofiljanak

fuggvényében elengedhetetlen feltétele a sikeres klinikai kiprobalasnak.
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IX. Summary

Our collective findings, derived from molecular and functional imaging data, propose
that CARs incorporating 41BB undergo homooligomerization, resulting in smaller and more
numerous membrane clusters in resting T cells. Moreover, the lateral diffusion of chimera
receptors diminishes proportionally with the distance of the CD3z effector domain from the
membrane plane, indicating reduced interaction with phosphoinositides, native partners of the
TCR/CD3 complex. Despite this, both the slowest HER2.z CARs, forming large receptor
clusters, and the fastest HER2.CD28.41BB.z CARs induce a more rapid and potent CD3z
phosphorylation than HER2.CD28.z and HER241BB.z CARs. This implies that both higher
mobility and preassembled receptor structures may enhance efficient immune synapse
formation. Notably, while short-term activation during the initial target cell contact is evident
for T cells redirected by non-costimulated HER2.z and third-generation HER2.CD28.41BB.z
CARs, their long-term cytotoxic efficacy significantly differs. Real-time monitoring reveals
that first-generation HER2.z CARs provide the most stable target cell killing over a 25h period,
whereas CARs with 41BB costimulation perform poorly. Considering these findings,
membrane organization and mobility may serve as crucial parameters in CAR design, shedding
light on immune synapse formation efficiency and target cell killing.

Another potential intervention point in optimizing CAR T therapy for solid tumors is
exploring the interconnection between activation signal transduction mediated by costimulatory
domains and native T cell functions. Our research demonstrates that the methodology of CAR
T production influences the phenotypic composition of resulting heterogeneous cell products,
with significant impacts on CAR T cell function. Our results indicate that CAR T cell products
with a more differentiated effector memory phenotype exhibit stronger in vitro cytotoxicity and
lower exhaustion under prolonged antigen stimulation. Furthermore, during T cell expansion,
we observed a significant increase in the proportion of CD8" CAR T cells due to 41BB
costimulation and RetroNectin stimulation. Consistent with this, our preclinical model shows
that effector memory differentiation and a balanced CD4/CD8 ratio yield the strongest
expansion and cytolytic efficiency in CAR T cells targeting HER" solid tumors. This
underscores the message to the clinic that optimizing CAR T cell production and determining
the ideal phenotypic profile based on the targeted tumor type and antigen profile are essential

prerequisites for successful clinical trials.
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