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A tumorban felhalmozodo B-limfocitak
genetikai informacioja, mint az immun T-sejt
vezette tumorellenes ,,autd” ([CAR, kiméra
antigénreceptor) célba iranyito ,,.GPS”-e

KOTLAN BEATRIX', CSUKA ORSOLYA?, TOTH LASZL0?, FARKAS EMIL?, PLOTAR VANDA*, HORVATH SZABOLCS*, ELES KLARA*,
OLASZ JUDIT?, TOTH JOZSEF*, KASLER MIKLOS?, LISZKAY GABRIELLA

Orszagos Onkoldgiai Intézet, "Molekularis Immunoldgiai és Toxikoldgiai Osztaly, 2Patogenetikai Osztaly, *Daganatsebészeti Kozpont, “‘Sebészeti és

Molekularis Patolégiai Osztaly, ®lgazgatdsag, °Bérgydgyaszati Osztaly, Budapest

Levelezési cim:

Dr. Kotlan Beatrix, Orszagos Onkoldgiai Intézet, 1122 Buda-
pest, Rath Gy. u. 7-9. Tel.: 224-8600/ 3294, e-mail: kotlanb@
netscape.net

Kozlésre érkezett:
2016. februar 11.
Elfogadva:

2016. februar 18.

A géntechnoldgiai fejlesztések nagy lendiiletet adtak T-sejtek
kombinalt antigénreceptorainak (chimeric antigen receptors,
CARs] eldallitdsara, amelyek igéretes rakterapias lehetd-
ségek alapjai. Kiindulasi célunk pontos és jol toleralhato
tumorellenes antitestek definialdsa volt, mivel az a CAR
T-sejtes technika fontos igénye. Tumorinfiltralé B-limfocita
(TIL-B) eredet(i fagkonyvtarak létrehozasaval tumorellenes
egylancu antitestfragmenseket (scFv) sikeriilt szelektalnunk.
Ezen immunglobulin variabilis génrégiok DNS-szekvenciajat
megfelelé génmaddosité technika révén T-sejtekbe épitve,
azok Uj tumorantigén-kotd specificitast kapnak. Az altalunk
bevezetett U] stratégia a TIL-B-sejtek egyedi, erésen tumor-
asszocialt diszialilalt glikoszfingolipideket (GD3 gangliozidok)
felismerd6 képességét hasznalja fel. Azily mddon feltart spe-
cifikus antitestfragmenseket hasznaltuk szolid tumorokban
potencidlisan alkalmazhaté GD3 gangliozid CAR génkonst-
rukciok létrehozasara. Magyar Onkoldgia 60:64-71, 2016

Kulcsszavak: tumorinfiltrald B-limfocita, kiméra antigénre-
ceptor, diszialilalt glikoszfingolipid
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The rapidly growing field of gene therapy techniques to
modify T cells with chimeric antigen receptors (CARs] for
cancer care solutions, reached considerable achievements.
However, there is an urgent need of reliable, well tolerable
tumor-associated antigen specific antibodies. Tumor-infil-
trating B [TIL-B] cell originated single chain Fv [scFv] gene
regions could be selected with tumor specificity. DNA se-
quences of these antibody variable regions were subjects to
get engineered into new CAR constructs. Our novel strategy
harnesses tumor-infiltrating B cells” unique capacity to re-
veal highly tumor-associated disialylated glycosphingolipids
(GD3 gangliosides). We used these human antibody frag-
ments for generating GD3 ganglioside specific CAR gene
constructs for potential usage in solid tumors.
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BEVEZETES

A daganatkutatas és rakterapias lehet6ségek szempontja-
bol az Uj immunterapias stratégiak nagy el6retorést jelen-
tettek az elmdlt években (1). A tumorimmunoldgia szinte
minden tumor vonatkozasaban igazolta ennek fontossagat,
és a megvaldsithatd lehetdségek egész arzenaljat kinalja.
A folyamatosan képz6dé tumorsejtekkel szemben a gazda-
szervezet immunrendszere felveszi a harcot, és egy ideig
sikeres a klizdelem. A tudomanyos és technoldgiai fejlédés
féleg a tumorellenes T-sejtes immunvalaszra épitett, mivel
a raksejteken fellelhetd jellegzetes struktirakat legeldszor
tumorellenes T-sejt-klonok révén tudtdk meghatarozni. Atu-
morimmunoldgiai kérdéskdr kereszttiizében allnak a T-sejtek,
az altaluk felismert vagy felismerheté fehérjealapu tumor-
asszocialt antigének (mint pl. a NY-ESO-1, MAGE, MART-1)
(2), illetve az immunvalasz gatlasa aldl vald felszabaditas
révén (pl. ipilimumab) (3). Az egyik sok lehetéséget kinald
fontos iranyzat a T-sejtes géntechnoldgia, amelynek f6 célja
hatékony és specifikus tumorellenes immunvalasz gyors
létrehozasa. A géntechnoldgiai modositas révén a T-sejtek
megszerezhetik akar egy fontos tumorantigén felismerd
képességét is. A T-sejtek vagy az élettani f6 hisztokompati-
bilitasi komplex (MHC) korlatozott T-sejt-receptorral (T cell
receptor, TCRJ, vagy egy tébb molekula fzi6jabol létrehozott,
Gn. kiméra antigénreceptor (chimeric antigen receptor, CAR)
szintéziséért felelds génrégiod beépitése révén vehetik célba
a .kiszemelt” tumorsejteket (4).

A CAR T-sejteken valé expresszidjaval egy monoklonalis
ellenanyag antigénkotd helyének és a T-sejt-aktivacioért
felelds mechanizmusnak az egylittese hozhato létre. Ezaltal
MHC-korlatozastol mentes antigénfelismerés valik lehetdvé,
mig a T-sejtek kedvezd tumorellenes aktivitdsa megma-
rad. Az elsé kiméra antigénreceptorokat kb. 30 évvel ezelétt
konstrualtak (5). Eshhar és munkacsoportjanak fejlesztése
épitette be az elsd, még antigénkot6 képességgel rendelkez6
egylancu ellenanyagfragmenst (scFv], mint ektodomént. Az
ektodomén transzmembran doménen keresztil kapcso-
lodik az intracellularis endodoménhez, amely a T-sejt-re-
ceptor sejtszignalizacids zéta-lancahoz kétédik (6). Tobb,
lymphomakkal reagalé scFv van mar alkalmazasban, illetve
tovabbi CAR-fejlesztések targya, amelyeknél az affinitas és
a felismerendd antigénepitdp tulajdonsagai a meghatarozok.
Szolid tumorokra vonatkozéan még igen kevés az adat, tobb
a megoldatlan kérdés, és féleg a célzandoé tumorantigének
problémaja vitatott.

A fehérjealapl tumorasszocialt antigének mellett egy
még nehezebben feltarhatd teriilet a tumorsejtek jellegzetes
abnormalis glikozilaltsadganak feltérképezése, Uj tumorasz-
szocialt biomarkerek meghatarozasa céljabol. Amikor az
immunrendszer tumorban felhalmozddo T-sejtjei mar nagy
hirnévnek drvendtek szamos kozlemény és klinikai vizsgalat
kapcsan (7], a szérvanyosan eléforduld, an. tumorinfiltrald
B-sejtekrél (TIL-B) még alig tettek emlitést. A tumorellenes
immunvalasz szempontjabdl nem tulajdonitottak jelentdsé-

get a TIL-B-sejteknek, mivel tobbnyire csak kis szazalékban
mutatkoztak immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatokban. Pedig
a B-sejtek eredendéen rendelkeznek azzal a tulajdonsaggal,
ami révén képesek felismerni a legkiilonfélébb eredeti és
Osszetétel(, idegen vagy megvaltozott sajat strukturat. Végiil
a tumorimmunoldgiai érdeklédés fellendiilése és a molekula-
ris bioldgiai mddszerfejlesztések hivtak fel a figyelmeta TIL-B
limfocitakra (8, 9). Az Epstein-Barr-virussal (EBV) transz-
formalt B-limfocita sejtkultira feliliszok tumorsejtekhez
valo kotédését sikerllt kimutatnunk a vizsgalt emlétumorok
nagy részében, hasonldéan a melanoma vonatkozasaban
tapasztaltakhoz (10). Feltételezésiink szerint a TIL-B-sejtek
rendelkeznek olyan genetikai informacidval, ami egy tumor-
ellenes stratégia felallitdsahoz kiaknazhato. A molekularis
genetikai és biotechnoldgiai alkalmazasok egy szellemes U;j
technoldgia, az Un. fagmegjelenitéses modszer kifejlesztése
és tumorokban valé alkalmazasa révén lehetdvé tették a TIL-
B-sejtek ,vallatasat” (11). Amedullaris eml&carcinomakban
felddsuld B-sejtekrél nemzetkozileg is elséként igazoltuk
igy a tumorasszocialt diszialilalt glikoszfingolipideket (GD3
gangliozidok]) felismerd képességiiket. A TIL-B-sejtektdl
nyert Uj genetikai informacié ravezetett tehat az abnorma-
lis glikozilaltsagu fehérjék és lipidek dsszetett struktarai-
nak, igy a tumorasszocialt glikoproteinek és glikolipidek
Uj felismerési lehetéségére. A szialilalt glikoszfingolipidek
komplex csaladjanak IHC-vel valé standardizalt kimutatasat
a GD3 gangliozidokra vonatkozé eredményeink segitették
(12). A tumort infiltralé B-sejtek altal termelt ellenanyagok
mélyebb szintl elemzésében az 6sszehasonlitd DNS-szekven-
cia-analizis igen j6 szolgélatot tett (13, 14). A kapott eredmé-
nyek lendiletet adtak a tovabbi TIL-B-sejtekkel kapcsolatos
adatok gy(jtéséhez, ami, Ugy tlnik, elinditotta az immun
B-sejtek ,tumorimmunoldgiai érajat” is (15-18). A sziali-
lalt glikoszfingolipidek molekulacsalddja egymasra épiilé
molekulak Gsszetett lancolata, amelyek megismerése igen
lényeges a rakkutatasban, a tumordiagnosztikai és -terapias
fejlesztések tekintetében (19-21). A kiilonbdz6 glikoszfingo-
lipideknek szamos sejtfizioldgiai folyamatban tulajdonitanak
fontos szerepet, pl. a membrantranszport-folyamatokban,
sejtadhézidban, sejtmigracioban, fertézésekben, intracellu-
laris jelatviteli folyamatokban, illetve kiilénbdz6 sejtfelszini
receptorok altal indukalt sejtvalasz kivaltasaban. Tobb beteg-
ség patogenezisében, igy a rak kialakuladsaban is fontosnak
tartjak ezeket a mikrodoméneket (22, 23). Ezen ergsen tumo-
rasszocialt antigéneket felismerd immunglobulin variabilis
génrégiok kivalasztasa és diagnosztikus és terapias célbdl
valo kiaknazasa a jelen munka célja.

BETEGEK ES MODSZEREK

Betegek

Avizsgalatok korabbi fazisdban medullaris emlécarcinomas
(n=3) és invaziv ductalis eml8carcinomas betegektdl szarmazé
sebészeti anyagbodl (n=8), majd a késdbbiekben melanomas
betegek mitétje kapcsan nyert tumorszovetmintabél dolgoz-
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tunk (n=6). Az eml8tumorokra vonatkozéan az aktuélis Intézeti
Etikai Ellen6rz6 Bizottsag (IRB) szabalyainak megfeleld be-
tegtajékoztato és beteg-beleegyezd nyilatkozatok alairasaval,
mig a melanomak esetében az ETT TUKEB 16462- 02/2010
engedélyben foglaltak szerint tortént a mintagydjtés.

Immunhisztokémia és hisztologia

Aformalinnal fixalt és paraffinba agyazott tumorszdovetmintak
metszeteit (2-4 um) hematoxilin-eozinnal (HE) festettik. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokban anti-CD20 (Dako) anti-
testet és egylépéses polimer detektalasi rendszert (One Step
Polymer IHC Detection Kit, BioGenex) alkalmaztunk. A fa-
gyasztott tumorszovetmetszeteket (6-8 pm) paraformalde-
hiddel (PFA) valé fixalast kovetéen a diszialilalt glikoszfingo-
lipidek elleni antitestfragmensekkel, illetve a pozitiv kontroll
(HCBC3 hibridéma, GD3, Calbiochem, Axxora) antitesttel,
valamint FITC-jelolt anti-egér IgG (Fab)'2-vel reagaltattuk
(Vector Laboratories) az indirekt immunfluoreszcens tesztben.

Sejtvonalak tenyésztése

Az amerikai sejtbankbol (American Type Cell Collection, ATCC)
szarmazo6 invaziv ductalis eml&carcinoma (MDA-MD231,
ZR751), melanoma (SK-Mel28) és HEK293 embrionalis
vese, K562 myeloid leukaemia sejtvonalakkal, valamint a Dr.
Meenhard Herlyn professzortdl kapott A2058 melanomase;j-
tekkel dolgoztunk. Standard steril sejttenyésztési feltételeket
alkalmaztunk (RPMI-1640 médium, 5% (melanoma esetén)
vagy 10% (emlStumor esetén) foetal calf szérummal (FCS) és
antibiotikumokkal (penicillin/streptomycin) kiegészitve, 5%
CO, termosztat, 37 °C, 90% paratartalom]). A HEK293 sejtek
tenyésztése 10% FCS-t tartalmazé DMEM-ben tortént. Mind
emlétumorok, mind melanoma esetében tumorszdvetbdl
létrehozott primer tumorsejttenyészetekkel is dolgoztunk.

Fagmegjelenitéses modszer

Az Epstein-Barr-virus transzformacioval nyert B-sejt-klonok
feluluszdinak tesztelése adott alapot a molekularis genetikai
és biotechnoldgiai lépéseket és immunoldgiai elv( teszte-
lést magaban foglald TIL-B fagmegjelenitéses mddszer és
fag-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kidolgo-
zasara. Az egylancu ellenanyagok, az Un. egylancu antitest-
fragmensek (single chain Fv, scFv) eldallitasa rekombinans
géntechnoldgiaval tortént. A tobblépéses PCR-technika és
bakterialis kldnozas utan kapott scFv molekuldkat PHEN1
vagy pCANTAB fagmid alapu expresszios rendszerbe vittiik.
Ezt kovetSen nativtumorsejtmembrannal szemben reagaltat-
va lehetett a pozitiv klénokat kivalasztani (1. dbra). Amédszer
lényege a kiilonboz6 tumorszovetmintakbol vald RNS-pre-
paralast (RNeasy, Qiagen, NucleoSpin, Macherey-Nagel) és
cDNS-atirast (High capacity cDNA Reverse Transcriptase
Kit, Applied Biosystems] kdvetd immunglobulin (Ig) variabilis
nehéz (VH) és konnydlancrégiok (Vk, VA klénozasa. Ig VH és Ig
Vk génrégiokat megfelelé primerkombinacidkkal, polimeraz
lancreakcids technikaval [PCR 1) amplifikaltattuk (9, 24). Az
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1. ABRA. Tumorinfiltralé B-limfocita eredetii ellenanyagok tesztelésére
kidolgozott fagmegjelenitéses modszer elve. A fagmid vektor semati-
kus képe, megjelolve az Ig nehéz- (VH) és konny(lanc (VL) génrégidk,
illetve az scFv beéplilési helyét és a jellegzetes marker és rezisztencia
kodold régiokat

analitikai, majd preparativ gélelektroforézissel kivalasztott
megfeleld méret(i IgVH (kb. 360 bp) és IgVk (kb. 340 bp) gén-
régidkat egy un. ,blunt end” klénozévektorba (pUC18/Smal/
BAP vektor] beépitve E. coli TG1 baktériumok transzforma-
lasa kovetkezett. A szelektalt bakteridlis klonokbdl preparalt
(Qiagick, Qiagen GmbH] megfeleld beépitett DNS-szakaszt
(inszertet) hordozd plazmidok képezték az dsszehasonlité
nukleinsavsorrend-elemzés targyat. A DNS-elemzésekkel
parhuzamosan megkezdédott a IgVH és IgVk génrégiokbdl az
scFv antitest konstrukcidja egy kapcsolé (Gly4Ser)3-at kédold
DNS-hid segitségével egymast kovetd PCR (PCR I, PCR I, PCR
1) reakcidk és preparativ gélelektroforézissel valé feldolgozas
révén. A kétféle scFv-fagkdnyvtar generalasa soran alkalma-
zott primerekhez és a PCR-protokolloknal a korabbiakban
beallitott, ismertetett modszereket vettik alapul (9, 24).

DNS-szekvencia-analizis

A PCR-screen technikaval valasztottuk ki az IgVH-t és IgVk-t
hordozd bakterialis kldnokat, valamint a generéalt scFv ellen-
anyagfragmensre pozitiv klonokat. A plazmidpreparatumok
(Qiaquick, Qiagen Gmbh) mennyiségét és mingségét optikai
denzitds mérésével és analitikai gélelektroforézissel ponto-
san meghatéaroztuk. A DNS-szekvencia meghatarozasahoz
BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosy-
stems) segitségével szekvenalasi reakciot végeztiink LMB2
és LMB3, illetve pCANTAB5 s1 és s3 primerekkel (Amersham
Pharmacia Biotech). A reakcidtermékeket NucleoSeq kittel
(Macherey Nagel) tisztitottuk, majd ABI 3130 Genetic Ana-
lyzer (Applied Biosystems) alkalmazasaval valasztottuk el.
A DNS-szekvencia-elemzés a Chromas 2, Bioedit 2, Clustal
W, TreeView és VECTOR NTI 11 software (Invitrogen, Kromat
Kft.) valamint IMGT és Blast DNS-adatkezeld programokkal
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tortént. A kordbban definialt specialis tulajdonsagu, halmo-
zott eléfordulast mutato szekvenciakkal valé 9sszehasonlitd
elemzést is végeztink.

Kiméra antigénreceptor genetikai tervezése

és eloallitasa

A szerkesztett kiindulasi vazvektorba VECTOR NTI 11 DNA
analizald és tervezd szoftver révén megszerkesztettiik a ki-
valasztott antitestfragmens génrégiok és jelolé szakaszok
bevitelével azokat a génkonstrukcidkat, amelyek a szinteti-
zalast kovetden a kiméra antigénreceptor alapjat képezik.
Egy tobb klonozdhellyel rendelkezd vektorral, LR Clonase
- Gateway (Invitrogen) reagens kit révén lehet az scFv in-
szertet tartalmazé génkonstrukciékat létrehozni. Kompetens
E. colibaktériumok (E. cloni, Lucigen) hdmérsékleti sokkal
kivaltott transzformacidjat kovetden, a szelekcids taptalajon
tenyésztett baktériumok pozitiv klonjaibdl enzimemésztéses
(BSRG1, BGL, PVU2] fingerprint médszerrel hataroztuk meg
a génkonstrukcio jelenlétét. A CAR-vektor génkonstrukciot
hordozd plazmidpreparatumok (Qiaprep Spin Miniprep Kit,
Qiagen) ellenérzé DNS-szekvencia-elemzése csak tobb lépés-
ben, U] specifikus primerek tervezésével (www.idtdna.com)
lehetséges. Endotoxinmentes plazmid-maxipreparatumokat
EndoFree Plasmid Maxi Kittel (Qiagen) allitunk elé megfeleld
mennyiségben és mindségben a transzfekcidkhoz.

Sejttranszfekcio

A CAR-vektor génkonstrukciokat elsé ellendrzd épésként
HEK293 embrionalis vesesejtekbe juttattuk. Erre két mod-
szert alkalmaztunk: sejtmembrannal reagald vegyiilettel
lipofekciot [Lipofection reaction kit, Lonza), valamint elekt-
rosokk alkalmazasaval végzett elektrotranszfekciot (Nuc-
leofection transfection Kit, Lonza) végeztiink. A létrehozott
kiméra antigénreceptor - vektor konstrukcidk periférias
mononuklearis sejtekbe (PBMC] juttatadsa elektrosokkal,
a PBMC-nek megfelelé kittel (Nucleofector Kits for Human
T cells, Lonza) torténik. Egészséges kontrollok periférias vér
mononuklearis sejtjeit Ficoll-Uromiro slirliséggradiens cent-
rifugalassal szeparaljuk és alikvotokban fagyasztva taroljuk
a felhasznalasig. A HEK293 sejtek és a PBMC-k viabilitasa
a transzfekcio szempontjabol elsédleges, igy azt automata
szamlaléval (Nexcellom Cellometer, Nexcellon Biosciences
LCC]) ellendrizzik.

Immunfluoreszcens teszt aramlasi citometrias

és konfokalis mikroszkopos elemzéssel

Az indirekt immunfluoreszcens jelolés soran diszialilalt gli-
koszfingolipidek elleni antitestfragmenseket, pozitiv kontroll
(HCBC3 hibridéma, GD3, Calbiochem, Axxora) antitesteket,
valamint FITC-jel6lt anti-egér 1gG (Fab)'2-t alkalmaztunk
(Vector Laboratories). A mintak értékelését dramlasi cito-
méterrel (CyFlow SL-Green, FloMax Partec és Ariel/Becton
Dickinson), FloMax és FloJoe10 szoftverekkel, valamint kon-
fokalis (Nikon Eclipse E600, Model C1-LU3) és immunfluo-

2. ABRA. Egy reprezentativ. medullaris emlcarcinoma paraffinos
metszetének hematoxilin-eozinnal festett (a) és anti-CD20 antitesttel
jelolt immunhisztokémiai reakcidjanak a képe (b) (10x10)

reszcens mikroszképpal (Leica, illetve Nikon) végeztiik. Az
immunfluoreszcens teszthez sejttenyészté szovetkamrale-
mezeket hasznaltunk és citospin preparatumokat készitet-
tiink a primer tumorsejtekbél és sejtvonalakbél, megfelelé
sejtszamu sejtszuszpenzio FCS-es kdzegben, targylemezre
valo centrifugalasaval és szaritasaval.

EREDMENYEK

Néhany korabbi emlétumoros esetben sikerdlt igazolnunk
a szeparalt TIL-B-sejtek EBV-vel torténd transzformaciojat
és agarozos klénozasat kdvetden a kapott B-sejt-vonalak
sejtkultira-feliiliszdiban levé antitestek tumorsejtekhez valé
kot6dését. Ez adott indittatast a mélyebb szintl molekularis
bioldgiai munkakhoz. A munka kiindulédsa azimmunhisztoké-
miai vizsgalatok kapcsan jelentds B-sejt-infiltraciét mutato
medullaris emlécarcinomas mintak vizsgélatahoz kotédik (2.
abra). Invaziv ductalis eml&carcinomas mintaban, valamint
melanomas szovetmetszetekben is kimutattuk B-sejtek jelen-
létét, de joval alacsonyabb és valtozé mértékben. Kiilonboz6
medullaris emlécarcinoma, invaziv ductalis emlcarcinoma
és melanomamintak felhasznalasaval kivantuk alatdmasztani
és bdviteni a TIL-B-sejtektdl nyerhetd genetikai informaciot
a CAR-konstrukcié miatt. A kivalasztott paranyi fagyasztott
tumorszovetmintakbdl megfeleld mennyiségben és miné-
ségben tudtunk RNS-t izolalni a tébbiranyd molekularis
feldolgozashoz. Az RT-PCR technikaval amplifikalt nehéz- és
konny(lanc variabilis génrégidk bakterialis klonozasa révén
nyert, a kérdéses DNS-inszertet hordozé plazmidprepara-
tumok (3.a,b dbral képezték az alapjat egy 6sszehasonlitd
DNS-szekvencia-analizisnek, valamint a TIL-B eredet( fag-
megjelenitéses technoldgianknak. A tisztitott IgVH és IgVk
variabilis génszakaszokat tébb egymast kdvetd PCR (PCR I,
PCR Il és PCR Ill) segitségével megfelelé pHEN1 vektorba
klénozva scFv proteint kddolé szekvenciakka alakitottuk (3.¢
abra). A PCR-1épések kozott preparativ gélelektoforézis révén
lehetett a megfeleld méretld DNS-fragmenseket a gélbél ki-
vagni, majd azt a kovetkez6 PCR-reakcid el6tt tisztitani. Méd-
szereinkkel sikeriilt kombinacids és teljes scFv fagkdnyvtarat
is eldallitani. A fagkdnyvtarak tumorsejtmembranhoz vald
kitapasztasos dusitasat [panning) kévetéen fag- és szolubilis
scFv ELISA-val tudtunk tumorkédté antitestfragmenseket
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+anti-C-myc v. anti-ETag
LQ:.Q:J +anti-egér /AP Tl

+szubsztrat

Tumorkoto
ScFvk-klonok

3. ABRA. TIL-B ScFv konstrukcié: TIL-B-eredet(i amplifikalt immun-
globulin variabilis nehéz- és konnyllanc génrégiok medullaris emlg-
carcinomakbél (VH/MBC, Vk/MBC) és invaziv ductalis eml8carcinomak-
bol (VH/IDC, Vk/IDC]) (a), valamint melanomakbdl (b). Harom egymast
koveté PCR-rel konstrualt, klonozott, majd szelektalt ScFv ellenanyag-
fragmensek (c); reprezentativ klonok analitikai gélelektroforézissel de-
tektalt képe. d) Tumorkotd antitestfragmensek szelektalasa szolubilis
scFv fag-ELISA moddszerrel nativ tumorsejtmembran-preparatumok-
hoz vald kotédés tesztelésével. Az ScFvk fagkonyvtarakbdl 96 lyuku
mikrotiter talcan novesztett bakterialis klonok feluliszéit IPTG (izo-
propil-B-D-tiogalaktopiranozid) indukciét kovetéen teszteltiik. Szo-
lubilis ScFv ellenanyagfragmensek kotédését haromlépcsés ELISA
rendszerben (anti-C-myc vagy anti-ETag monoklonalis ellenanyag
és alkalikus foszfatazzal jelolt anti-egér IgG, valamint paranitrofenil-
foszfat szubsztrat hasznalataval)

kinyerni (3.d dbra). Beallitottuk ehhez a m(itétbdl szarmazé
tumorszévetmintakbol el6allitott primer sejttenyészetek és

Az 6sszehasonlitd DNS-szekvencia-elemzés fébb elemeit
a csiravonal-szekvenciaktél valo eltérés mértékének meg-
hatarozasa, az dtrendezett immunglobulin variabilis génré-
giokrol kapott jellegzetes informaciok gydjtése, valamint az
altalunk mar koradbban meghatarozott kulcsszekvencidkhoz
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valé homoldgiafok definidlasa képezte. A preparativ munkak
eredményei lehetdvé teszik a kérdéses antitestfragmen-
sek fagmegjelenitéses konyvtar formajaban valé hatékony
tesztelését tumorkoté képesség szempontjabol. A BioEDit,
Clustar X, majd a Vector NTI 11/Advanced, valamint a BLAST
és IMGT programokkal és felhasznalhaté adatbazisokkal
kivitelezett 6sszehasonlitd antitestrepertoar-elemzéssel
megerdsitettilk a kordbban definialt immunglobulin vari-
abilis génrégiok gyakorisagat, valamint lényegesen bdéviilt
a TIL-B antitest-repertoarra vonatkozo informacionk, ami
egy masik kozlemeény targyat képezi majd. Az 6sszehasonlitd
DNS-analizis az eredeti, diszialilalt glikoszfingolipideket fel-
ismerd antitestfragmens nehéz- és konny(lancrészt kodold
DNS-szakaszokat megerdésitette. A halmozott eléfordulasu
immunglobulin nehéz- és konnydlanc variabilis génrégi-
0k és ezek VH3/1 és Vk4.1 alcsoportjainak tagjai komplex
DNS-szekvencia-elemzések és antigénkotés-tesztelések ala
estek. A korabbi TIL-B fag-ELISA rendszerben kivalasztott
tumorsejtkotd antitestfragmenseket sikerilt mas expresszids
rendszerekbe, igy pl. anti-ETag alkalmazasu kimutatashoz
(Un. .detection module”) atklénoznunk. Egyes klénok egyedi,
GD3 gangliozidot kit6 képességét mar dotblot és ELISA-gat-
ldsos médszerekkel kimutattuk (9), most Gjabb sejtes és
szovettani rendszerekben teszteltiik tovabb a specifikus
kotési tulajdonsagokat. A fag-ELISA rendszerben kivalasztott
specifikus antitestfragmenseinkkel (melyek jeldlése: ScFv
G2 és ScFv B2) tébbféle immunhisztokémiai rendszerben
(igy szovetkamramaddszerrel, citospin mintan és aramlasi
citométerrel] vizsgaltuk a tumorsejteken kimutathatd, erésen
tumorasszocialt diszialilalt glikoszfingolipideket (4. dbra).
A TIL-B eredetl scFv antitestfragmensek pozitiv reakciot
mutattak invaziv ductalis emlécarcinoma primer sejtvo-
nalaival, valamint tobb emlétumor-sejtvonallal (MDA-MD
231, ZR 751). Hasonléképpen a kiilonbdz6 melanomakbadl
inditott sejtvonalainkkal és a hagyomanyos sejtvonalakkal
(SK-Mel28, A2058] is erdsen reagaltak az antitestminta-
ink. A GD3 gangliozidok erds expresszi¢jat tudtuk kimutatni
avizsgalt melanomaszovet-mintak legnagyobb részén. Ezen
eredmények, valamint az 6sszehasonlitd szekvenciaanalizis
és TIL-B fagmegjelenitéses modszer alkalmazasa kiilonbs-
26 glikoszfingolipid-k&td antitestek meghatarozasat teszik
lehet6vé.

Az EZCAR Platform technoldgia alkalmazasaval lehetett
az 6sszetett DNS-szekvenciaanalizissel meghatarozott GD3R
CD28 CD3ECAR génszakaszt a Sleeping Beauty transzpozon
vazvektorba épiteni. A transzformalt kompetens E. cloni bak-
tériumok pozitivitasat a plazmid-minipreparatumok megfelelé
helyeken hasité restrikciés enzimes emésztésével tudtuk
meghatarozni (5. dbral. A génkonstrukcidba bevitt ETag és
a pozitiv kontroll (EZ CD191g IgG4 CD28 CD27) Fc-koté helye
szolgaltak azimmunfluoreszcens teszt elsé szintl detektor
molekulaiként. Négy kiméra antigénreceptor konstrukciot
hoztunk létre egyedi GD3 gangliozid specificitassal. Ezek
kozil kettd leroviditett formaju scFv (truncated) volt, és kettd
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4. ABRA. Antitestfragmensek tumorkots kapacitdsanak tesztelése
immunfluoreszcens mddszerrel, konfokalis mikroszképos, valamint
aramlasi citometridas detektalassal. a) SK-mel 28 melanomasejtek
TIL-B scFv G antitestfragmenssel jelélve (szévetkamramédszer); b)
A2058 melanomasejtek TIL-B scFv G antitestfragmenssel jeldlve (sz6-
vetkamramodszer); c) melanomaszévet metszete GD3-specifikus anti-
testtel jeldlve; d) negativ kontroll; e, f] SK-mel 28 melanomasejtek
TIL-B scFv antitestfragmensekkel jeldlve (aramlasi citometrias detek-
talas); g) Primer invaziv ductalis emlécarcinoma-sejtek (TU1) TIL-B
scFv G antitestfragmenssel jelélve (citospin); h) negativ kontrollminta
(citospin); i) invaziv ductalis eml8carcinoma-sejtek TIL-B scFv G antit-
estfragmenssel jeldlve (szovetkamra). FITC anti-egér IgG (Fab')2 de-
tektald antitest alkalmazasa

egy jelol6 ETag kot6hellyel is rendelkezett. Az eléallitott CAR
vektor génkonstrukcidkkal (1. GD3 scFv IgG4Fc CD28 CD3E, 2.
GD3 trunc scFv IgG4Fc CD28 CD3¢ 3. GD3 scFv Etag IgG4Fc
CD28 CD3€ 4. GD3 trunc Etag scFv IgG4Fc CD28 CD3E) és
pozitiv kontroll CAR-molekuldkkal HEK293 sejteket lipofek-
tinnel vagy elektroporacidval transzfektaltunk. A CAR (4) HEK
293 transzfektans sejteket immunfluoreszcenciaval, aram-
lasi citometrids vizsgalattal ellendrizve a receptormolekula
sejtmembranon valé elhelyezkedése meghatarozhaté volt:
15% pozitivitast kaptunk az anti-ETag antitesttel. A kovetkezd
fazisban a CAR vektor génkonstrukcioval transzformalt kom-
petens E. clonibaktériumokat felndvesztettiik, és megfeleld
mennyiségben és minéségben (endotoxinmentes) tudtunk
maxi plazmidpreparatumot eléallitani a limfocitatranszfek-
ciéhoz. A kivalasztott GD3 (4) scFv CAR génkonstrukcidval
és a pozitiv kontrollt hordozé plazmid-maxipreparatummal
a Ficoll-Uromiro slrlséggradiens-centrifugalassal szeparalt
human periférids vér mononuklearis sejteket elektrosokkal
transzfektaltuk. A GD3scFv CAR génkonstrukciét hordozd
limfocitak viabilitasat és osztodasat automata sejtszamlaldval
detektaltuk az indirekt immunfluoreszcens aramlasi citomet-
ridval valo teszteléséig. Az igy kapott, kb. 8%-nak megfeleld
PBMC-transzfektansokat még egy-két hétre kultdraban
tudtuk tartani, hogy a fagyasztva tarolashoz megfelelé meny-
nyiségben legyenek a projekt tovabbi fazisaihoz. A protokoll
szerint a transzfektalt limfocitak életképességét és osztddasat
az el6zetesen besugarzott stimulatorsejtek (K562 sejtvonal]

és citokinkoktél hozzaadasat kovetben lehet Ujbol értékelni
és tovabb tesztelni citotoxikus reakciokban. A K562 sejtek
stimulatorként (,antigen-boost”) valé alkalmazhatésaga-
hoz elézetesen a GD3 gangliozidra specifikus antitestekkel
vald pozitivitast sikeriilt meghatarozni, immunfluoreszcens
aramlasi citometrias vizsgalattal.

MEGBESZELES
Az eredeti hipotézislink alapjan kidolgozott TIL-B fagmeg-
jelenitéses technoldgia az Uj immunglobulin repertoar ana-
lizissel egyiitt megfelelének bizonyult tumorasszocialt sejt-
felszini struktlrakat felismeré human antitestfragmensek
kinyerésére. Kiindulasi eredményeink szerint a medullaris
emlécarcinomaban felhalmozddé immun B-sejtek vizsgalata
jo valasztasnak bizonyult a TIL-B-sejtek tarolta genetikai
informaciok kinyeréséhez. Ez a sokat vitatott, igen ritka,
magas malignitasi foky, de viszonylag jo prognézist mutaté
emlStumortipus (25) tumorimmunoldgiai szempontbdlis igen
érdekes. Jellegzetessége, hogy magas szazalékban tartalmaz
B-limfocitakat és plazmasejteket. Nem véletlen tehat, hogy
a megfeleld modon feltett kérdés, a kellden 6sszetett mole-
kularis genetikai és biotechnoldgiai médszereink révén, olyan
hasznos genetikai informaciokkal szolgalt, mint pl. az erésen
tumorasszocialt, szialilalt glikoszfingolipid tipust antigének
felismerésére képes immunglobulin variabilis génrégiok
nukleinsavsorrendje. Az eml6rak- és melanomaeredetd tu-
morinfiltralé B-sejtek ellenanyag-repertoarjanak DNS-szint(
elemzése nemzetkozileg is Uj informaciéval szolgal az e
tumorokbél potencialisan kinyerhet6 tumorspecifikus koté-
képességl molekulakra vonatkozdlag. Az eredményiil kapott,
atumorsejtek GD3-expresszidjara vonatkozé adataink, vala-
mint az 6sszehasonlité szekvenciaanalizis és TIL-B fagmeg-
jelenitéses modszer alkalmazasa lehetdvé teszik kiilonb6z6
glikoszfingolipidkotd antitestek meghatarozasat. A mitétbél
szarmazo tumorszovetmintakbol primer sejttenyészeteket
allitottunk elg, valamint olyan sejtmembran-prepardtumokat
is gyartottunk, amelyek jol megdérzétt membranstruktaraik
révén hozzajarulnak a sikeres ,,antitesthaldszathoz” és alkal-
mazhatéak az immunfluoreszcenciaval torténd visszateszte-
lésben is. Mindezek alapjan kidolgoztuk melanomas betegek
tumorimmunoldgiai immunglobulinprofil-vizsgalatat (26).
Az anti-GD3 gangliozid specificitast scFv immunglo-
bulinfragmens génrégidkat Uj hordozé vektormolekuldkba
beépitve, majd alkalmas expresszios rendszerek bakterialis
transzformacioja révén, sikerilt megfeleléd mennyiségben és
minéségben eléallitanunk az antitesteket a szélesebb kori
tumorteszteléshez. A TIL-B-sejt eredetl fag-antitestkonyv-
tarakbdl kivalasztott klonok diszialilalt glikoszfingolipid kot
kapacitasara kapott eredmények Ujak és fontosak. A tumor-
szoveteken reprezentalt kiilonbozd struktdrak koziil a komp-
lex szerkezet( és dsszetétell glikoproteinek és glikolipidek
megismerése a tumordiagnosztikai lehet6ségek bdviilését
eredményezheti, igy igen fontos. A szialilalt és egyéb glikoli-
pidek dsszetett csaladjanak feltardsa nagy kihivas, amelyhez
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5. ABRA. Kiméra antigénreceptor konstrukcié. a] CAR-tervezés harmadik generaciés lehetéségei. Az scFv
molekula (ektodomén) a hinge région keresztil kapcsolédik a transzmembran doménen keresztiil egy, ketté vagy
harom részb6l 4ll6, a jelatvitelben fontos endodoménhez. igy pl. A CD3€ (kék), vagy a CD28 kostimulator molekula
(halvanyzold) bekapcsolasaval, vagy a 4-1BB molekula tovabbi beépitésével (narancssarga) hozhaté létre a CAR.
b) Az elsé human GD3-specifikus CAR génkonstrukcid vektor ,térképe” (7633 bp) a beépitett egyedi GD3-kots
IgVH és IgVL régidkkal. c] kldnozott CAR konstrukciok BSRG1 enzimemésztéses képe, amely alapjan a megfeleld
CAR-inszertre pozitiv klonokbél Qiagen plazmid-maxipreparatum késziilt a transzfekciokhoz. d) Human GD3 CAR
transzfektdns HEK293 sejtek sikeres detektalasa anti-ETag-FITC antitesttel d&ramlasi citometriaval (15% pozitivi-

tas a FITC-jel6lt izotipuskontrollhoz viszonyitva)

strukturak altaldnosan
erésen expresszaltak
(21, 22). Ezek alapjan az
egészséges sejtekkel és
szovetekkel felteheten
nem varhato zavaré ke-
resztreakcié. Az eddigi
tapasztalatok szerint

a mostanra fellendiild modern irdnyzat (glycoimmunomics)
Uj technoldgidk bevetését teszi sziikségessé (20). Az eredeti
elképzelésiink szerint generalt fagkdnyvtarak igy a szialilalt
glikoszfingolipidekkel szembeni antitestfragmens molekulak
eldallitdsdnak hasznos eszkozeivé valtak. Az antitest-tervezé-
si technikak a létrehozhatd specifikus antitestfragmens-mo-
dosulatok és -konjugatumok gyartasanak szines spektrumat
kinaljak. Innent6l egy tovabbi ugras a géntechnoldgiai prak-
tikak arzenaljat elérni, és a TIL-B-sejtek nydjtotta genetikai
informéciét az éltaluk termelt specifikus immunglobulin
vezet T-sejtjeinek génallomanyaba becsempesznl. A gének
athelyezését lehetdvé tevd, tobbek kdzott magyar szarmazasu
kutatok aktivitdsa révén életre keltett ..Sleeping Beauty”
transzpozont (27) valasztottuk hordozérendszernek, amellyel
a diszialilalt glikoszfingolipidet (6D3 gangliozid) felismerd GD3
CAR-vaz génkonstrukcidinkat a periférids vér mononuklearis
sejtek génallomanyaba bevigyiik. Osszehasonlitva az egyéb,
pl. viruseredet( génbeviteli rendszerekkel, mint pl. a lenti-
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a Sleeping Beauty leg-

Ujabb variansai (SB100X)
is jol alkalmazhatdk kritikus génrégidk preciz, nem atmeneti
jelleggel vald beépitésére gerincesek kromoszémaallomanya-
ba. A GD3 CAR transzfektans PBMC-k, még ha kis szamban
is jottek létre az eddigi eredményeink alapjan, a protokoll
szerinti tovabbi specifikus stimulalas és a sejtosztddast be-
folyasolo citokinkoktél révén varhatdan stabil novekedési
fazisba hozhatdk. A kultiraban tartott T-sejteket a target
antigént hordozd, elézetesen besugarzott stimulatorsejtek
hozzaadasaval (,antigen-boost”) lehet tovabbi névekedésre
serkenteni.

A stimulator K562 sejtvonal GD3 gangliozid specifikus
antitestekkel vald pozitivitasat mértiik. Ez j6 alapot ad arra,
hogy a létrehozott GD3-specifikus CAR T-sejtek a tovab-
biakban, a tervezettek szerint GD3 gangliozid membran-
strukturakkal bird sejtekkel varhaté reakciot mutassanak.
A CD20 CAR és a CD19 CAR pozitiv T-sejtekkel marigen jo
eredményeket értek el B-sejtes lymphomas és leukaemi-
as esetekben. Ahhoz, hogy a CAR T-sejtes terapia szolid
tumorok kezeléséhez megfeleld legyen, még sok tovabbi
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eréfeszitést kell tenni. Mindazonaltal a kezdeti, monoklo-
nalis antitestek felhasznaladsaval eléallitott CAR T-sejtekre
vonatkoz6 tapasztalatok és elsé klinikai probalkozasok nem
zarjak ki a varhato jobb eredményeket e téren (30). Az itt
vazolt megkozelités mindenképpen Uj utat nyitott diagnoszti-
kailag és terapiasan felhasznalhatd, erésen tumorasszocialt
antigének feltarasara mind a neuroektodermalis eredet(,
mind az epitelidlis tumorok esetében. A fontossagot ala-
tdmasztja, hogy e diszialilalt glikoszfingolipidek a szolid
tumorok szinte minden fajtajan képviseltetik magukat. Az
eredeti hipotézisen alapulé eljarasunk révén az eddig nyert
és még a tovabbiakban kianalizalhatd genetikai informéaciok
a célzott rakterapias, illetve immunsejtek génmadositasaval
megvaldsuld tumorellenes stratégiak esszencialis épitd-
elemei. A TIL-B-sejtek révén igy er6sen tumorasszocialt
strukturak felismerése valik lehetévé. Ez a stratégia olyan
membranstrukturakkal jelentds kotédésre képes antitest-
konjugatumok, valamint tumorasszocialt antigénre specifi-
kus, kiméra antigénreceptorral felvértezett immun T-sejtek
létrehozasat segiti, amelyek nem esnek az MHC-korlatozas
ala. Ezen feliil, a TIL-B-sejtek, kozvetleniil a tumor mikro-
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