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Date de identificare proiect

Titlul: Oncoimunoterapii cu celule Natural Killer purtatoare de receptori chimerici de antigen
(CAR-NK), Cod SMIS: 103662

Axa prioritara: Research, technological development and innovation (R&D) to support
economic competitiveness and business development

Categorie proiect: Attracting high-level personnel from abroad in order to enhance RD capacity
Aria si sub-aria proiectului: 5 Health; 5.1 Early diagnosis, personalized treatment, monitoring
and prognostic oncology

Durata proiectului: 48 luni

OncoGen-Spitalul Clinic Judetean de Urgenta “Pius Branzeu” Timisoara

Obiectivele proiectului

Obiectivul principal al proiectului a fost de genera celule de tip CAR-NK, a caror [l s e e o
with Natural Killer cells - code SMIS 103662 o7 7N

tinta sa fie molecula CD19 de pe suprafata unor limfocite B maligne, ca alternativa VA
universald si eficientd pentru cele doua terapii cu celule CAR-T aprobate pentru uz | i

Name of applicant: Emergency Clinical County Hospital ,Pius Brinzeu" Timisoara

clinic, Kymriah si Yescarta. Aceste optiuni terapeutice cu celule modificate genetic, [ oo
’ ’ e ey ey

desi se bazeaza pe acelasi tip celular CAR-T anti-CD19 sunt caracterizate de socloy

Duration of the project: 48 months
Project Director: Rauf Bhat, PhD

citotoxicitate si persistenta in vivo dupa administrare diferite, particularitati
asociate cu elementele din structura CAR-ului transferat.
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Rezultate

Activitati de cercetare fundamentala

Sub-activitatea 1.1 Generarea de CAR destinate in mod special pentru

expandarea NK primare specifice
- Clonarea anti-CD19 scFv CAR

activarea si

- Clonarea domeniilor de semnalizare ITAM specifice celulelor NK

Domeniu de Domeniu balama Domeniu Domeniu Domeneiu
legare a transmembranar co-stimulator stimulator/citoto
antigenului xic
CD19 CD8a NKG2D NKG2D CD3Z
CcDh19 CD8a NKG2D DAP10 CD3z
CcD19 CD8&a NKG2D DAP12 CD3z
CDh19 CD8a NKp46 NKp46 CD3z
CcD19 CD8a CD8a 41BB CD3Z
CD19-myc CD8a CD8a 41BB CD3z
CD19-myc CD8a CD28 CD28 CD3Z
EGFR CD8a CD8a 41BB CD3z
PDL-1 CD28 CD28 CD3Z

Constructe CAR construite In prima faza a proiectului

Harta unui vector lentiviral indicand regiunile
functionale ale vectorului si domeniile relevante
ale constructului CAR
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Constructe CAR propuse in cererea de finantare
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Activitati de cercetare fundamentala
Sub-activitatea 1.1 Generarea de CAR destinate in mod special pentru activarea si
expandarea NK primare specifice
- Transfectia CAR in celule NK primare

S-a comparat calitatea lentivirusurilor prepare in laborator cu
cea a unui virus comercial, amadoua codand proteina
fluorescenta GFP ca transgena, prin determinarea eficientiei
transductiei celulor Jurkat la diferite multiplicitati de infectie
(MOI=20, 2, 0.2 si 0.02).

Avantajele “echiparii” unei populatii mixte de celule NK polarizate, activate, din sangele
periferic cu receptori chimerici de antigen (CAR) directionati spre antigene tumorale:

e Recunoasterea diferitelor tinte tumorale nerestrictionate de molecule MHC

e Activitate citotoxica puternica sustinuta prin multiple modalitati de distrugere tumorala

Celule Jurkat transduse cu
lentivirus comerical (sus) sau
produs in laborator (jos), la
MOQI=2. Microscopie de
fluorescentd, Magnificatie 100x.

* Manipulare redusa si expansiune celulara augmentata in vivo
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schu-cD19 o meer -

ScFv-CD19-CD28-4-1BB-CD3-2A-GFP
2448 bp

PLV-EF1A-CTLO19-myc-IRES-ZsGreen1-VB200604-2032dzm
10,178 bp

Hartd a unui CAR care co-exprima o proteina fluorescenta dupa o
secventa de tip 2A (panoul superior) sau IRES (panoul inferior).

Activitati de cercetare fundamentala
Sub-activitatea 1.2 Caracterizarea in vivo si in vitro a CAR- NK anti-CD19

- Evaluarea expresiei genice si a stabilitatii expresiei genice a CAR-NK
- Analiza fenotipica a CAR-NK prin citometrie in flux

Transduction (p0)
¥ A‘ = g
| Promoter 2nd generation CAR

—[SFFV ]—[(ﬂ‘CDlQICDzs Icmg HIRES]—@]_

Spleen Focus-
Forming Virus

GFP

1st sort (p5) 1st sort (p9) Fz/thaw (p21)

97%

CAR2F ¢

GFP expression
Expresia proteinei fluorescente GFP in urma transductiei

lentivirale a celulelor NK92, dupa prima sortare la pasaj 5 si la
pasaj 9, apoi dupa congelare si decongelare la pasajul 21. Se
constata mentinerea expresiei GFP.
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Activitati de cercetare fundamentala
Sub-activitatea 1.2 Caracterizarea in vivo si in vitro a CAR- NK anti-CD19
- Evaluarea in vitro a citotoxicitatii si a capacitatii proliferative a CAR-NK generate

M UnTD CD19-SA PE - NK

. o A L . M UnTD NM - NK 4 ) y
Exista o buna corelatie intre celulele care exprima GFP si g w o
cele care exprima CAR, desi cele doua transgene se < e
exprima de la nivelul aceluiasi promoter prin intermediul ~ ** o @
IOZE L._EI_ ’ [R

unui IRES, ceea ce poate uneori rezulta intr-o expresie

: ’ BE T T T
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Experimente de citotoxicitate efectuate pe linii celulare tumorale aderente (SK-BR3) si T i B TR aa i
in suspensie (K562), prin metode diferite: sistemul xCELLIgence (panel superior) si e e
citometrie in flux (panel inferior)



\]y OncoGen

research center

Graficul de motilitate al celulelor SK-BR3.

Graficul din dreapta reprezinta media
motilitatii pentru 10 celule selectate.

Rezultate

Activitati de cercetare fundamentala
Sub-activitatea 1.2 Caracterizarea in vivo si in vitro a CAR- NK anti-CD19

Alte modalitati de evidentiere a citotoxicitatii au fost cu
ajutorul sistemului de microscopie in timp real Biostation
sau profilometrie laser (Holomonitor M4) - evaluarea
capacitatii citotoxice a celulelor NK-92 fata de celulele
liniei tumorale SK-BR3




OncoGen
QTp research center Rez u |tate

Activitati de cercetare experimentala
- Analiza eficientei diferitelor constructe CD19 CAR-NK pe modele murine ale leucemiei B

umane
- Analiza eficientei lantului comun gama IL2/IL15 continand CAR-NK intr-un model murin de
leucemie B Citotoxicitatea  celulelor = NK92,
b K562 107 CD19RFP-K562 transduse sau nu cu CAR, fata de
celule target K562 si K562-CD19+, Ia
50- -=- CAR2F-NK92A 50-

-\-\- o CARZENKO2A diferite rapoarte efector:target. Liza
-
'\_\- . CARZE-NKSZD = caroenkep | SPECIfica a fost calculata pe baza
.\'\_ = NK92D = NK92D numarului de celule target ramase
iy [ O . .
2 . — vii in probe, dupa incubare de 3 ore
: 10:1 5:1 1:1 .
in prezenta de celule efectoare.
Probele au fost realizate in triplicat,
pe grafic fiind reprezentata valoarea
medie.

- NK92A

Specific lysis (%)
Specific lysis (%)

0- ceee

CDLG-GFP b

Expresia transgenelor CD19 si proteina fluorescenta marker in celulele K562
transduse, dupa sortare si expandare in vitro. Marcarea pentru CD19 s-a
facut cu anticorp anti-CD19 marcat APC, iar detectia prin citometrie in flux. Tn
stanga, celule nemarcate, transduse cu vectorul CD19-ZsGreen; in dreapta
~ celule marcate cu anticorp anti-CD19 conjugat cu APC; care exprima semnal
fluorescent atat pe canalul verde cat si pe canalul APC; se observa o buna

concordanta intre semnale, ceea ce indica co-expresia celor doua transgene,
la intensitati similare.

CD19 ARC-A

FITC-A FITE -4
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A NK92-CAR
@ K562 CD19-(R)/CD19+(L)

A NK92
@ K562 CD19-(R)/CD19+(L)

@ K562 CD19-(R)/CD19+(L)

Rezultate

Activitati de cercetare experimentala

Analiza eficientei diferitelor constructe CD19 CAR-NK pe modele murine ale leucemiei B

umane

R: K562 (CD19-) L: K562 CD19+ R: K562 (CD19-) L: K562 CD19+ R: K562 (CD19-) L: K562 CD19+

Y. i
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Monitorizarea tumorala - aspectul tumoral la 2 saptamani in cele 3
loturi de soareci

Modelul experimental animal - soareci imunosupresati CD1 Nu/Nu

Lla un interval de timp de 5
saptamani, doar la soarecii din
grupul de control (grupul 3) se
detecteaza tumori de dimensiuni
considerabile, pe ambele flancuri,
mai ales la nivelul flancului stang.
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Activitati de cercetare experimentala

- Analiza eficientei lantului comun gama IL2/IL15 continand CAR-NK intr-un model murin de
leucemie B

M K502 CD71/33235a - Ly
Ll K562 CO71/33/835a - Ly

A AP -A

=
Al Ghyannha

Aspectul tumoral Thainte de excizia tumorilor formate la @

grupul control. A. A1 grup control a dezvoltat tumori pe

ambele flancuri (K562 CD19 — 17 mm / K562 CD19+ — 15 . . _ o . o
. v Expresia CD71 si a glicoforinei A (CD235a) la nivelul liniei

mm); B. A2 grup control a dezvoltat o tumora cu

diametrul de 11,5 mm la nivelul flancului stang (K562 cglulare farlAtroIeucemlce K56_2' Deterr_mnare prln
CD19+) citometrie in flux pe celulele izolate din tumorile

excizate de la modelul animal murin — ex vivo.

COTLFITC-A COTL FITC-A

- Aspectul tumorilor ex vivo, coloratie HE, grupul control. A. K562 CD19-, hipercelularitate,
crestere in forma de plaje celulare, celule mononucleare, cu mitoze atipice; B. K562 CD19-,
hipercelularitate, crestere in forma de plaje celulare, celule mononucleare;

- Aspectul tumorilor ex vivo, coloratie HE, grupul control. A. K562 CD19+, celule mononucleare
avand o crestere sub forma de plaje celulare, cu numeroase celule mononucleare cu nucleu
de mari dimensiuni cu aspect veziculos heterocromatic; B. K562 CD19+, aspect similar cu
obiectiv mai mare pentru detalii nucleare.
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