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GIRIS - AMAC

Dogal Oldiiriicti (Naturel killer, NK) hiicreler, malignant hiicreleri 6ldirebilme ézelliginden étiri hiicresel
immdinoterapiicin oldukga cazip hale gelmistir. Calismalar allojenik NK hicre hatlarinin in vivo sito-toksik
fonksiyonlarini gerceklestirebildigini gostermistir. GMP standartlarinda kiiltiire edilebilir ve ylksek
sayllara ulasilabildiginden immunoterapide bircok hasta igin devamli kaynak olarak kullanilabilmektedir
(Klingemann, Frontiers in Immunology, 2016). Halihazirda, NK92 veya kimerik antijen reseptori kodlayan
transgenik CAR-NK92 hicreleri, anti-timdr aktivitesi icin kanser hastalarinda klinik calismalarda
kullanilmaktadir (NCT00900809, NCT03383978, NCT02465957, NCT02944162, NCT00990717). Bu
nedenle NK-92 aktif sito-toksik hiicre hatti, satisa hazir ve standart immunoterapi ajani olarak
gorulmektedir (Oelsner, Cytotherapy, 2017). Bu ¢alismada NK-92 hiicrelerinin hematolojik ve solid kanser
turlerine karsi sito-toksik etkinliginin degerlendirilmesi ve CD19 pozitif kanser tirlerini taniyabilecek
transgenik CAR-NK92 hiicreler Uretilmesi amaclanmistir.

METOD

NK92 (CRL-2407) efektor hicreleri, RAJI (CCL-86), Daudi (CCL-213), K562 (CCL-243), A549 (CCL-185) ve
DMS-114 (CRL-2066) hedef hiicre hatlari, ATCC'den tedarik edildi ve 6zel besi yerlerinde kdlture edildi.
NK92 efektdr hiicrelerinin sito-toksisite etkinligi, hedef hiicreler (RAJI, Daudi, K562, A549 veya DMS-114)
ile farkli dozlardaki (Efektor:Hedef; 1:1, 5:1, 10:1) ko-kdlturleri yapilarak, Uretici firmanin talimatlarina
gore, Europium testi ile (ELISA'da) degerlendirilmistir. Ayrica, NK92 hiicre aktivasyonu (24 saat sonra)
CD107a ekspresyon artisl (akim sitometri) ile belirlenmistir.
CD19 spesifik CAR geni, anti-CD19 scFv h(CD28-CD3()-EGFRt, Creative Biolabs'a sentezlettirilerek
lentivirls vektdrine klonlandi. CAR konstrakti, Sanger dizilemesiyle teyit edildi. CAR kodlayan lentiviris,
FuGene transfeksiyon metoduyla Uretildi. Lentivirlis transfekte edilen NK92 hiicrelerinde CAR
ekspresyonu, anti-EGFRt ve/veya anti-mouse-Fab antikorlari kullanilarak akim sitometri ile tespit
edilmistir.

Hedef hiicreler, pCDH-EF1-copGFP-T2A-Puro (Addgene) lentivirlsler ile isaretlenerek GFP ekspresyonlari
akim sitometre ile teyit edildi. SCID farelere 50.000 GFP+ RAJI hicresi intravendz enjekte edilmistir.
Tuamor gelisimi 2. haftada GFP 1simasiyla IVIS-Invivo (Caliper Lumina 3) gorintileme sistemiyle tespit
edilmistir. NK92 hiicreleri, 10 milyon/500ul seklinde 4 doz halinde enjekte edilmistir. Hayvan
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calismalarindaki katkilari icin Arzu Temizylrek'e tesekkir ediyoruz.

BULGULAR

NK92 hiicrelerinin ko-kiltur testleri sonucunda sito-toksik etkinligi, biyolojik tekrarli denemelerle, 10:1
dozunda, hematolojik kanser hiicresi modellerinde, Daudi igin >90%, RAJI icin 63.5%, K562 icin 62%;
solid timor modellerinde ise DMS-114 icin 41.6% ve A549 icin 17% tespit edildi. 24 saatlik ko-kdltirde
aktiflesmis CD107a+ NK92 hiicreleri Daudi testinde 19%, RAJI testinde 17.6% ve K562 testinde 27.8%
olarak tespit edildi.
SCID fare deneylerinde timor modeli olusturmak icin >95% GFP 1sima yapan RAJI hicreleri floresan
mikroskopiyle gozlemlendi. Farelerde GFP i1simasi 2. hafta gorilmus olup; farkl zamanlardaki NK92
uygulamalari sonucu timor blyukligunin kiculdugu tespit edilmistir.
GFP ekspresyonu yapabildigi (65.2%) gozlemlenen transgenik GFP-NK92 ile genetiginin
degistirilebildigini gosterildi. Takiben, NK92 hiicrelerine anti-CD19 CAR kodlayan lentivirls transfekte
edildi  ve >97% CAR  ekspresyonu yapan  CAR-NK92  hicre  Uretimi  basarildi.

SONUC

Gergeklestirilen pre-klinik calismada, NK92'nin hedef hematolojik kanser hiicreleri (RAJI, Daudi, K562) ve
solid kanser hicreleri (A549, DMS-114) lizerinde in vitro sito-toksik etkinligi degerlendirilmistir. NK-92
hicreleri, hematolojik kanserlerde daha yiksek diizeyde olmakla birlikte solid timdrlerde de (6zellikle
yiiksek NK92 dozlarinda) sitolitik etki géstermistir. ikinci asama in vivo testlerinde SCID farelerde GFP+
RAJI timor olusumunu takiben NK-92 tedavisi uygulanmistir. Uygulanan NK92 sonrasinda timor
progresyonunun geriletildigi gézlemlenmistir. Ayrica, CD19 pozitif kanser tirlerine spesifik transgenik
CAR-NK92 iretimi gerceklestirilerek pre-klinik testlere hazir hale getirilmistir. Elde edilen sonuclar, NK-
92 hiicrelerinin klinik fazlarda test edilmesinin ve klinik immiinoterapi uygulamalar arasinda
degerlendirilmesinin uygunlugunu gOstermektedir.

ANAHTAR KELIMELER

NK92, CAR-NK92, Immunoterapi, Natural Killer



