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Abstrakt

Lidsky cytomegalovirus (HCMV, Herpesviridae) mlze zpusobit vazné komplikace infikovanym
pacientim podstupujicim transplantaci krvetvornych bunék. V soucasné dobé jsou pacienti
léCeni antivirotiky nebo jsou vyuzivany HCMV-specifické T lymfocyty seropozitivniho darce
Stépu. Vtéto praci byla zkoumdna mozZnost zacileni HCMV-nespecifickych T lymfocytt
seronegativniho darce na HCMV-infikované buiiky pomoci chimérického antigenniho receptoru
(CAR), tj. uméle zkonstruovaného receptoru pro T lymfocyt.

Jako cil pro tento receptor byl vybran virovy glykoprotein B (gB). Pro konstrukci CAR proti
gB (gBCAR) byla pouzita publikovana sekvence jednoretézcového variabilniho fragmentu lidské
protilatky. Po ovéreni produkce a povrchové lokalizace v buné¢nych liniich byl gBCAR vnasen do
lidskych T lymfocyti pomoci lentivirovych vektorl. Jako cilové bunky byly pouZzity lidské
embryondlni fibroblasty (LEP) infikované HCMV, u kterych byla prokdzana povrchova exprese
gB. Funkc¢nost gBCAR byla ovérena inkubaci modifikovanych T lymfocytli s infikovanymi
burikkami a naslednou analyzou média pro zjiSténi koncentrace IFNy, ktera byla signifikantné
vyssi u gBCAR T lymfocytl inkubovanych s HCMV-LEP oproti kontrolam.

Dosazené vysledky ukazuji specifitu gBCAR vici HCMV-infikovanym buinikdm a poskytuji
zaklad k dalSimu funkénimu testovani a vyvoji tohoto a podobnych CAR proti HCMV. Zaroven

odhaluji prostor pro optimalizaci vnaseni konstruktu do T lymfocyti a jejich nasledné expanze.

Klicova slova: chiméricky antigenni receptor (CAR), lidsky cytomegalovirus (HCMV),
glykoprotein B (gB), T lymfocyty, lentivirové vektory, interferon y (IFNy)



Abstract

Human cytomegalovirus (HCMV, Herpesviridae) can cause severe complications in the infected
individuals undergoing hematopoietic stem cell transplantation. Nowadays, these patients are
treated using antivirotics or HCMV-specific T cells derived from the seropositive graft donor.
This study explored the possibility of redirecting HCMV-non-specific T cells from a seronegative
donor towards HCMV-infected cells via chimeric antigen receptor (CAR), i.e. artificially designed
T cell receptor.

Viral glycoprotein B (gB) has been selected as a target for this receptor. Published
sequence of a single chain variable fragment of a human antibody was used for the design of the
CAR against gB (gBCAR). After the verification of production and surface localization in cell lines,
gBCAR was being introduced into human T cells via lentiviral vectors. Human fetal lung
fibroblasts (LEP) infected with HCMV were used as target cells after the expression of gB at their
surface was demonstrated. gBCAR functionality was evaluated by the incubation of modified
T cells with infected cells and subsequent analysis of media for IFNy concentration, which was
significantly higher in the setting of gBCAR T cells incubated with HCMV-LEP than in the control
incubations.

The results obtained show the specificity of gBCAR against HCMV-infected cells and
provide a basis for further functional testing and development of this and similar CARs against
HCMV. Simultaneously, they reveal a room for optimization of the gBCAR introduction into

T cells and of their following expansion.

Keywords: chimeric antigen receptor (CAR), human cytomegalovirus (HCMV), glycoprotein B
(gB), T cells, lentiviral vectors, interferon y (IFNy)
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1 Uvod

Lidsky cytomegalovirus (HCMV) zceledi Herpesviridae zpisobuje vazné komplikace
u infikovanych pacientli podstupujicich transplantaci krvetvornych bunék (HSCT). Vzhledem
k silné imunosupresi pired i po samotné transplantaci mize dojit k reaktivaci viru z latence
ajeho pomnozeni v télnich organech, které mize vést az k umrti pacienta. V soucasnosti je
u téchto pacientli vyuzivana terapie antivirotiky, ktera s sebou nese adu vedlejsi uc¢inka a riziko
rozvoje rezistenci. U pacientl pFijimajicich $tép od seropozitivniho darce lze v kritické fazi pied
obnovenim imunitniho systému vyuZit rovnéZ adoptivni T bunétné terapie HCMV-specifickymi
T lymfocyty darce. Toto ovSem neni mozné v pripadé prijmu Stépu od darce seronegativniho.

Na Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) jsou lé¢eni pacienti sleukémiemi
a dalS$imi onemocnénimi krve, pro néz je ¢asto jedinou nadéji pravé podstoupeni HSCT. V dobé
nefunkéniho imunitniho systému tyto pacienty ohrozuje rada infekci véetné téch zpisobenych
reaktivovanymi latentnimi viry. Proto je témto virim a zejména HCMV na vyzkumném useku
UHKT vénovana pozornost. Dlouhodobé jsou na UHKT studovany HCMV-specifické T lymfocyty
a rekonstituce T bunécné odpovédi po HSCT (Nemeckova et al., 2016a). Zaroveii byl u darct
krvetvornych bunék na UHKT pozorovan stoupajici po¢et nepiibuznych seronegativnich darci
a tedy narist rizikové kombinace seronegativni darce / seropozitivni prijemce (Nemeckova et
al,, 2016b).

Chiméricky antigenni receptor (CAR) je uméle zkonstruovany receptor pro T lymfocyt,
ktery dokaZze rozpoznat nativni povrchovy antigen nezavisle na molekulach hlavniho
histokompatibilntho komplexu (MHC), ptricemZ aktivuje efektorové mechanismy T lymfocytu
azpusobi destrukci cilovych bunék. Jako antigen-vazebna ¢ast CAR je nejcastéji vyuzivan
jednoretézcovy variabilni fragment (scFv) protilatky proti danému antigenu. CAR jsou vyvijeny
pirevazné pro terapie nadord, doposud se osvédcily piredevsim v 1é¢bé hematologickych malignit,
kde jiz v nékterych pripadech dospély do stadia schvaleného 1éciva. Vyvoj CAR proti narodovym
onemocnénim probiha i na UHKT diky MUDr. Pavlu Otahalovi, PhD., a jeho tymu (Otahal et al,
2016; Ptackova et al., 2018).

Vzhledem Kk potiebdm pacientii a zkuSenostem svyvojem CAR na UHKT bylo tedy
rozhodnuto vyzkouSet moznost zacileni nespecifickych T lymfocyti seronegativnich darcti na
HCMV-infikované buniky pomoci CAR.

V této praci byl jako cil pro CAR receptor vybran obalovy glykoprotein B (gB) HCMV
vyskytujici se na povrchu infikovanych bunék. gB je vyznamnym imunogenem HCMV
a protilatky proti nému jsou dlouhodobé studovany, v literature byla navic publikovana

sekvence scFv lidské protilatky proti gB, které lze vyuzit bez nutnosti pripravovat protilatku
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vlastni. Vroce 2010 byla také publikovana studie, ve které byl na zakladé mySi protilatky
pripraven CAR proti gB, ktery se v testech jevil jako funkéni (Full et al., 2010). gB byl tedy vybran
jako idealni prvni kandidat pro testovani vyvoje CAR proti HCMV.
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2 Cile prace

Cilem prace bylo zkonstruovat lidsky chiméricky antigenni receptor (CAR) cileny na

glykoprotein B (gB) lidského cytomegaloviru (HCMV) a ovérit jeho funkEnost in vitro.

Tento cil zahrnoval:

14

konstrukci gBCAR molekuldrnim klonovanim,

ovéreni obecné exprese a nasledné specificky povrchové exprese
v transfekovanych bunécnych liniich,

zavedeni postupu piipravy lentiviri a transdukce T lymfocytd,

ovéreni povrchové exprese gBCAR v transdukovanych T lymfocytech,

pripravu cilovych bunék pro testovani funk¢nosti gBCAR,

gBCAR

ovéieni schopnosti gBCAR stimulovat modifikované T lymfocyty k produkci cytokint

v pritomnosti cilovych bunék.



3 Prehled literatury

3.1 Lidsky cytomegalovirus (HCMV) a jeho vliv na zdravi ¢lovéka

Lidsky cytomegalovirus (HCMV) je obaleny dsDNA (-herpesvirus (Celed Herpesviridae) (viz
Obrazek ¢. 1). Virus kdéduje priblizné 200 proteini (Murphy et al, 2003a, 2003b), z nichZ je
mnoho vyclenéno pro manipulaci imunitniho systému hostitele (pirehledné Jackson et al., 2011).
HCMV je v lidské populaci silné prevalentni (prehled studii seroprevalence viz Cannon et al.,
2010) a zptsobuje uimunokompetentnich osob celoZivotni latentni infekci bez Kklinickych
priznakd. U osob s oslabenym imunitnim systémem, jako jsou pacienti po transplantacich nebo
pacienti s AIDS, vSak mtZe dojit k reaktivaci viru a s tim souvisejicim zanétiim rady organ (plic,
gastrointestinalniho traktu, sitnice atd.), které mohou vést az k organovym selhanim a ke smrti
pacienta. HCMV je rovnéZ nejCastéjsi pricinou kongenitalnich infekci, které mohou zpisobit
Spatny vyvoj plodu nebo dokonce jeho potraceni, u narozenych déti potom mohou vyustit ve
ztratu sluchu, zraku nebo neurologickd poSkozeni (van Zuylen et al, 2014). Navic se
v poslednich letech objevuji studie o dlouhodobém vlivu HCMV na vycerpani imunitniho
systému, které je charakterizované velkym podilem pozdnich diferenciacnich stadii CD8+
T lymfocytli specifickych na HMCV, a naopak nizkou frekvenci naivnich T lymfocyti v periferni
krvi (Miiller et al, 2017). Polemizuje se také o vlivu HCMV na etiologii kardiovaskularnich
chorob nebo glioblastomt (Miiller et al.,, 2017). Prestoze tedy HCMV u vétSiny zdravé populace

nezplisobuje vazné klinicky manifestované onemocnéni, jedna se o vyznamny lidsky patogen.

virova kapsida

glykoproteiny
tegument
dsDNA

membréana

Obrazek ¢. 1: Struktura virionu HCMV
Obrdzek byl upraven podle: https://pedclerk.bsd.uchicago.edu/page/cytomegalovirus-cmv [18. 4. 2018]
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3.1.1 HCMV a transplantace krvetvornych bunék (HSCT)

Transplantace krvetvornych bunék (pripadné kostni drené; HSCT) je velmi slozity a rizikovy
lécebny proces. Je vsak zaroveri Casto jedinou nadéji pro pacienty trpici leukémiemi nebo jinymi
vaznymi onemocnénimi Kkrve. Pacienti jsou béhem transplantacniho procesu silné
imunosuprimovani z diivodu destrukce jejich vlastni kostni diené (chemoterapii ¢i ozaiovanim)
a nasledného podavani imunosupresiv pro prevenci reakce Stépu proti hostiteli (GvHD). Kviili
této imunosupresi jsou pacienti ohrozovani infekcemi z prostiedi a reaktivacemi latentnich virt,
jako je pravé HCMV. HCMV u pacienti po HSCT kromé vySe popsanych komplikaci (zaniceni
aselhani organii) zplsobuje také zvySenou pravdépobnost akutni GvHD, zvySeni mortality
nesouvisejici s relapsem onemocnéni a sniZeni celkového prezivani (komplikace po HSCT
zplsobené HCMV prehledné Chan & Logan, 2017). Virus muze pravdépodobné také zabranovat
efektivni rekonstituci imunitniho systému infekci stromalnich bunék kostni drené (Reddehase,

2016).

3.1.1.1 Soucasna terapie HCMV u pacienti po HSCT

V soucasnosti jsou pro prevenci a terapii HCMV infekce/reaktivace u pacienti po HSCT
standardné pouzivana antivirotika zacilena na virovou DNA polymerazu. Mezi tato antivirotika
patii ganciclovir (+ jeho derivat vanganciclovir), foscarnet a cidofovir (Biron, 2006), ktera vsak
zpusobuji tadu vedlejSich ucinkli, predevSim nefrotoxicitu a myelosupresi. Pii jejich
dlouhodobém pouzivani navic dochazi k selekci rezistentnich variant viru, vzacné miize dojit i ke
vzniku mutantniho viru rezistentniho vii¢i vSem témto antivirotikim najednou, coz vede k Zivot
ohroZujicim staviim (Gohring et al, 2015). Nova antivirotika s minimem vedlejSich uc¢inkt
(maribavir, brincidofovir a letermovir) jsou v soucasnosti ve stadiich klinickych studii (Frange
& Leruez-Ville, 2018).

Predmétem zajmu je také trada slibnych terapeutickych vakcin, jejichz bezpecnost
aucinnost je zkoumdna v klinickych studiich (Schleiss, 2016). Vyznam téchto vakcin pro
pacienty po HSCT je vSak obtiZzné odhadnout vzhledem ke Spatnému stavu jejich imunitniho
systému. Terapeutické vakciny tedy budou mit ziejmé vétSi vyznam u pacientd po solidnich

organovych transplantacich.

3.1.1.1.1 Adoptivni transfer T lymfocyt({

Pro adekvatni imunitni odpovéd vic¢i HCMV je zasadni expanze a perzistence HCMV-
specifickych T lymfocyt (Quinnan et al., 1982; Reddehase et al., 1985; Koszinowski et al., 1987;
Reusser et al, 1991). T lymfocyty zabranuji replikaci viru a projeviim onemocnéni a udrzuji
virus v latenci. V dobé Casné po transplantaci pochazeji HCMV-specifické T lymfocyty z darce.

Jejich nedostatek je hlavnim faktorem pro rozvoj infekce u pacientd, z cehoz je odvozovan
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vyznam adoptivni T-bunécné terapie (tj. podani T lymfocyti pacientovi). Ta miliZe pacientim
pomoci preklenout nebezpecnou fazi nedostatetné protivirové odpovédi beéhem silné
imunosuprese do doby, neZ se rozvine vlastni imunitni systém z transplantovanych
krvetvornych bunék (Nicholson & Peggs, 2015).

Pokud se darce nékdy setkal s HCMV infekci a ma HCMV-specifické pamétové T lymfocyty,
je mozné tyto darcovskeé lymfocyty z periferni krve stimulovat a expandovat in vitro a nasledné
podat infuzi prijemci. Prvni spéSny adoptivni transfer protivirovych T lymfocyt( u ¢lovéka byl
proveden s HCMV-specifickymi T lymfocyty jiZ v roce 1992 (Riddell et al, 1992). Od té doby bylo
provedeno mnoho studii, které potvrdily bezpecnost a pozitivni vliv adoptivni T bunécné terapie
na rekonstituci anti-HCMV odpovédi u pacienti po HSCT (Walter et al, 1995; Einsele et al.,
2002). Adoptivni terapie je vyuzivana také napt. u viru Epsteina-Barrové (EBV) (Heslop et al.,
1996).

ObtiZnéjsi je ovSem situace v pripadé naivniho seronegativniho darce, ktery se s HCMV
nikdy nesetkal. Takovy darce ma HCMV-specifické T lymfocyty jen ve velmi nizké frekvenci,
ktera vétSinou neni dostate¢nd pro expanzi. Stejny problém nastava u transplantaci, kde je
zdrojem kmenovych bunék pupelnikova krev. V nékolika studiich byla popsana uspésna
priprava antigen-specifickych T lymfocytl z naivnich darci a pupecnikové krve (Hanley et al.,
2015) nebo pouziti multivirové-specifickych T lymfocytl tretich osob (Leen et al., 2013), ale
vyzkum na tomto poli je teprve v pocatcich. Podle studie provedené na UHKT (Nemeckova et al.,
2016Db) stoupa pocet nepribuznych seronegativnich darcti kmenovych bunék. coZ miize ziejmé
souviset se zvySujicimi se hygienickymi standardy a obvykle vys$Sim socioekonomickym
statusem dobrovolnych nepribuznych darci. Rizikova kombinace seronegativni darce /
sepopozitivni prijemce se tedy bude pravdépodobné objevovat Castéji. Jednim z moZnych reSeni
pro tyto pacienty by mohla byt in vitro geneticka Uprava darcovskych T lymfocyti pomoci
chimérickych antigennich receptorti (CAR) tak, aby T lymfocyty nasledné dokazaly rozpoznat
a potlacit akutni infekci HCMV.
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3.2 Chimérické antigenni receptory (CAR)

Chiméricky antigenni receptor (CAR) je uméle zkonstruovany receptor pro T lymfocyt cileny na
antigen zajmu. CAR rozpoznava povrchovy antigen v nativni podobé nezavisle na molekulach
MHC. Po rozpoznani antigenu pomoci CAR dochazi k aktivaci T lymfocytu a jeho efektorovych
funkci, tj. k produkci cytokind, cytotoxické aktivité vii¢i rozpoznané bunce apod., ¢ehoz lze vyuzit
pro terapii fady onemocnéni.

Nezavislost na tfidé MHC, na kterych béZzné T lymfocyty rozpoznavaji antigenni peptidy
pomoci T receptorového komplexu (TCR), predstavuje vyhodu CAR jako terapeutického agens,
protoZe je mozné je pouzit u Sirokého spektra pacientli. Pro rozpoznani antigenu rovnéz neni
nutnd jeho Uprava na antigenni peptid a jeho vystaveni na MHC molekulach. CAR Ize potencialné
zacilit na radu antigent (protein, glykoprotein, glykolipid), ovSem pouze pokud se vyskytuji na

povrchu burniky. Intracelularni nddorové nebo infek¢éni antigeny jsou pro CAR nedostupné.

3.2.1 Struktura CAR

Prvni funkéni konstrukt podobny CAR byl navrzen jiz v roce 1989, kdy byly vyuzity variabilni
domény tézkého (Vu) a lehkého retézce (Vi) mysSi protilatky rozpoznavajici antigen 2,4,6-
trinitrofenyl, které byly jednotlivé fazovany s o nebo [ konstantnimi doménami TCR. Po
transfekci do mysiho cytotoxického T bunécného hybridomu bylo dosazeno exprese funkéniho
TCR, produkce IL-2 a antigen-specifické cytotoxicity viic¢i bunikam nesoucim antigen (Gross et al.,
1989).

Soucasné CAR jiZz nepotiebuji byt zakomponovany do TCR a funguji samostatné mimo
tento receptorovy komplex (Annenkov & Chernajovsky, 2000). Skladaji se z nékolika nezavislych
modull (viz Obrazek €. 2). Extracelularni antigen-vazebnou Cast tvoii vétSinou jednoietézcovy
variabilni fragment (scFv) pochdazejici z monoklonalni protilatky. scFv predstavuje spojeni
variabilnich c¢asti tézkého (Vi) a lehkého retézce (Vi) flexibilnim peptidovym retézcem.
Prakticky tak dochazi k preneseni protilatkové specifity na T lymfocyt. Misto scFv je vsak také
mozné pouzit jiny ligand vazici se na cilovou molekulu zajmu, napt. cytokin (Kong et al.,, 2012)
nebo peptid (Davies et al, 2012). Dale CAR obsahuje transmembranovou doménu pro ukotveni
v membrané, kostimulacni doménu/y (nejcastéji odvozené z molekul CD28/4-1BB/0X-40)
a aktiva¢ni doménu CD3 odvozenou z TCR, ktera spousti signalizaci v T lymfocytech. Na N-konci
CAR se dale nachazi signalni sekvence smérujici konstrukt do cytoplazmatické membrany buiiky
a mezi scFv a transmembranovou doménu se vétSinou vklada tzv. ,spacer” neboli ,hinge“

doména, tj. kratky peptidovy fetézec pro zajiSténi vhodné délky CAR pro vazbu antigenu.
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Obrdzek ¢. 2: Obecnd struktura chimérického antigenniho receptoru (CAR).

s v s

A) moduldrni struktura CAR; B) zndzornéni ptivodu antigen-vazebné cdsti CAR a CD3{ domény. Obrdzky byly
upraveny podle:
A) https://294305267s7hqfks2cfh08ip-wpengine.netdna-ssl.com/wp-content/uploads/2016/09/cart.j

[31. 12. 2017]; B) Heczey & Louis, 2013.

Aktivacni doména CD3( dokaze cytotoxicky aktivovat T lymfocyty (Gross et al, 1989), ale
nedokaze zajistit dlouhodobou produkci cytokint a proliferaci T lymfocytti (Brocker, 2000).
Proto se do CAR vklada kostimulacni doména, ktera podporuje proliferaci modifikovanych
T lymfocytd, jejich dlouhodobé prezivani a aktivaci (Finney et al., 1998; Pule et al, 2005; Milone
et al, 2009; Savoldo et al., 2011). Podle poctu kostimula¢nich molekul miZeme rozlisit tri
generace CAR. Prvni generace obsahovala pouze scFv a doménu CD3(. Druha vylepSena generace

obsahuje navic pravé jednu kostimulacni doménu a treti generace dvé nebo vice téchto domén.

3.2.2 Priprava CAR T lymfocytl

Proces pripravy CAR T lymfocytl (viz Obrazek ¢. 3) obecné zahrnuje izolaci T lymfocytt z darce,
jejich in vitro modifikaci, ex vivo expanzi, a konecné podani T lymfocytli prijemci (prijemce
a darce mohou byt v nékterych pripadech jedna osoba).

T lymfocyty, do kterych je vnasen CAR, jsou ziskavany z perifernich mononuklearnich
bunék (PBMC) z periferni krve. Kvnaseni CAR do T lymfocyti jsou nejcastéji vyuzivany
gammaretrovirové nebo lentivirové vektory, které ptisobi stabilni integraci DNA do genomu
burnky, jez je pro dlouhodoby terapeuticky efekt CAR T lymfocyti zadouci. Lentivirové vektory

jsou vyhodnéjsi nezZ gammaretrovirové, protoze maji vétsi koédujici kapacitu genomu, integruji se
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i do nedélicich se bunék a jsou méné citlivé k hostitelskym restrik¢nim faktorim (Gill et al,
2016).

Nové studovanou moznosti vnaseni CAR do bunék je vyuziti transpozonovych systémi
jako je piggyBac, které funguji na principu nahodné integrace genu zajmu (vlozeného do
transpozonu) do genomu pomoci enzymu transpozazy (Nakazawa et al, 2011; Woodard &
Wilson, 2015; Ptackova et al, 2018). Tyto plazmidové systémy jsou obecné povaZovany za
kompetentniho viru.

CAR je do bunék mozné vnést také elektroporaci mRNA (Zhao et al.,, 2006). Ta vSak ptlisobi
jen transientni transfekci, a tedy jen kratkodobou expresi konstruktu, zatimco cilem predevsim
protinddorové terapie je dlouhodobé pretrvani modifikovanych T lymfocytd v téle pro prevenci
relapsu onemocnéni a trvaly imunitni dohled.

Pro expanzi CAR T lymfocytd in vitro se nejcastéji pouziva stimulace pomoci a-CD3
protilatky v kombinaci s a-CD28 protilatkou a dale péstovani v cytokinu IL-2 (Gill et al.,, 2016).
Muze byt vyuZzito také stimulace pomoci artificialnich antigen-prezentujicich bunék (Gill et al.,
2016). Zpisoby péstovani CAR T lymfocytl se vSak mezi jednotlivymi vyzkumnymi skupinami
velmi lisi.

CAR T lymfocyty po expanzi jsou ndasledné podany pacientovi infuzi. Pro efektivni
a dlouhodobé ptlisobeni by mély byt vnasené T lymfocyty ve vhodném raném stadiu vyvoje
s nesenescentnim fenotypem. Jako nejlepsi se jevi nedavno objevené tzv. kmenové pamétové
buiiky (memory stem cells, Tscm). Jedna se o nejcasnéjsi stadium ve vyvoji pamétovych bunék,
které vykazuje vysokou proliferacni kapacitu, preziti, protinddorové pisobeni a schopnost dat
vzniknout celému spektrum pamétovych a efektorovych subpopulaci T lymfocytl (Gattinoni et
al, 2011, 2017). Pripravu Tscm by méla zajistit expanze naivnich T lymfocytt vIL-7 a IL-15
(Gattinoni et al., 2017).
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1) 2) 3) 4) 5)

Obrdzek ¢. 3: Proces pripravy adoptivni terapie pomoci CAR T lymfocytii.

1) Ddrci (D) jsou odebrdny T lymfocyty z periferni krve. 2) Do T lymfocytii je pomoci virového vektoru nebo
elektroporace DNA/RNA vnesen gen pro CAR. 3) Uspésné modifikované T lymfocyty zacnou exprimovat CAR.
4) CAR T lymfocyty jsou v laboratori expandovdny. 5) Expandovand populace CAR T lymfocyti je poddna
prijemci (R) krevni transfuzi.

Obrdzek upraven podle: http://www.haemalogix.com/kcfinder/upload/images/immunotherapy-virus.j,
[31.12.2017]

3.2.3 Terapie pomoci CAR T lymfocyti

CAR modifikované T lymfocyty jsou pouZzivany piredevsim v boji s nddorovymi onemocnénimi
jako adoptivni bunécna protinddorova imunoterapie (Geyer & Brentjens, 2016). Prozatim
nejuspésnéjsi jsou CAR v terapii hematologickych malignit odvozenych od B lymfocyta (Gill
etal, 2016). Lécba téchto onemocnéni pomoci CAR je pomérné snadnd, protoZe vétSina
B buné¢nych malignit exprimuje na svém povrchu molekulu CD19, na kterou mohou CAR cilit,
a pacient navic mize bez B bunék (s B bunécnou aplazii) urcitou dobu prezit (Kochenderfer
& Rosenberg, 2013). Modifikované T lymfocyty také v krevnim/lymfatickém recisti nemaji
problém s prinikem do mikroprostiredi nadoru. S CAR proti CD19 (CD19-CAR) bylo provedeno
nespocet uspésnych experimentalnich a klinickych studii (Gill et al., 2016) a dva rtzné CD19-
CAR jiz byly v USA schvaleny pro rutinni terapeutické pouziti (Yescarta, Kymriah; FDA 20173,
2017b).

CAR T lymfocyty ovSem nejsou zdaleka tak tispésné v 1écbé solidnich nadort. U solidnich
nadorl casto nastava problém s nalezenim vhodného nadorové-specifického povrchového
antigenu (Gill etal, 2016). Dalsi komplikace nastavaji s priinikem CAR T lymfocyti do
nadorového stromatu a silné imunosupresivnim mikroprostiredim nadoru (Gill et al., 2016).

Zajimavym pristupem k tvorbé CAR T lymfocyti je modifikace T lymfocytl specifickych na
néktery latentni virus (naptf. EBV) pomoci CAR zacileného na nadorovy antigen. Vzniklé
T lymfocyty s dvoji specifitou poté prezivaji vtéle seropozitivnich jedinci déle diky stalé

stimulaci virovymi antigeny (Rossig et al., 2002; Savoldo et al., 2007; Pule et al., 2008).
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Je mozné také vytvorit CAR, ktery je specificky viici dvéma antigeniim soucasné, coz vede
v pripadé nadord k lepSimu zacileni CAR a také k udrzeni funkce CAR T lymfocyti i v piipadé, Ze
nador potlaci expresi jednoho z antigend (Grada et al, 2013). Pro modulaci mikroprostiedi
nadoru mohou byt vyuzity také tzv. TRUCKSs, tj. T lymfocyty modifikované CAR a nesouci gen pro
IL-12, ktery je pod kontrolou CAR-inducibilniho promotoru (Chmielewski et al., 2014).

Nezadoucim jevem spojenym s terapii pomoci CAR T lymfocytt je tzv. syndrom cytokinové
bouie, kdy dochazi k masivni systémové produkci zanétlivych cytokind (IFNy, IL-6, TNF)
(Kochenderfer et al., 2012; Frey, 2017). Tento stav je spojen s horeckami, nevolnostmi, bolestmi
kloubd a svalti a mlze vyustit v Zivotu nebezpecnou hypotenzi a hypoxii. Syndrom je pomérné

uspésné lécitelny protilatkou proti IL-6 receptoru (tocilizumab) (Frey, 2017).

3.2.4 Protivirové CAR

Prestoze jsou CAR nejvice vyuzivany v boji proti nddorim, CAR zacilené na protivirové proteiny
jsou vyvijeny stejné dlouho jako CAR protinddorové a viibec prvni klinické testovani CAR-
modifikovanych T lymfocyti u ¢lovéka bylo provedeno s CAR proti HIV (viz dale). CAR jsou
vyvijeny predevsSim proti virim ptsobicim dlouhodobé chronické nebo latentni infekce, které
jsou béznymi metodami vylécitelné jen obtizné anebo viibec, a proti kterym ma tedy nejvétsi
vyznam vyvijet financné i metodicky naro¢nou bunéc¢nou imunoterapii. Navic je u téchto virt
plisobicich dlouhotrvajici infekce na aplikaci bunéc¢né imunoterapie casovy prostor.

Doposud byly zkonstruovany CAR proti virim hepatitidy B (HBV) (Bohne et al, 2008;
Krebs et al, 2013), hepatitidy C (HCV) (Sautto et al, 2016), HCMV (viz kapitola 3.3.3), HIV (viz
dale) nebo chripky A (Talbot et al, 2013). VSechny prokazaly ucinnost in vitro na
transfekovanych anebo infikovanych bunkach (stimulace T lymfocyti k produkci prozanétlivych
a protivirovych cytokini, lyze cilovych bunék). CAR proti HBV a chripce byly také testovany in
vivo na mysSich modelech, kde mirné potlacily replikaci viru nebo alespon zpomalily nartst
virového titru (Krebs et al, 2013; Talbot et al,, 2013).

Nejvétsi pozornost je vénovana CAR proti HIV, mezi které patfi také viibec prvni vyvinuté
protivirové CAR (Romeo & Seed, 1991). CAR proti HIV jsou cileny na rzné oblasti env komplexu
obalovych glykoproteinti gp120/gp41, antigen-vazebna cCast byva tvorena scFv fragmentem
protilatky (Roberts et al, 1994; Masiero et al, 2005; Ali et al, 2016) nebo molekulou CD4
(Romeo & Seed, 1991; Roberts et al,, 1994). S CAR proti HIV vyuzivajicim CD4 molekulu byly
také provedeny prvni klinické studie (Walker et al., 2000; Mitsuyasu et al., 2000; Deeks et al.,
2002), které ukazaly dobrou snasSenlivost a bezpecnost CAR T lymfocytt i jejich dlouhodobé
prretrvani v pacientech (Scholler et al., 2012), i kdyz nebyl pozorovan témér zadny klinicky efekt.
VylepsSena verze CD4-CAR s kostimulacnimi molekulami byla vyzkouSena na mysim modelu

a dokazala vést k sniZeni mnoZstvi virové RNA a naopak navyseni poc¢tu CD4+ bunék (Leibman
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et al, 2017). Nové je zkoumana také zajimava strategie modifikace hematopoetickych
progenitorovych bunék pomoci CD4-CAR a antivirovych malych RNA molekul. Bylo prokazano,
Ze takto modifikované bunlkky v humanizované mysi diferencuji do T i NK progenitorovych

bunék, potlacuji replikaci HIV a samy jsou odolné vici infekci HIV (Zhen et al., 2015).
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3.3 Glykoprotein B (gB)

3.3.1 Funkce gB a jeho vyskyt v bunce

Glykoprotein B (gB, diive nazyvan také gp58, gp55/116 nebo gpUL55) se nachazi v obalu viru
a je spolecné s glykoproteinem gH/gL nezbytny pro vstup HCMV do bunék (Isaacson & Compton,
2009; Vanarsdall & Johnson, 2012). Role jednotlivych glykoproteinii byla dlouho nejasng, podle
poslednich studii se vSak zd4, Ze glykoprotein gH/gL nebo jeho pentamerni komplex
(gH/gL/UL128/UL130/UL131) vaZe bunéfny receptor a gB nasledné zprostredkovava
samotnou fuzi virové a bunécné membrany (Isaacson & Compton, 2009; Wille et al, 2013;
Sharma et al.,, 2013). Tento model podporuje i silna strukturni homologie gB HCMV s fuznimi
glykoproteiny B pribuznych vir EBV a HSV-1 (Sharma et al, 2013; Burke & Heldwein, 2015;
Chandramouli et al,, 2015).

gB je jednim z virovych proteint, které se nachazeji na povrchu infikovanych bunék, coz je
zasadni pozadavek na cilovou molekulu CAR. Podle proteomické studie autort Weekes et al.
(2014) se gB vyskytuje na povrchu bunék v malém mnozstvi od pocatku infekce, pricemz toto
mnozstvi zaCind strmé stoupat 48 h.p.i. s tim, jak postupuje replika¢ni cyklus HCMV, a svého

maxima dosahuje 96 h.p.i. (viz Obrazek ¢. 4).

A) Membranova frakce B) Celkovy bunéény lyzat

1.0,
0.8 |
0.6 -
0.4 1
0.2 1

Relativni vyskyt gB
Relativni vyskyt gB

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Cas (h) Cas (h)

Obrdzek ¢ 4: Casovd kiivka exprese gB v infikovanych burikdch HFFF (lidské embryondIni
prredkozkové fibroblasty).

A) relativni vyskyt gB na povrchu infikovanych bunék; B) relativni vyskyt gB v celkovém bunécném lyzdtu.
Upraveno podle Weekes et al. (2014).

3.3.2 Struktura gB a protilatky proti nému

Maturovany gB vznika z glykosylovaného prekurzoru o hmotnosti 150-160 kDa proteolytickym

Stépenim pomoci bunécné endoproteazy furinu (Vey et al, 1995) a je pak slozen ze dvou
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molekul o pribliznych molekulovych hmotnostech 55 kDa a 116 kDa kovalentné spojenych
disulfidickymi mistky (Britt, 1984; Britt & Auger, 1986).

gB je transmembranovy glykoprotein skratkou cytoplazmatickou (intravirionovou)
arozsahlou extracelularni (extravirionovou) ¢asti. Extracelularni c¢ast gB se sklada z péti
strukturnich domén (DI-V; viz Obrazek ¢. 5A a B) (Burke & Heldwein, 2015; Chandramouli et al.,
2015). Glykoprotein se v membranach nachazi v trimerni formé (viz Obrazek ¢. 5C) (Sharma et

al, 2013).

A)
AD-4 AD-4
i ., f_l_‘ Disulfidické mUstky
1 [ Fazni smy&ky | 9206
Ss I I MPR | TM Cyto
Y : Y ! — —
AD-2 AD-5 AD-1 AD-3
B)
N
P
&7 DIV (AD-1)
(AD-2) A
\ bL 2 : \1;\
\ N/ L‘J [
N
DV
(AD-3)
N DI
N (AD-5)

Obrdzek ¢. 5: Struktura glykoproteinu B lidského cytomegaloviru.

A) Schematické zndzornéni gB s vyznacenymi strukturnimi a antigennimi doménami. Strukturni domény jsou
vyznaceny barevné: DI = modrd, DIl = zelend, DIII = Zlutd, DIV = oranZovd, DV = Cervend. Antigenni domény
Jsou naznaceny modrymi zdvorkami, disulfidické mustky cernymi zdvorkami, fialové jsou vyznaceny fiizni
smycky. SS = signdlni sekvence, MPR = region blizko membrdny, membrane proximal region, TM =
transmembrdnovd doména, Cyto = cytoplazmatickd doména. B) Zndzornéni monomeru gB s vyznacenymi
strukturnimi i antigennimi doménami. Antigenni domény 2 a 3 nebyly krystalizovdny a jsou naznaceny
prerusovanymi carami. C) Trimer gB. D) Model glykosylace gB v sav¢ich burikdch podle glykosylace
pozorované v hmyzich burikdch Sf9. Tyrkysové jsou vyznaceny cukerné zbytky, oranZové a zelené mista
diileZitd pro vazbu nékterych a-gB protildtek. RozliSeni struktury: 3,6 A. Upraveno podle Burke & Heldwein
(2015).
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gB je hlavnim imunogenem HCMYV a je cilem pro radu protilatek, vice neZ 90 % z nich vSak
postrada neutraliza¢ni aktivitu (Potzsch et al, 2011). Divodem mize byt silna glykosylace gB
(viz Obrazek ¢. 5D), kterou HCMV zrejmé ,brani“ své neutraliza¢ni epitopy - vétSina
neutralizac¢nich protilatek cili na glykosylované oblasti, proti snadno dostupnym oblastem bez
glykosylace vznikaji majoritné protildtky bez neutraliza¢ni aktivity (Burke & Heldwein, 2015).

Glykoprotein lze rozdélit do péti riznych antigennich domén (AD-1 az AD-5), které se
neshoduji se strukturnimi doménami (viz Obrazek ¢. 5A a B) (Burke & Heldwein, 2015; Ohlin
& Soderberg-Nauclér, 2015). Imunodominantni oblasti gB je malo glykosylovana AD-1 (AMK
552-635), mnoho protilatek zacilenych na ni je vSak bez neutralizacni aktivity (Kniess et al.,
1991; Speckner et al, 1999). Antigenni oblast AD-3 se nachazi v cytoplazmatické doméné gB
anemiZze tedy vyvolavat tvorbu neutralizacnich protilatek (Ohlin & Séderberg-Nauclér, 2015).
Antigenni domény AD-4 (AMK 121-132 a 344-438) a 5 (AMK 133-343) byly urceny teprve
nedavno (Potzsch et al, 2011). Jsou konzervované a silné imunogenni a tvofi se proti nim
prevazné neutralizacni protilatky (Potzsch et al., 2011).

Antigenni doména AD-2 se nachazi na N-konci proteinu, ktery je nestrukturovany
a v krystalizovanych strukturach gB se nenachazi (Burke & Heldwein, 2015; Chandramouli et al.,
2015). AD-2 obsahuje dvé antigenni subdomény, subdoménu I (AMK 68-77) a subdoménu II
(AMK 50-54) (Meyer et al, 1992). Subdoména II je mezi riiznymi izolaty HCMV silné variabilni
atvori se proti ni protilatky bez neutralizacni aktivity (Meyer et al, 1992). Naproti tomu
subdoména I je vysoce konzervovana mezi raznymi klinickymi a laboratornimi izolaty HCMV
(srovnani 60 sekvenci viz suplement Burke & Heldwein, 2015) a jsou proti ni tvoreny protilatky
silné neutralizacni (Meyer et al, 1992). Je vSak slabé imunogenni a protilatky proti ni byly
nalezeny jen u ~50 % HCMV+ jedinct (Meyer et al., 1992).

scFv AE11F (Lantto et al., 2002) vybrany pro konstrukci naseho CAR byl odvozen z lidské
neutralizacni protilatky ITC88 (Ohlin et al, 1993) obsahujici tézky retézec y1 a lehky retézec k.
Tato protilatka cili pravé na konzervovanou subdoménu I antigenni domény AD-2. Konkrétn{
vazebny epitop se nachdzi mezi aminokyselinami 67-86 (Ohlin et al, 1993), zcehoz

nejdilezitéjsi pro vazbu protilatky jsou AMK zbytky Y72, T75, L76 a Y78 (Lantto et al., 2003).

3.3.3 CAR proti gB HCMV

HCMYV je virus specializovany na tnik pred hostitelskym imunitnim systémem, predevsim pred
odpovédi T lymfocyt. Blokuje vystaveni MHC tiidy I i II na povrchu a vytvaii molekuly
mimikujici MHC, které ovSem nevystavuji peptidy (Kroutilova, 2015). Vzhledem k tomu, Ze CAR
cili na nativni antigen nevazany na MHC, mohlo by byt jejich pouziti pro terapii HCMV velmi

vhodné.
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Vroce 2010 byla publikovana studie, ve které byl zkonstruovan prvni CAR proti HCMV,
konkrétné zacileny na gB (ve studii nazyvan gB-cIR, tj. gB-specificky chiméricky imunoreceptor)
(Full et al, 2010). Konstrukt byl sloZen zscFv fragmentu mysi protilatky 27-287 cilené na
imunodominantni epitop AD-1, dale z CD28 transmembranové a kostimula¢ni domény a z CD3(
aktiva¢ni domény. Konstrukt byl do T lymfocytl vnasen nejprve lentivirovou transdukci a poté
elektroporaci mRNA. cIR byl ve velkém mnozZstvi produkovdn na povrchu modifikovanych
T lymfocytli seronegativniho darce astimuloval je k produkci IFNy a TNFa a k degranulaci
v pritomnosti lidskych predkozkovych fibroblastii (HFF) infikovanych HCMV kmene Ad169. gB-
cIR T lymfocyty také specificky zabijely 293T buriky transfekované gB.

V roce 2016 vsak vysla navazujici studie téhoZ tymu se stejnym konstruktem (Proff et al.,
2016), jejimZ zavérem bylo, Ze HCMV-infikované buiiky jsou rezistentni k lyzi gB-cIR T lymfocyty
(v predchozi studii byla schopnost cytotoxicity zkoumana pouze vic¢i gB-transfekované bunécné
linii). gB-cIR T lymfocyty sice v pritomnosti infikovanych bunék produkovaly cytokiny
a degranulovaly, ale nedokazaly infikované bunky zabijet. Stejny blok cytotoxicity byl ovSem
pozorovan i pii pouziti HCMV-specifickych T lymfocyti a kmenii HCMV deficientnich na
inhibitory antigenni prezentace. Proff et al. (2016) tedy predpokladali, ze HCMV jako dalsi
mechanismus uniku pred imunitni kontrolou vyvinulo faktory, které blokuji cytotoxicitu
T lymfocytt. Jako tyto faktory identifikovali proteiny UL37x1 a UL36, kdyZ jimi transfekované
fibroblasty odolavaly cytotoxické lyzi. Polemice stimto ¢lankem je vénovana cast kapitoly

Diskuze.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Lidské bunky

4.1.2
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293T (HEK293T): linie epitelidlnich embryonalnich ledvinnych bunék produkujici velky
T antigen viru SV40 (ATCC® CRL-3216™)

HeLa: linie epitelidlnich bunék odvozena z adenokarcinomu délozniho cipku (banka
UHKT)

K562: linie nediferencovanych bunék odvozend z chronické myeloidni leukémie (ATCC®
CCL-243™)

Jurkat: linie T lymfocytti odvozena z akutni T bunécné leukémie (ATCC® TIB-152™)

LEP: primarni linie embryonalnich fibroblasti (Ustav sér a ockovacich latek Praha -
banka UHKT)

zamrazené mononuklearni bunky z periferni krve (PBMC) HCMV seronegativnich
zdravych darci (banka UHKT) - BC 48, ZV 34/2

¢erstvé pripravené PBMC (interni darci UHKT) - D 56 a 58

PBMC typicky obsahuji cca. 80 % lymfocytii, z cehoZ je asi 75 % CD3+ T lymfocyti
(Kleiveland, 2015). S PBMC bylo tedy zachazeno jako s T lymfocyty a byly péstovany tak,
aby byla podporena expanze T lymfocyti (viz dale).

Bakterialni kmeny

Escherichia coli

o XL-1 Blue (Agilent) - kmen pro rutinni klonovani umoziujici modro-bilou selekci
genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB laclqZAM15
Tn10 (Tetr)]

o Stbl3™ (Thermo Fisher Scientific) - odvozeny z kmene HB101, uréené pro produkci
a klonovani plazmidl obsahujicich primé repetice (lentivirové vektory) - redukce
frekvence homologni rekombinace
genotyp: F-mcrB mrrhsdS20(rg, mg) recAl3 supE44 ara-14 galK2 lacY1l proA2
rpsL20(StrR) xyl-5 A-leumtl-1



4.1.3

4.1.4

4.1.5

Viry
lidsky cytomegalovirus (HCMV, HHV-5; ¢eled’ Herpesviridae), kmen Ad169 (poskytla
RNDr. Katefina Roubalova, CSc., VIDIA spol. s.r.0.) - kmen uzplisobeny pro mnoZeni na

tkanovych kulturach, v genomu delece 929 bp zasahujici do genti UL42 a UL43 (Dargan
etal, 1997)

Standardy molekulovych hmotnosti

DNA

o MassRuler High Range DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific)
o MassRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific)
proteiny

o Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)

Profily standardi viz Prilohy.

Plazmidové vektory

lentivirové vektory

o pWPXLd - vektor pro zaklonovani genu zajmu obsahujici gen pro GFP; pfi
transfekcich (plazmid) a transdukcich (lentiviry) pouZzivan pro kontrolu tispéSnosti
(poskytl MUDr. Pavel Otahal, Ph.D.; Addgene plazmid #12258)

o pMD2.G - vektor koddujici obalovy glykoprotein viru vezikuldrni stomatitidy
(poskytl MUDr. Pavel Otahal, Ph.D.; Addgene plasmid #12259)

o psPAX2 - vektor kddujici polyproteiny gag a pol HIV-1 (poskytl MUDr. Pavel Otahal,
Ph.D.; Addgene plasmid #12260)

piggyBac transpozonovy systém

o PpPBEF - vektor pro zaklonovani genu zdjmu (poskytl MUDr. Pavel Otahal, Ph.D.)

o PBASE - vektor kddujici transpozazu zajist'ujici integraci genu zajmu do genomu
bunky (poskytl MUDr. Pavel Otahal, Ph.D.)

pBK-CMV (Stratagene) - dudlni prokaryoticky a eukaryoticky fagemidovy expresni

vektor

pUC19 (Invitrogen) - prokaryoticky klonovaci vektor, pouzivdn pro ovéreni pripravy

kompetentnich bakterii (Addgene plasmid #50005)

PMA-T-a-gB-scFv (GeneArt) - vektor se syntetickou sekvenci a-gB-scFv (Lantto et al.,

2002)

pUC18-CD19-CAR, pWPXLd-CD19-CAR, pPBEF-CD19-CAR - vektory obsahujici CAR

proti CD19 (CD19-CAR) (poskytli Mgr. Vojtéch Sroller, PhD., a Mgr. Pavlina Pta¢kova)
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o pBK-CMV-gB - vektor obsahujici gB (poskytl RNDr. Jan Musil, PhD.)

Mapy originalnich vektorti viz Prilohy, mapy vytvorenych konstrukti vizualizované

v programu SnapGene viz kapitola Vysledky.

4.1.6 Protilatky
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¢ nekonjugované

O

a-CD3: CD3 Pure - Functional Grade, Human (Clone OKT3) (Miltenyi Biotec) - mysi
monoklondlni IgG2ak protilatka proti lidské molekule CD3; 100 pg/ml

a-CD3¢: CD3-C Antibody (6B10.2) (Santa Cruz Biotechnology) - mys$i monoklonalni
IgG1 protilatka proti lidskému CD3( retézci; 200 pg/ml

a-CD28: CD28 Pure - Functional Grade, Human (Clone 15E8) (Miltenyi Biotec) -
mys$i monoklondlni IgG1 protilatka proti lidské molekule CD28; 100 pg/ml
a-CD28-BD: CD28 (L293) Pure (BD Biosciences) - mysSi monoklonalni IgGlk
protilatka pro lidské molekule CD28; 1 mg/ml

a-CD49d: CD49d (L25) Pure (BD Biosciences) - mySi monoklonalni IgG2bx
protilatka proti lidské molekule CD49d; 1 mg/ml

a-FLAG-ReadyTag: ReadyTag anti-DDDDK, clone AP1501 (BioXCell) - mysi
monoklonalni IgG2b protilatka proti epitopu FLAG (DDDDK); 3,22 mg/ml
a-FLAG-M2: Monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody produced in mouse, clone M2
(Sigma-Aldrich) - mys$i monoklonalni IgG1 protilatka proti epitopu FLAG; 5 mg/ml
a-gB: CMV gB (1-M-12) (Santa Cruz Biotechnology) - mysi monoklonalni IgG1
protilatka proti gB HCMV; 100 pg/ml

¢ Kkonjugované

O

a-CD3-APC/Cy7: APC/Cy7 anti-human CD3 Antibody, Clone UCHT1 (BioLegend) -
myS$i monoklonalni IgGl protilatka proti lidské molekule CD3 konjugovana
s fluorochromem APC/Cy7; 200 pg/ml

a-CD3-BV786: BD Horizon™ BV786 Mouse Anti-Human CD3, Clone UCHT1 (BD
Biosciences) - mys$i monoklondlni IgG1l protildtka proti lidské molekule CD3
konjugovana s fluorochromem Brilliant™ Violet 786

a-hu-IgG-AF488: Goat anti-Human IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) - kozi polyklonalni protilatka proti tézkému a lehkému
retézci lidského IgG konjugovana s fluorochromem Alexa Fluor® 488; 2 mg/ml
a-hu-IgG-AF647: Alexa Fluor® 647 AffiniPure Donkey Anti-Human IgG (H+L)
(Jackson ImmunoResearch) - osli polyklonalni protilatka proti tézkému a lehkému

fetézci lidského IgG konjugovana s fluorochromem Alexa Fluor® 647; 625 pg/ml



o-hu-IgG-HRP: Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Human IgG (H+L) (Jackson
ImmunoResearch) - osli polyklonalni protilatka proti tézkému a lehkému retézci
lidského IgG konjugovand s kirenovou peroxidazou (HRP)

o-mo-AF488: F(ab');-Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor 488 (Invitrogen) - kozi polyklonalni F(ab'); fragment proti
tézkému a lehkému tetézci mysiho IgG konjugovany s fluorochromem Alexa Fluor®
488; 2 mg/ml

a-mo-AF647: Alexa Fluor® 647 AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) (Jackson ImmunoResearch) - kozi polyklonalni F(ab"); fragment proti
tézkému a lehkému tetézci mysiho IgG konjugovany s fluorochromem Alexa Fluor®
647

o-mo-HRP: Amersham ECL™ anti-mouse IgG, HRP-linked whole antibody (from
sheep) (GE Healthcare) - ov¢i protilatka proti my$imu IgG konjugovana s HRP
Anti-Hu Kappa Light Chains, PE, TB28-2 (Exbio) - myS$i monoklonalni IgG1
protilitka proti kappa retézcim lidskych imunoglobulini konjugovana

s fluorochromem PE

4.1.7 Antibiotika

pro selekci bakterii

O

O

ampicilin - koncentrace v médiu 50 pg/ml (Ampicilin 0,5 Biotika)

kanamycin - koncentrace v médiu 30 pg/ml (kanamycin sulfat; USB Corporation)

do kultiva¢nich médii pro lidské bunky

O

smés L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu (dale v textu uvadéna jako ATB) - do
médii fedéna 100x, tj. koncentrace v médiu 100 pg/ml streptomycinu, 100 U/ml
penicilinu a 292,28 pg/ml L-glutaminu (2mM) [L-glutamine (200mM) with
Pen/Strep (100x); PAA - The Cell Culture Company]

gentamicin - koncentrace v médiu 18 pg/ml (Gentamicin solution, 10 mg/ml,

BioReagent; Sigma-Aldrich)

4.1.8 Cytokiny

lidsky IL-2 (Proleukin®, human recombinant IL-2; 106 U/ml; Novartis)

lidsky IL-4 (Human IL-4, research grade; 100 pg/ml; Miltenyi Biotec)

lidsky IL-7 (Human IL-7, premium grade; 100 pg/ml; Miltenyi Biotec)
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4.1.9 Kultivacni média

4.1.9.1 Pro lidskeé bunky
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CellGro® GMP Dendritic Cell (DC) Medium (CellGenix)

- médium bylo pouzivano s 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % (v/v)
ATB

DMEM High Glucose w/L-Glutamine w/Sodium pyruvate (Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium; Biosera)

- médium bylo pouzivano v ¢isté formé, dale s 10 % (v/v) FBS nebo s 10 % (v/v) FBS
al%(v/v)ATB

MEM (Minimum Essential Medium)

- slozeni: 10 % (v/v) MEM 10x, no glutamine, Earle’s Salts (Gibco); 10 % (v/v) FBS;
1 % (v/v) MEM Vitamins (100x); 2 mg/ml NaHCOza 1 % (v/v) ATB vddH:0

Opti-MEM™ | (1x) Reduced Serum Medium, no phenol red (Gibco)

RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)

- slozeni: 10 % (v/v) RPMI-1640 Medium, 10x, without L-glutamine, folic acid and
sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich); 10 % (v/v) FBS; 033 % (v/v)
merkaptoetanolu; 1 pg/ml folatu; 20 mM HEPES; 2 mg/ml NaHCOs; 1 % (v/v) ATB
v ddH20

médium CTL

- slozeni: 50 % (v/v) RPMI-1640; 45 % (v/v) Click's Medium, With sodium
bicarbonate, without mercaptoethanol and L-glutamine (Sigma-Aldrich); 5 % (v/v)
lidského AB séra; 0,45 % (v/v) ATB; 2,7 mM glutaminu; 18 pg/ml gentamicinu
v ddH20

Média CellGro, RPMI a CTL byla dale pouzivana pro kultivaci T lymfocyti s cytokiny:

o IL-2 (koncentrace v médiu 1000-2000 U/ml)
o IL-4 (koncentrace v médiu 16,67 ng/ml) a IL-7 (koncentrace v médiu 10 ng/ml)

V popisech metod jsou pouZzivany pouze zkratky médii CellGro, DMEM, MEM, RPMI nebo
pojem médium, které oznacuji médium s obsahem 10 % (v/v) FBS a 1 % (v/v) ATB.
Pokud bylo médium bez séra a/nebo ATB, je tato skutecnost uvedena. Médium OptiMEM

bylo vzdy pouzivano jen v Cisté formé a médium CTL v uvedeném sloZeni.



4.1.9.2 Pro bakterie

médium LB (Luria-Bertani)

O

O

tekuté: 2 % (w/v) LB Broth (USB Corporation) v ddH,0 — sterilizace v autoklavu
sagarem: 1,5 % (w/v) bakteriologického agaru v LB médiu — sterilizace
v autoklavu, dale uchovavano v tuhém stavu ve sklenénych lahvich pri pokojové

teploté a v pripadé potieby rozehtato v mikrovinné troubé a nalito na Petriho misky

médium SOC (Super Optimal Broth with Catabolite Repression)

O

2 % (w/v) tryptonu; 0,5 % (w/v) extraktu z kvasinek; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; pH
7,0 vddH;0 — sterilizace v autoklavu — pred pouzitim pridani sterilnich (autoklav)

10 mM MgCl; a sterilnich (0,22pm filtr) 20 mM glukdzy

4.1.10 Enzymy

restrik¢ni enzymy a pufry (New England Biolabs = NEB)

@)

O

@)

BamHI-HF (20 000 U/ml)

EcoRI (20 000 U/ml)

EcoRI-High Fidelity (20 000 U/ml)

HindIII (20 000 U/ml)

Mlul (10 000 U/ml)

Spel (10 000 U/ml)

Xbal (20 000 U/ml)

Xhol (20 000 U/ml)

CutSmart® Buffer (10x), NEBuffer 2 (10x), NEBuffer 3 (10x), NEBuffer 4 (10x),
NEBuffer for EcoRI (10x)

RNase A (7000 U/ml, 100 mg/ml) (QIAGEN)
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ul) + Shrimp Alkaline Phosphatase 10x Buffer

(Promega)

T4 DNA Ligase (400 000 U/ml) + 10x T4 DNA Ligase Buffer (NEB)

Trypsine solution from porcine pancreas 10x, BioReagent (Sigma-Aldrich)

4.1.11 Casto pouzivané roztoky

10x PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 8,1 mM Na;HPO4 1,5 mM KH,PO4 pH 7,2-7,4

v ddH,0 — sterilizace v autoklavu; pracovni koncentrace 1x — 10x fedéno ddH.0

V textu je pouZzivana pouze zkratka PBS, kterou je mysleno 1x PBS.

50x pufr Tris-acetat-EDTA (TAE): 2 M Tris; 1 M kyseliny octové; 50 mM EDTA v dH0;

pracovni koncentrace 1x = 50x redéno dH,0
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10x pufr Tris-EDTA (TE): 100 mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0 v ddH,0 — sterilizace
v autoklavu; pracovni koncentrace 1x = 10x fedéno ddH,0
roztok trypsin-EDTA

o 0,05% (w/v) trypsinu; 0,5 mM EDTA v PBS

4.1.12 Pufry pro nanaseni DNA a proteinovych vzorkt na gel

MassRuler DNA Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific)
Laemmliho pufr pro SDS-PAGE [60 mM Tris-HCl o pH 6,8; 25 % (v/v) glycerolu; 2 %
(w/v) SDS; 5 % (v/v) merkaptoetanolu; 0,1 % (w/v) bromfenolové modri v dH20].

4.1.13 Komercni soupravy a reagencie

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10,000x in water (Biotium) - fluorescencni barvivo
pro vizualizaci DNA na elektroforéze

Human IFN-y DuoSet® ELISA (R&D Systems) — ELISA pro detekci lidského IFNy
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain Kit (Invitrogen) - fluorescen¢ni barvivo
pro detekci mrtvych bunék na pritokovém cytometru; v textu oznacovano jako L&D
Metafectene® (Biontex) - transfek¢ni €inidlo pro sav¢i buriky zaloZené na lipozomech
Mix & Go! E. coli Transformation Kit (Zymo Research) - piiprava kompetentnich
bakterii

Neon™ Transfection System 100/10 pL Kit (Invitrogen) - souprava roztokd, Spicek
a kyvet k elektroporatoru Neon®

PepMix™ HAdV-3 (hexon protein) (JPT Peptide Technologies) - mix peptida
z hexonového proteinu lidského adenoviru sérotypu 3

Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) - substrat pro
vyvolani Western blotu pomoci kienové peroxidazy

QIAfilter Plasmid Midi/Maxi Kit (QIAGEN) - izolace plazmidu z bakterialni kultury

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) - izolace DNA fragmentu z agarézového gelu

4.1.14 Chemikalie
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agar bakteriologicky: Agar-Agar, bacteriological (Carl Roth)
agardza: SeaKem® GTG® Agarose (Lonza)

akrylamid (Merck)

APS, peroxodisiran amonny: ammoniumpersulfat (Serva)
BD FACS™ (Clean Solution (BD Biosciences)

BD FACS ™ Rinse Solution (BD Biosciences)

bisakrylamid: N,N‘-methylenbisakrylamid (Serva)



bromfenolova modi (Serva)

BSA, bovinni sérovy albumin: Albumin, bovine (BSA; Sigma-Aldrich)

butanol: n-butylalkohol (Lachema)

CaCly: chlorid vapennaty krystalicky (dihydrat) (Lachema)

CH3COOH: kyselina octova 99,8% (Lach-Ner)

CH3COOK: octan draselny (Lach-Ner)

citronan sodny: citronan sodny dihydrat (Lach-Ner)

dH:0: demineralizovana voda

ddH;0: destilovana voda sterilizovana v autoklavu (pro pripravu sterilnich roztoki
a médif)

dimethylformamid: N,N-dimethylformamid (Fluka)

DMSO, dimethylsulfoxid: Dimethyl sulfoxide Hybri-Max™ (DMSO, Sigma-Aldrich)
EDTA, chetalon 3 dihydrat (Lachema)

eosin: Eosin rozpustny ve vodé, eosin Zlutavy (Lachema)

etanol: ethylalkohol 96% (Lach-Ner)

extrakt z kvasinek: Yeast extract (Difco Laboratories)

FBS, fetalni bovinni sérum: Fetal Bovine Serum, Heat Inactivated (Sigma-Aldrich)
Ficoll (GE Healthcare)

folat: Folic acid, meets USP testing specifications (Sigma-Aldrich)

glukéza: D-glukosa monohydrat (Lachema)

glutamin: L-Glutamine solution, 200 mM, Hybri-Max™ (Sigma-Aldrich)

glycerol: Glycerol, SigmaUltra (Sigma-Aldrich)

glycin (Serva)

H,0,: Peroxid vodiku farmaceuticky (Chemické zavody Sokolov)

H>S04: kyselina sirova (Lachema)

HCI: kyselina chlorovodikova (Lachema)

HEPES pufr: HEPES solution, 1 M, pH 7,0-7,6 (Sigma-Aldrich)

isopropanol: isopropylalkohol (Lach-Ner)

KClI: chlorid draselny (Lachema)

KH2P04: dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema)

lidské AB sérum: Human Serum from human male AB plasma, USA origin (Sigma-
Aldrich)

MgCl,: Magnesium chloride hexahydrate, SigmaU]ltra (Sigma-Aldrich)

MEM Vitamins (100x) (PAA)

merkaptoetanol: 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
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metanol: methanol (Lach-Ner)

Na;HPO.: hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Sigma-Aldrich)

NaCl: chlorid sodny (PENTA)

NaHCOs3: Sodium Bicarbonate (7,5%) solution + 75,0 g/l NaHCO3 (HyClone)
NaN3: Sodium azide BioXtra (Sigma-Aldrich)

NaOH: hydroxid sodny (Dr. Kulich Pharma)

polybren: Polybrene® (Santa Cruz Biotechnology)

SDS, dodecylsiran sodny: sodium dodecyl sulfate (Sigma-Aldrich)

susené odtucnéné mléko (Laktino)

TEMED (Serva)

tetramethylbenzidin: 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine tablets (Sigma-Aldrich)
Tris: Trizma® base (Sigma-Aldrich)

trypton: Tryptone (Sigma-Aldrich)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

4.1.15 Pouzité pristroje
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BD LSRFortessa™ (BD Biosciences) - pritokovy cytometr s5 lasery (UV 355 nm,
fialovy 405 nm, modry 488 nm, Zlutozeleny 561 nm, Cerveny 640 nm), konfigurace viz
Prilohy

Bio-Rad Gene Pulser® II (Bio-Rad) - elektroporator

ELx808 Ultra Microplate Reader (BioTek Instruments) - spektrofotometr pro analyzu
ELISA desticek

Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific) - vétSi stolni centrifuga s chlazenim
a vyménnymi rotory

Kodak Medical X-Ray Processor 102 (Kodak) - pfistroj pro vyvolani fotografickych
filma

MiniSpin® Plus (Eppendorf) — mala stolni centrifuga bez chlazeni

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop  Technologies) -
spektrofotometr pro vzorky o objemu 1 pl

Neon® Transfection System (Invitrogen) - elektroporator pro savci bunky

Nikon Eclipse TS100 (Nikon) - fluorescencni mikroskop s kamerou Olympus DP70
(Olympus)

PHM 83 Autocal pH Meter (Radiometer Copenhagen) - pH metr

Spekol 11 (Carl Zeiss Jena) - spektrofotometr



Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) - pristroj pro polosuchy prenos
proteini z polyakrylamidového gelu na membranu

UV transilluminator (UVP) - UV transiluminator

UVP EC3 Imaging System W/Biochemi HR Camera (UVP) - transiluminator pro rtizné
vlnové délky s kamerou pro vizualizaci a fotografovani agarézovych a akrylamidovych
geld

Vi-CELL™ XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter) - ptistroj pro pocitani bunék

a analyzu jejich viability

4.1.16 Software

BD FACSDiva Software v8.0.1 (BD Biosciences) - software Kk pritokovému cytometru
BD LSRFortessa™

Clone Manager 6 (Sci-Ed Software) - software pro in silico klonovani

DP Controller 1.2.1.108 (Olympus) - software pro ovladani kamery Olympus DP70
u mikroskopu Nikon Eclipse TS100

Flow]Jo 10.4 (Flow]o) - software pro analyzu cytometrickych dat

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software) - software pro tvorbu grafi a statistické
vyhodnoceni dat

KC4 - Kineticalc for Windows, 2.7 (BioTek Instruments) - software k pristroji ELx808
Ultra Microplate Reader

Microsoft Excel 2016 (Microsoft) - tabulkovy software pro tvorbu graft

NanoDrop 3.0.1 (NanoDrop Technologies) - software k spektrofotometru NanoDrop®
ND-1000

SnapGene® 4.1 (GSL Biotech) - software pro in silico klonovani

Vi-CELL XR 2.03 (Beckman Coulter) - software k pristroji Vi-CELL™ XR na pocitani
bunék

VisionWorks™LS 8.2 (UVP) - software k pristroji UVP EC3 Imaging System

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace a likvidace infekéniho odpadu

Sterilizace roztoki, plastiku a skla byla provadéna tustavnimi laboranty v autoklavu pfi teploté

121 °C a tlaku 215 kPa po dobu 30 min. Roztoky, které nemohly byt sterilizovany v autoklavu,

byly filtrovany pres 0,22um filtr.
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Infekéni odpad byl autoklavovan za stejnych podminek, s roztoky bylo poté zachazeno

jako s neinfek¢nim odpadem a suchy odpad byl odvezen do spalovny.

4.2.2 Prace s lidskymi tkanovymi kulturami

Veskera sterilni prace s kulturami byla provadéna v laminarnim boxu.

4.2.2.1 Rozmrazeni lidskych bunék

Bunécné linie nebo PBMC zamrazené v tekutém dusiku (-196 °C) byly rozmrazeny ve vodni lazni
o teploté 37 °C (1-2 min). Bunky byly preneseny pipetou do 15ml plastové zkumavky a bylo
knim pfiddno 5 ml prisluSného média (viz dale) vytemperovaného na 37 °C. Buiiky byly
centrifugovany 5 min pri 300 g (bunécné linie) nebo 600 g (PBMC) a 21 °C. Supernatant byl
odsat a pelet resuspendovan v 5 ml cerstvého média. Suspenze byla prenesena do kultivacni
lahve (25 cm?), ktera byla poté umisténa do CO; inkubatoru s 5% atmosférou a teplotou 37 °C

(dale pouzivan pouze pojem CO; inkubator).

4.2.2.2 Pasdazovani lidskych bunék

Lidské bunécné kultury byly péstovany v kultivac¢nich lahvich s plochou dna 25 cm?, 75 cm?,
150 cm? nebo 300 cm? v CO; inkubatoru. PasaZovani bunék bylo provadéno po 3-7 dnech podle
konfluentnosti/hustoty kultury. Prislusnad média a pasazovaci poméry jsou uvedeny v Tabulce

¢ 1.

Tabulka ¢ 1: PasdzZovani lidskych bunék

Bunécna kultura Médium Pomér pasazovani
293T DMEM 1:4

Hela DMEM 1:9

K562 RPMI 1:4-1:9

Jurkat RPMI 1:9

LEP MEM 1:1

RPMI / CellGro / CTL k burikdm pfidano pfislusné
+ pridavek IL-2 nebo | mnoistvi média pro udrZeni
PBMC — T lymfocyty , .
IL-4 a IL-7 dle | koncentrace vrozmezi 1-2x 10

provadéného pokusu bunék na ml (b/ml)

U adherentnich bunék 293T, HeLa a LEP bylo pti pasazovani nejprve odsato médium z kultivacni
lahve. Bunky byly dvakrat oplachnuty roztokem trypsin-EDTA (1 ml / 25 cm2, 2 ml / 75 cm?,
3ml / 150cm?, 4 ml / 300 cm?), ktery byl po kazdém oplachu odsat. Bunky byly nasledné
umistény do CO, inkubatoru na 1-5 min, dokud se neuvolnily ze dna kultiva¢ni lahve. Po
uvolnéni bunék byly zbytky roztoku trypsin-EDTA inhibovany pridanim média (5 ml / 25 cm?,

10 ml / 75 cm?, 150 cm? 300 cm?2). Bunécnd suspenze byla nasledné resuspendovana
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a v kultiva¢ni nadobé byla ponechana ¢ast odpovidajici pasaZzovacimu poméru. Nakonec bylo
k bunnkam pridano Cerstvé médium do celkového objemu 5 ml (25 cm?), 10 ml (75 cm?), 20 ml
(150 cm?) nebo 40 ml (300 cm?).

Suspenzni buiiky K562 a Jurkat byly pii pasazovani primo resuspendovany ve zbytkovém
médiu. V kultivacni nadobé byla ponechana cast suspenze odpovidajici pasaZovacimu poméru
a k buiitkdm bylo ptidano Cerstvé médium do celkového objemu 5 ml (25 cm?) nebo 10 ml
(75 cm?2).

PBMC byly po rozmraZeni umistény do CO: inkubatoru v médiu RPMI (+ ptipadné
s pridanymi interleukiny nebo stimula¢nimi protilatkami, viz dale dle experimentu) a druhy
nebo treti den transdukovany/elektroporovany. Dale byly péstovany tak, aby byla podporena
expanze T lymfocytd, a to podle typu experimentu v médiu RPMI, CellGro nebo CTL s pridavkem
IL-2 nebo IL-4 a IL-7 a pripadné i stimula¢nimi protilatkami. T lymfocyty byly udrzovany
vrozmezi koncentraci 1-2x 106 bunék na ml (b/ml) apfi dlouhodobém péstovani byly

expandovany do mnoZstvi dostacujiciho pro provedeni veSkerych analyz.

4.2.2.3 Zamrazeni bunécnych linii

Buniky rostouci na kultiva¢ni lahvi byly spocitany v Biirkerové komftirce nebo na pristroji
Vi-CELL™ XR (viz dale). Prislusné mnozstvi bunék bylo centrifugovdno 5 min pii 300/600 g
a4 °C. Pelet byl resuspendovan v zamrazovacim médiu v koncentraci uvedené v Tabulce ¢. 2
asuspenze byla rozdélena do zamrazovacich zkumavek vmnoZstvi 1 ml na zkumavku.
Zkumavky byly nasledné umistény pies noc do zamrazovaciho stojanku s isopropanolem na

-70 °C. Druhy den byly presunuty do tekutého dusiku.

Tabulka ¢. 2: ZamrazZovani lidskych bunék

vy pes Pocet bunék zamraZovanych do . -
Bunécna linie . . Zamrazovaci médium
jedné zkumavky (v 1 ml)
293T 1-2x 105 10 % (v/v) FBS; 7,5 % (v/v) dimethylsulfoxidu
Hela (DMSO); 2 mg/ml NaHCOs v DMEM
K562 10 % (v/v) zédsobniho média RPMI-1640; 10 %
1-2x 10° (v/v) FBS; 7,5 % (v/v) DMSO; 2 mg/ml NaHCOs3
Jurkat
v ddH20
PBMC (T lymfocyty) 20x 10° 10 % (v/v) DMSO v FBS

4.2.2.4 Poéitani bunék v Biirkerové komiirce

Bunécna suspenze byla v mikrozkumavce 3x naredéna eosinem (20 pl suspenze + 40 pl eosinu).
Do pripravené Biirkerovy komurky byla pipetovana nafedéna suspenze tak, aby byla komirka
zcela zaplnéna (~15 pl). Pod mikroskopem byl poté spocitan pocet Zivych neobarvenych bunék
na Sesti ¢tvercich ramovanych dvojitou carou a tento pocet byl zpriimérovan. Pocet b/ml byl

spocitan podle vzorce: priimérny pocet bunék na str'edni ¢tverec x 3 x 10* = pocet b/ml.
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4.2.2.5 Pocitdni T lymfocyti na pFistroji Vi-CELL™ XR

Vi-CELL™ XR (Beckman Coulter) je pristroj urceny k poclitani bunék a zjiStovani jejich viability.
Pristroj se sklada z oto¢ného podavace vzork (1), pumpy, ktera nasava vzorek (2), komirky, ve
které je provadéno michani vzorku (3), a CCD kamery snimajici obraz (viz Obrazek ¢. 6).
PtisluSenstvim k ptistroji jsou plastové zkumavky o objemu 1 ml, do kterych se pripravi vzorky,
a sada Ctyr roztokd, mezi kterymi je trypanova modr (Trypan Blue), Cistici prostredek (Cleaning
Agent), pufr (Buffer Solution) a dezinfekce (Disinfectant). Pristroj se ovlada pomoci softwaru
Vi-CELL XR.

Po vlozeni vzorkd do ototného podavaCe a vybéru prislusného pocitaciho cyklu vse
probiha automaticky - pristroj nasaje vzorek, promicha jej s trypanovou modii a zahaji pocitani.
Pristroj snimad bunky prochazejici optickym polem CCD kamerou, uZivatel miize snimky
kontrolovat na obrazovce pocitace. Hlavnim vystupem je poté procento Zivych bunék a pocet
b/ml.

U PBMC (T lymfocytd) nebo bunék K562 byl pocitdn vzidy 1 ml neredéné bunécné
suspenze nebo suspenze 10x Fedéné sterilnim PBS pomoci pocitaciho cyklu pro T lymfocyty.

Ostatni typy bunék byly pocitany v Biirkerové komtirce.

_ komurka na
[P michani vzorku (3)

pumpa (2)

podavac vzorkul (1)

Obrazek ¢. 6: Pristroj Vi-CELL™ XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter).
Obrdzek upraven podle: http://bcevietnam.com.vn/wp-content/uploads/2016/12/1242637.jpg [26. 7. 2017]
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4.2.3 Prace s bakteriemi

4.2.3.1 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany v tekutém médiu LB nebo na agarovych plotnach s médiem LB, a to
vZdy s prislusnym selek¢nim antibiotikem ampicilinem nebo kanamycinem.

V pripadé kultivace v tekutém médiu LB pro izolaci plazmida byly bakterie vyockovany
z konzervy nebo z kolonie na misce a kultivovany pies noc v rotacnim inkubatoru pri 195 RPM
a 37 °C. Druhy den byly zpracovany.

Kultivace na agarovych plotnadch s médiem LB probihala pfes noc v bakteridlnim

inkubatoru pii 37 °C, kdy byly plotny obraceny dnem vzhtru. Druhy den byly plotny zpracovany.

4.2.3.2 Priprava bakteridlnich konzerv

Do 2ml mikrozkumavky bylo pipetovano 250 pl ddH,0, 250 pl sterilniho glycerolu a 500 ul
bakterialni kultury rostouci pfes noc (tj. koncentrace glycerolu v konzervach = 25 %). Faze byly
promichdny prevracenim mikrozkumavky, ktera byla ihned zamraZena na -70 °C, kde byly

uchovavany veskeré bakterialni konzervy.

4.2.3.3 Priprava a kontrola kompetentnich bakterii

Kompetentni bakterie byly pripravovany pomoci soupravy Mix & Go! E. coli Transformation Kit
(Zymo Research) dle protokolu vyrobce.

Ze zamrazenych kompetentnich bakterif bylo 50 ul vyockovano do 1 ml LB. Bakterie byly
kultivovany v rotacnim inkubatoru pri 195 RPM a 37 °C. Po 7-8 h bylo z rostouci bakterialni
kultury zaockovano 500 pl do 50 ml média ZymoBroth™, ve kterém byly bakterie dale
kultivovany pri 195 RPM a 22 °C. Po 10-11 h byla zkontrolovana optickd denzita (OD) pti 560
nm a bakterie byly ponechany vinkubatoru, dokud ODseonm nedosdhla rozmezi 0,4-0,5
(zpravidla po dalSich 1-3 h). Kultura byla nasledné prenesena na led a po 10min inkubaci
centrifugovana 10 min pti 2000 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a peletované bakterie byly
opatrné resuspendovany na ledu v 5 ml vychlazeného 1x roztoku WB (Wash Buffer). Poté byly
bakterie opét centrifugovany za stejnych podminek. Supernatant byl zcela odstranén a buiiky
byly opatrné resuspendovany na ledu v 5 ml vychlazeného 1x roztoku CB (Competent Buffer).
Suspenze bakterii byla poté na ledu rozdélena do sterilnich mikrozkumavek po 100 pl a 200 pl
a bakterie byly ihned zamrazeny na -70 °C pro pozdéjsi pouziti.

Pro kontrolu kompetentnosti pripravenych bakterii bylo 50 ul bakterii transformovano
10 pg plazmidu pUC19 (Invitrogen) dle postupu popsaného dale (viz kapitola 4.2.3.4) stim
rozdilem, Ze po teplotnim Soku bylo k bakteriim pridano pouze 250 pl SOC média (tj. bakterie

byly 6x naredény). Bakterie byly poté vysety na agarové plotny sampicilinem po 50 pl
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viedénich 1x, 10x a 100x. Podle poctu kolonii vyrostlych do druhého dne byla vypocitana
transformacni ucinnost vjednotkach CFU (colony forming units) na 1 pg DNA. Dobra

transformacni uc¢innost se pohybuje okolo 108 CFU/ug.

4.2.3.4 Transformace bakterii teplotnim sokem

100 pl zamraZenych kompetentnich bakterii bylo umisténo na led. Po rozmraZeni byly bakterie
rozdéleny po 50 ul do dvou mikrozkumavek. Do jedné mikrozkumavky byly pridany 1-2 ul DNA
(plazmid nebo liga¢ni smés), do druhé 1-2 pl ddH>O nebo kontrolni liga¢ni smési (negativni
kontrola). Bakterie byly inkubovany 30 min na ledu. Nasledné byl proveden teplotni Sok
umisténim bakterii do termobloku o teploté 42 °C na 40 s. Poté byly bakterie ihned uloZeny zpét
na led a po 2 min bylo do kazdé mikrozkumavky pridano 450 pl SOC média. Bakterie byly
kultivovany 60-90 min v rota¢nim inkubatoru pti 195 RPM a 37 °C a poté vysety ve 3 riiznych
objemech (zpravidla po 20 ul, 40 pl a 60 pl) na agarové plotny s prisluSnym selekénim
antibiotikem. Plotny byly inkubovany pres noc v bakteridlnim inkubatoru pti 37 °C. Druhy den
rano bylo zkontrolovano, zda jsou kontrolni misky c¢isté, a prislusné kolonie z experimentalnich

misek byly vyockovany do média LB se selek¢nim antibiotikem.

4.2.4 Klonovani a prace s DNA

4.2.4.1 Restrikcni stépeni plazmidii

Plazmidova DNA byla Stépena enzymy od firmy NEB (viz kapitola 4.1.10) zpravidla 60-90 min
v termobloku pii teploté prislusejici danému enzymu (obvykle 37 °C). Stépici smés obsahovala
10x redény pufr dle enzymu, DNA, restrik¢ni enzym/y (obvykle 5-20 U enzymu na reakci)
a ddH:20 na doplnéni do poZadovaného objemu (20 pl pro bézné ovérovaci restrikce, 50 pl pro

Stépeni vétSiho mnozstvi DNA na izolaci z gelu).

4.2.4.2 Defosforylace plazmidu

K defosforylaci kompatibilnich koncli plazmidu po jednoenzymovém Stépeni byla pouzita
fosfatdza Shrimp Alkaline Phosphatase (Promega) vmnozstvi 1 U na 1 ug DNA. Pred
defosforylaci byla vétSinou provedena inaktivace restrikéniho enzymu inkubaci reakcéni smési
20 min pii 65 °C nebo 80 °C (dle enzymu). Samotna defosforylace byla provadéna 30 min pii
37 °C v 10x ziedéném pufru pro SAP nebo byl enzym pridan primo do $tépici smési. Nasledné
byla fosfataza inaktivovana inkubaci reak¢ni smési 15 min pri 65 °C ¢i pridanim nanaseciho

pufru na DNA elektroforézu.
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4.2.4.3 Izolace DNA fragmentii z gelu
Pro izolaci z gelu bylo stépeno 2-10 ug plazmidové DNA po dobu 90 min pti 37 °C. Pokud bylo

tfeba, byla nasledné provedena defosforylace. Na agar6zovy gel o prisluSné hustoté byla
nanesena veskera Stépici smés do jamky o piislusné velikosti (1 mm Sitky na 0,2 ug DNA). Na
gel byl dale nanesen standard molekulové hmotnosti a pro kontrolu paralelné stépené 10x
ziedéné plazmidy. Po dokonceni elektroforézy byl gel prenesen na UV transiluminator (UVP)
a potfebny DNA fragment byl rychle vyfiznut skalpelem pod UV svétlem, aby nedoslo
k poskozeni DNA. Vytiznuty fragment byl prenesen do mikrozkumavky a zvazen.

Kizolaci DNA byla pouzita komercni souprava QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN),
postupovano bylo dle nadvodu vyrobce s drobnymi odchylkami. K fragmentu gelu byl pfidan
roztok QG (Buffer QG) v objemu odpovidajicim trojnasobku hmotnosti gelu (1 mg gelu = 1 pl
roztoku). Gel byl nasledné inkubovan v termobloku pri teploté 50 °C a obcas promichan na
minitfepacce vortex do doby, neZz se rozpustil (10-15 min). Ke vzorku byl nasledné piridan
isopropanol v objemu odpovidajicim ptivodni hmotnosti gelu a vzorek byl promichan. Do sbérné
mikrozkumavky byla pfipravena kolonka (QIAquick Spin Column). Na kolonku byl postupné po
750 pl nanaSen vzorek, nasledné byl vzdy centrifugovan na stolni minicentrifuze (14100 g,
1 min, RT; stejné u vSech centrifugaci) a po projiti pires kolonku odstranén. Po prefiltrovani
celého objemu vzorku bylo na kolonku naneseno 500 pl roztoku QG a kolonka byla
centrifugovana. Protekly roztok byl odstranén, na kolonku bylo naneseno 750 pl roztoku PE
(Buffer PE) a kolonka byla ponechana na stole 3 min. Poté byla centrifugovana, protekly roztok
byl odstranén a kolonka byla znovu centrifugovana, aby se dosahlo odstranéni veskerého
etanolu z roztoku PE. Kolonka byla pfemisténa do ¢isté mikrozkumavky a bylo na ni naneseno
30-50 pl elu¢niho roztoku EB (Buffer EB). Kolonka byla ponechdna 2 min na stole a poté
centrifugovana, ¢imz byla uvolnéna DNA navazana na kolonce. Ziskana DNA byla analyzovana na

elektroforéze a pouzita k ligaci.

4.2.4.4 Ligace DNA fragmentii
Ligace byla provadéna pomoci T4 DNA ligazy (NEB). Bylo pouZzivano 50 ng vektorové DNA na

reakci pii molarnim poméru koncti 1: 1 ¢i 1 : 3 (vektor : inzert), k vypocCtu mnoZzstvi inzertu byl

pouzivan NEBioCalculator™ v 1.7.1 pro ligace (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation; 29.
12. 2017). Reak¢ni smés obsahovala 10x redény pufr pro T4 DNA ligazu, 400 U T4 DNA ligazy,
50 ng vektoru a prislusné mnozstvi inzertu a byla doplnéna ddH:0 do celkového objemu 20 pl.
Vzdy byla vedle pokusné ligace paralelné provedena i ligace kontrolni, do které byla piidana
pouze DNA vektoru. Po smichani vSech komponent byla DNA ligovana 10 min pfi pokojové
teploté, pripadné pies noc pri 4-16 °C. 1-2 pl liga¢ni smési byly nasledné pouzity pro

transformaci kompetentnich bakterii.
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4.2.4.5 Izolace plazmidu metodou alkalické lyze

1-2 ml bakterialni kultury rostouci pies noc v LB médiu s prislusnym selekénim antibiotikem
byly centrifugovany 15 min prfi 25830 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet
resuspendovan ve 100 pl vychlazeného Sol I (50 mM glukézy; 25 mM Tris o pH 8,0; 10 mM EDTA
— sterilizace v autoklavu, uchovavani pri 4 °C). K suspenzi bylo ptidano 200 pl Sol II [0,2 N
NaOH; 1 % (w/v) SDS] a smés byla promichana nékolikerym pievracenim mikrozkumavky. Do
mikrozkumavky bylo nasledné pridano 150 pl vychlazeného Sol III [3 M CH3COOK; 11,5 % (v/v)
CH3COOH — uchovavani pri 4 °C] a jeji obsah byl opét promichan nékolikerym pievracenim
mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla umisténa na 5 min do vychlazeného stojanku do lednice
a poté centrifugovana 5 min pti 21 900 g a 4 °C. VeSkery supernatant (~430 pul) byl prenesen do
nové mikrozkumavky s 300 pl isopropanolu (objem isopropanolu = 70 % objemu
supernatantu). Smés byla ponechdna 10 min pti pokojové teploté a poté centrifugovana 15 min
pii 25 830 g a 20 °C. Supernatant byl odstranén a k DNA peletu bylo pridano 500 pl 70% etanolu.
Mikrozkumavka byla centrifugovdna 10 min pfi 21900 g a 20 °C. Supernatant byl znovu
odstranén a mikrozkumavka byla ponechana otevirend pod alobalem ~15 min v bakteridlnim
inkubatoru pti 37 °C, aby se z peletu odparil etanol. Pelet byl poté rozpustén v 30 pl 1x TE
s RNazou (20 pg/ml).

4.2.4.6 Ovéreniizolované plazmidové DNA na agarozové elektroforéze

K separaci DNA byl pouzivan agarézovy gel. Dle velikosti separovanych fragmentt byl pouzivan
0,6-1% (w/v) roztok agarézy v 1x TAE pufru s 20 000x fedénym cinidlem GelRed™ (Biotium).
Pro ovéfeni uspésnosti izolace byl na gel nanesen nesStépeny vzorek (2-5 pl) a pro ovéreni
uspésnosti klonovani a spravnosti izolovaného plazmidu byl nanesen vzorek Stépeny
prislusnymi restrikénimi enzymy. Vzorky byly pfed nanesenim smichany s nanaSecim pufrem.
Na gel byl rovnéz nanesen standard molekulové hmotnosti. Elektroforéza probihala pti napéti
5-8 Vna cm vzdalenosti mezi elektrodami (tj. pti ~90 V) zpravidla 90 min. Po dokonceni

elektroforézy byly gely foceny na pristroji UVP EC3 Imaging System (UVP).

4.2.4.7 Izolace plazmidu pomoci komeréni soupravy QlAfilter Plasmid Midi/Maxi Kit

Pro ziskani Cisté plazmidové DNA s dostatecnou kvalitou pro transfekci lidskych bunék byla
provadéna izolace pomoci komerc¢ni soupravy QlAfilter Plasmid (QIAGEN), dle potiebného
mnozstvi ziskané DNA pomoci jeji Midi nebo Maxi verze. Postupovano bylo dle navodu vyrobce
s mirnymi Upravami. V postupu niZe Cislo pred lomitkem oznacuje objem pouZzivany u Midi
verze, za lomitkem pak u Maxi verze soupravy.

100-500 ml bakterialni kultury rostouci pies noc v médiu LB s prislusnym seleké¢nim

antibiotikem bylo centrifugovano 15 min pti 4 696 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet
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resuspendovan ve 4 ml/10 ml vychlazeného roztoku P1 (Buffer P1) s RNazou A (100 pg/ml)
a LyseBlue tak, aby vsuspenzi nezilstaly Zadné shluky. Ksuspenzi byly nasledné piidany
4 ml/10 ml roztoku P2 (Buffer P2) a obsah zkumavky byl promichavan protiepavanim, dokud
cely nezmodral diky obsazZenému indikatoru LyseBlue. Lyzat byl dale inkubovan 5 min pii
pokojové teploté. Nasledné k nému byly pridany 4 ml/10 ml vychlazeného roztoku P3 (Buffer
P3) a vzorek byl ihned promisen protrepavanim zkumavky, dokud nezmizelo modré zabarveni.
Lyzat byl prelit do ,injek¢ni strikacky s filtrem* (QIAfilter Cartridge), do jejiz Spicky byl predem
zaSroubovan uzavér (QIAfilter Cap), a byl takto inkubovan 10 min za pokojové teploty. Béhem
inkubace byla kalibrovana kolonka (QIAGEN-tip 100/500) aplikaci 4 ml/10 ml roztoku QBT
(Buffer QBT), ktery se nechal kolonkou volné protéci do odpadni naddoby. Poté byl ze Spicky
»injekéni strfkacky s filtrem“ vySroubovan uzavér, do stiikacky byl opatrné vsunut pist (plastové
prislusenstvi soupravy viz Obrazek ¢. 7) a lyzat byl filtrovan na pripravenou kolonku, pres
kterou se nechal samovolné protéci. Kolonka byla nasledné promyta 2x 10 ml/30 ml roztoku QC
(Buffer QC). Z promyté kolonky byla do ¢isté plastové zkumavky uvolnéna DNA aplikaci 5 ml/15
ml roztoku QF (Buffer QF) na kolonku. DNA byla z proteklého roztoku vysrazena pridanim 3,5
ml/10,5 ml (tj. 70 % objemu) isopropanolu. Obsah zkumavky byl promichan jejim opatrnym
prevracenim.

V pripadé Midi soupravy byl obsah zkumavky nasledné rozdélen po 1,7 ml do péti
mikrozkumavek a centrifugovan 30 min pii 15 000 g a 4 °C. Po centrifugaci byl
z mikrozkumavek odstranén supernatant a k peletiim bylo ptidano 400 pl 70% etanolu. Pelety
byly pipetovanim uvolnény ze dna a obsahy dvou, respektive tii mikrozkumavek byly spojeny do
jedné (nakonec tedy byly zjedné izolace ziskany dvé mikrozkumavky). Mikrozkumavky byly
centrifugovany 10 min pti 15 000 g a 4 °C.

V pripadé Maxi soupravy byla po pridani isopropanolu zkumavka centrifugovana 90 min
pii 4 696 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén, k DNA peletu bylo pridano 5 ml 70% etanolu
a zkumavka byla centrifugovana 30 min pfi 4 696 ga 4 °C.

V pripadé obou souprav byl v nasledujicim kroku supernatant odstranén a pelety byly
dosuseny ponechanim otevienych zkumavek ~20 min v lamindrnim boxu. Pelety byly nasledné
rozpustény ve 200-500 pl sterilniho 1x TE a ponechany v lednici pii 4 °C pres noc. DNA byla

nasledné uchovavana pfti -20 °C.
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Obrdzek ¢. 7: Plastové prislusenstvi soupravy QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN).
Zleva ,injek¢ni stitkacka s filtrem” (QIAfilter Cartridge), uzdvér (QIAfilter Cap), pist a kolonka (QIAGEN-tip
100).

4.2.4.8 Stanoveni koncentrace plazmidové DNA na p¥istroji NanoDrop®

Po zapnuti pfistroje NanoDrop® (NanoDrop Technologies) a spusténi programu pro méreni
koncentrace nukleovych kyselin byly na mérici terc¢ik naneseny 2 ul dH,O pro automatickou
kalibraci pristroje. Poté bylo provedeno meéfeni 2 pl blanku, tj. roztoku, ve kterém byla
rozpuSténa DNA (zpravidla 1x pufr TE nebo roztok EB z komerc¢ni soupravy). Nasledné byly
méreny jednotlivé vzorky v objemu 1,5 pl. Pro presnéjsi stanoveni koncentrace byl vétSinou
jeden vzorek méren viedéni 1x, 10x, 100x a pripadné i 1000x a finalni koncentrace byla
zprimeérovana z téchto namérenych hodnot. Po skonceni méreni bylo na mérici terc¢ik naneseno

vét$i mnozstvi dH20 a po kratké inkubaci byla voda setfena a pristroj vypnut.

4.2.5 Konstrukce gBCAR

Pro konstrukci gBCAR byl vybran scFv AE11F (Lantto et al, 2002) odvozeny zlidské
neutralizacni protilatky ITC88 zacileny na konzervovanou subdoménu I antigenni domény AD-2
gB. Nukleotidova sekvence scFv fragmentu AE11F byla ziskana z databaze GenBank (Benson et
al, 2012) pod pristupovym cislem AF443433 (Synthetic construct clone AE11F/D34A, anti-CMV
glycoprotein B recombinant single chain Fv antibody gene, partial cds) (Lantto et al, 2002).
V této sekvenci byl oproti originalu scFv AE11F mutovan AMK zbytek D34 na A kvili studiu
zmény afinity a na C-konec byla zaklonovana sekvence FLAG epitopu (DDDDK) (Lantto et al,
2002). Pri zadavani syntézy byl AMK zbytek 34 zménén zpét na D, S14 byl zaménén za P a dale
byly provedeny optimalizace sekvence z hlediska restrik¢nich mist, obsahu G-C pard a produkce

v lidskych bunikach.
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Signalizacni €ast byla prevzata z CAR proti lidské molekule CD19 (CD19-CAR) vyvinutého
na UHKT MUDr. Pavlem Otdhalem, Ph.D. (Otahal et al.,, 2016; Ptackova et al, 2018). Obsahovala

transmembranovou doménu CD8q, kostimulacni doménu 4-1BB a aktiva¢ni doménu CD3(.

4.2.6 Transfekce lidskych bunék

4.2.6.1 Kalcium-fosfatova transfekce

Adherentni buniky 293T byly sklizeny a spocitiny. Na jednu misku o priméru 60 mm bylo
nasazeno 700 000 bunék v 5 ml média DMEM. Buriiky byly na noc umistény do CO, inkubatoru,
aby se mohly prichytit na dno. Druhy den bylo u bunék vyménéno médium za 2,5 ml média
OptiMEM. Byly ptipraveny transfekéni smési o objemu 200 pl obsahujici 6 pg DNA ve 250mM
CaCl,. Smési byly pomalu nakapany do 200 pl 2x HBS [280 mM NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM
Na;HPOs; pH 7,0 — autoklav] ainkubovany 5 min pfi pokojové teploté. Poté byly smeési
nakapany na bunky. Po 5 h v CO; inkubatoru bylo k bunikkam ptidano 2,5 ml média DMEM.

Po 24 h byla zkontrolovdna ucinnost transfekce na fluorencen¢nim mikroskopu podle
fluorescence GFP, které bylo transfekovano jako pozitivni kontrola transfekce ve stejném
mnoZstvi jako pokusnd DNA. Pro negativni kontrolu byl pouzivan samotny 250mM CaCl; bez
DNA. 72 h po transfekci byly buiiky sklizeny a lyzovany v Laemmliho pufru pro analyzu metodou
western blot (viz kapitola 4.2.7).

4.2.6.2 Lipofekce pomoci transfekcniho cinidla Metafectene®

Buiikky 293T byly sklizeny a spocitdny. Na jednu misku o priméru 60 mm bylo nasazeno
700 000 bunék v 5 ml média. Buniky byly ponechany pies noc v CO; inkubatoru. Druhy den pred
transfekci bylo zkontrolovano, Ze maji buniky konfluenci ~50-70 %.

Ptiprava transfek¢nich smési byla provadéna podle ndvodu vyrobce Cinidla Metafectene®
(Biontex). Smés A obsahovala DNA, smés B cCinidlo Metafectene®. Na misku o priméru 60 mm
byly pripraveny smeési v objemu 300 pl.

Smés A: V mikrozkumavce bylo pripraveno médium OptiMEM v daném objemu. Do néj
bylo pridano prislusné mnozstvi DNA a smés byla promichana pipetou.

Smés B: V mikrozkumavce bylo pfipraveno médium OptiMEM v daném objemu. Do néj
bylo pridano Ccinidlo Metafectene® vobjemu odpovidajicim zvolenému poméru DNA
(ug) : Metafectene® (ul). Obvykle pouzivané poméry byly 1 : 2 az 1 : 4, na 60 mm misku bylo
pouzivano 6 pug DNA. Smeés byla promichana pipetou.

Nasledné byla smés A obsahujici DNA prenesena do mikrozkumavky se smési B a obsah
mikrozkumavky byl opatrné promichdn pipetovanim. Smés byla inkubovdna 20 min pfi

pokojové teploté, aby mohlo dojit k vytvoreni komplexi lipidii s DNA. Béhem inkubace bylo

47



z bunék odsato médium, buriky byly jednou oplachnuty médiem OptiMEM a nakonec k nim bylo
pridano 2,5 ml tohoto média. Po inkubaci byla transfek¢ni smés nakapana na bunky a ty byly
uloZeny do CO; inkubatoru.

Uspésnost transfekce byla ovéiena po 24 ¢i 48 h na fluorescenénim mikroskopu podle
fluorescence GFP, které bylo vzdy transfekovano jako kontrola ve stejném mnoZstvi a poméru ku
Cinidlu Metafectene® jako pokusna DNA. Pro negativni kontrolu bylo pouZivdno samotné
médium bez Cinidla Metafectene®. 48 h po transfekci byly bunky sklizeny a analyzovany

metodou western blot nebo priitokovou cytometrii.

4.2.6.3 Elektroporace na elektropordtoru Bio-Rad Gene Pulser® Il

Na elektroporatoru Bio-Rad Gene Pulser® II (Bio-Rad) byly zpracovavany buiiky K562. Na
24jamkovou desti¢ku bylo pipetovano 800 pl média OptiMEM do potrebného mnozstvi jamek.
Desticka byla vloZena do CO; inkubatoru pro vytemperovani média. Buriky K562 byly spocitany
a naredény na koncentraci 5x 10¢ b/ml do potrebného objemu média OptiMEM. 106 bunék ve
200 pl média bylo preneseno do elektroporacni kyvety a bylo k nim piidano 5 pg DNA. Sila pulsu
byla nastavena na 0,2 kV a 300 pF. Kyveta byla vloZzena do nastavce a buntkkdm byl udélen puls
o délce okolo 4,5 ms. Bunky byly ihned z kyvety premistény do vytemperovaného média na

24jamkovém panelu a dale aZ do zpracovani péstovany v CO; inkubatoru.

4.2.6.4 Elektroporace na elektropordtoru Neon®

Elektroporaci na elektroporatoru Neon® (Invitrogen) byly do T lymfocytl vnaseny plazmidy
transpozonového systému piggyBac. PBMC urCené na elektroporaci byly resuspendovany
v médiu RPMI v koncentraci 5-10x 106 b/ml a byly ponechany pies noc v CO, inkubatoru.

Druhy den bylo v CO; inkubatoru vytemperovano médium CellGro na 24jamkové desticce
v objemu 500 pl na jamku. Elektroporac¢ni kyveta byla vloZena do nastavce elektroporatoru (viz
Obrazek ¢. 8A) a byl do ni nanesen roztok E2 (Electrolytic buffer E2) tak, aby se elektroda kyvety
nachazela pod hladinou (~2,5 ml). V ptipadé elektroporace riznymi plazmidy bylo nutné mezi
vzorky vymeénit kyvetu a pufr v ni, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci.

Na jednu elektroporaci bylo potreba 4x 106 T lymfocytl. Ty byly spocitany a prislusny
pocet bunék byl centrifugovan 3 min pri 400 g a 21 °C. Buiiky byly nasledné 2x promyty
roztokem PBS, podruhé bylo nutné PBS zcela odsat a bunécny pelet resuspendovat ve 110 ul
roztoku T (Resuspesion buffer T).

K butikam v roztoku T byla ihned pfidana DNA v mnozZstvi 5,5 pg na 110 pl suspenze. Do
bunék byla vnasena smés piggyBac plazmidt pPBEF (s genem zajmu) a pBASE v poméru 1 : 2.
Elektroporacni pipetou se 100ul Spickou (viz Obrazek ¢. 8B) byly najednou nabrany burky tak,

aby ve Spicce nebyla pritomna vzduchova bublina a pfi pulsu nevznikla jiskra (alternativné byly
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pouzity 10ul Spicky abunky byly elektroporovany po Castech). Pipeta byla umisténa do
elektroporacni kyvety a bunnkam byl udélen puls o délce 20 ms pri napéti 2 300 V. Thned po
elektroporaci byly builky preneseny do vytemperovaného média CellGro v mnoZstvi jedna
elektroporace o 110 pl na jamku.

Bunky byly inkubovany v CO inkubatoru do dalsiho dne, kdy byly piremistény na desticku
s adsorbovanymi protilatkami a-CD3 (1 : 100) / a-CD28 (1 : 100) / a-hu-IgG-AF647 (1 pg/ml)
v kombinacich (1) a-CD3 + a-CD28, (2) a-CD3 + a-CD28 + a-hu-IgG-AF647 a (3) a-hu-IgG-
AF647 (viz kapitola 5.5.2) a byly knim pridany cytokiny IL-4 a IL-7 v minimalnim mnoZstvi
média (150 pl). Poté byly buiiky péstovany v CO, inkubatoru a priblizné po tydnu presunuty
pry¢ z plastiku s protilatkami. K butikdm bylo postupné priddavano médium CellGro s IL-4 a IL-7

tak, aby nedoslo k jejich podiedéni.

A) B)

elektroporacni
pipeta

kyveta

nastavec
elektroporatoru

Obrazek ¢. 8: Elektropordtor Neon® Transfection System (Invitrogen).

A) v popredi ndstavec elektropordtoru svloZenou kyvetou a elektroporacni pipetou, v pozadi samotny
elektropordtor; B) detail elektroporacni spicky. Obrdzky byly prevzaty a upraveny podle:

A) http://www.helsinkirheuma.fi/uploads/3/7/0/7/37078801/3636281 orig.jpg [28. 12. 2017];

B) https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/figures/Neon%20Tip%20retracted JPG-650.jpg [28. 12.
2017].
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4.2.7 Western blot

4.2.7.1 Priprava vzorki pro western blot

Buniky 293T byly rozvolnény do média pomoci pipety, pfeneseny do 15ml plastové zkumavky
a centrifugovany 10 min ptfi 300 g a 4 °C. Médium bylo odstranéno, bunécny pelet
resuspendovan v5 ml vychlazeného PBS a opét centrifugovan pri stejnych podminkach.
Supernatant byl odstranén, pelet resuspendovan v1 ml vychlazeného PBS, premistén do
mikrozkumavky a znovu centrifugovan. Po odstranéni PBS byly bunky lyzovany ve 100-200 pl
Laemmliho pufru protazenim pres injek¢ni stiikacku sjehlou o primeéru 1,2 mm (BD

Biosciences) a 5min povarenim v termobloku.

4.2.7.2 Denaturacni proteinovd elektroforéza (SDS-PAGE)

Do sestavené aparatury na pripravu vertikdlniho polyakrylamidového gelu byl mezi skla
nanesen 10% separacni gel do vySky ~4,5 cm. Gel byl prevrstven 200 pl butanolu a ponechan
priblizné 20 min do zpolymerovani. Nasledné byl butanol vylit a aparatura proplachnuta dH-O.
Byl namichan zaostrovaci gel, ktery byl nanesen na gel separa¢ni aZ po horni okraj skel. Mezi
skla byl zastréen hirebinek pro vytvoreni jamek a gel byl ponechan 20 min do zpolymerovani.

Gel byl poté prenesen do vertikalni elektroforetické aparatury a zalit 1x pufrem SDS-PAGE
[25 mM Tris; 192 mM glycinu; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,3 v dH20]. Pred vytaZenim htebinku byly
podle néj vyznaceny spodni hrany jamek. Pfred nanesenim vzorki byly jamky proplachnuty SDS-
PAGE pufrem pomoci mikrostiikacky Hamilton. Mezi nanesenim jednotlivych vzorkli byla
stiikacka vzdy nékolikrat proplachnuta SDS-PAGE pufrem. Po naneseni vSech vzorkil
a standardu molekulové hmotnosti byla elektroforéza zapojena ke zdroji napéti a pusténa na
80V. Poté, co vzorky opustily zaostfovaci gel, bylo napéti zvySeno na 120 V. Pribéh
elektroforézy byl ukoncen ve chvili, kdy bromfenolovd modi z Laemmliho pufru dosahla

spodniho okraje gelu.
Pouzité gely:

e 10% separacni gel: 375 mM Tris o pH 8,8; 23 % (v/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu
[29 % (w/v) akrylamidu, 1 % (w/v) bisakrylamidu v dH20]; 0,1 % (w/v) SDS; 0,1 %
(w/v) APS; 0,15 % (v/v) TEMED v dH:0

e zaostrovaci gel: 125 mM Tris-HCl o pH 6,8; 16,7 % (v/v) smési akrylamidu
a bisakrylamidu; 0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,17 % (v/v) TEMED v dH,0
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4.2.7.3 Prenos proteinii na nitrocelulézovou membrdnu

Polyakrylamidovy gel byl vytaZen z aparatury a byl z néj odfiznut zaostrovaci gel a spodni ¢ast
s bromfenolovou modii. Gel byl pirenesen do misky s 1xblotovacim pufrem [25 mM Tris;
192 mM glycin; 20 % (v/v) metanol; 0,03 % (w/v) SDS v dH»0] a inkubovan na kyvacce 20 min.
Z nitrocelul6zové membrany (Hybond™-C Extra, nitrocellulose membrane optimised for protein
transfer; Amersham Biosciences) byl ustrizen kus priblizné o velikosti gelu, ktery byl také
prenesen do misky s blotovacim pufrem a inkubovan po dobu 20 min.

Byla pripravena aparatura Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) na polosuché
blotovani (semi-dry blotting). Z hrubého filtra¢niho papiru (Extra Thick Blot Filter Paper;
Bio-Rad) byly ustfiZeny dva kusy o néco vétSi neZ gel. Na anodé blotovaciho zarizeni byl
nasledné sestaven tzv. ,blotovaci sendvic“ (zespoda nahoru, tj. od anody ke katodé): filtracni
papir namoceny v blotovacim pufru - membrana - gel - filtra¢ni papir namoceny v blotovacim
pufru. Pred pridanim dalsi vrstvy byl sendvi¢ vzdy zalit blotovacim pufrem, zpod gelu byly
nakonec vytlaceny bubliny pomoci sklenéné zkumavky. Blotovaci zarizeni bylo uzavieno vikem
s katodou a pripojeno ke zdroji. Proteiny byly pfenaSeny na membranu 1 h p#i 70 mA. Poté byly
pitevnimi niizkami na membranu vyznaceny pozice standardu a pro snadné urceni orientace byl

ustriZen pravy horni roh membrany.

4.2.7.4 Imunodetekce

Nitrocelul6zovd membrana s pienesenymi proteiny byla inkubovdna 5 min v promyvacim
roztoku [0,1 % (v/v) Tween 20 v PBS] a blokovana pies noc v lednici blokovacim roztokem [5 %
(w/v) suSeného mléka v promyvacim roztoku]. Druhy den byla membrana oplachnuta inkubaci
4% 5 min v promyvacim roztoku na kyvacce.

Membrana byla poté prenesena na stll na folii (Sarogold® PRO; Saropack). Na membranu
byl nanesen 1 ml primarni protilatky redéné v blokovacim roztoku. Membrana byla zakryta
krabickou a inkubovana 60 min. Béhem inkubace bylo kontrolovano, zda membrana nevysycha,
a podle potreby byl na ni nanesen jesté druhy ml redéné protilatky. Membrana byla nasledné
promyta 4x 5 min promyvacim roztokem. Poté byla opét prenesena na folii a inkubovana se
sekundarni protilatkou proti mysimu IgG konjugovanou s HRP (a-mo-HRP) fedénou v poméru
1: 2 000. Inkubace probihala 60 min s 1 ml natfedéné protilatky, membrana byla pii tom
prekryta krabickou. Béhem inkubace bylo kontrolovano, zda membrana nevysycha, a podle
potireby byl na ni nanesen jesté druhy ml fedéné protilatky. V nékterych pripadech byla pouzita
pouze jedna protilatka proti antigenu zajmu primo konjugovana s HRP.

Nasledovalo promyti 4x 5 min promyvacim roztokem a vyvolani chemiluminiscence
pomoci soupravy Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). Na

membranu byl nanesen vyvolavaci roztok o objemu 1 ml vznikly smichanim substratti A a B
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(Substrate A, Substrate B) v poméru 40 : 1 (1 ml substratu A a 25 pl substratu B). Po 5min
inkubaci byla membrana zabalena do folie a vlepena do vyvolavaci kazety. V temné komote byl
do kazety vloZen film (Amersham Hyperfilm™ ECL; GE Healthcare), na ktery byla membrana
exponovana podle sily signalu sekundy aZ desitky minut. Nakonec byl film vyvolan na pristroji

Kodak Medical X-Ray Processor 102 (Kodak).

4.2.8 Priprava lentivirl

Na prislusny pocet jamek 6jamkové desticky byly vysety buiilky 293T v1 ml média DMEM
v hustoté 400 000 bunék na jamku. Dana hustota vyseti zajistila ptiblizné 50% konfluenci po
inkubaci pfes noc v CO inkubatoru.

Druhy den vodpolednich hodindch byly buiiky transfekovany pomoci Ccinidla
Metafectene® v poméru 1 : 2 (DNA : Metafectene®). Lentivirové plazmidy byly transfekované
vmnozstvi 1,5 pg pWPXLd : 0,75 pg psPAX2 : 0,75 pg pMD2.G na jamku (celkem 3 pg DNA,
pomér mnozstvi plazmida 2:1:1). Transfekéni smési byly ptipraveny v PBS nebo v DMEM bez
séra a ATB. Bunky byly oplachnuty DMEM s 10 % FBS bez ATB a poté byly ponechany v 1 ml
tohoto média. Po nakapani transfek¢ni smési byly bunikky ponechany v CO, inkubatoru pres noc.
Nasledujici rano tfetiho dne bylo u bunék vyménéno médium za RPMI. Ctvrty den rano bylo
z bunék posbirdno médium a nahrazeno 1 ml Cerstvého RPMI. Médium bylo Kklarifikovano
centifugaci o délce 10 min pti 400-600 g a 4 °C a bylo ihned pouzito pro spinofekci nebo bylo
zamrazeno na -70 °C. Paty den byl proveden sbér druhého lentivirového média, které bylo opét
klarifikovano centrifugaci a pouzito nebo zamraZeno, desticka s buiikami 293T byla vyhozena.
Z kazdé jamky byl tedy ziskan 2x 1 ml lentivirového média.

V pozdéjsi fazi projektu byla lentivirova média pred pouzitim vzdy pfemraZovana, protoZe
pii pouziti Cerstvého média dochazelo k postupnému prertistani T lymfocytl bunkami 293T,

které se centrifugaci nepodarilo zcela odstranit.

4.2.9 Transdukce lentivirii do bunék — spinofekce

K transdukcim T lymfocyti byly pouZivany Cerstvé nebo zamrazené darcovské PBMC.
Rozmrazené PBMC byly pied transdukci ponechany pres noc v CO; inkubatoru v médiu RPMI.

Spinofekce byla provadéna na 6jamkovych destickach s navazanymi a-CD3 a a-CD28
protildtkami. Protilatky byly natedény v PBS v poméru 1 : 500 a naneseny na desticku v objemu
1 ml na jamku. Protilatky byly adsorbovany 1-2 h pii 37 °C nebo v lednici ptes noc.

Prvni lentivirova média byla mezitim rozmrazena nebo vzata rovnou po Klarifikaci a byl
k nim pridan polybren na cilovou koncentraci 4 ug/ml. T lymfocyty byly spocitany a rozdéleny
do mikrozkumavek po 106 bunék. Zkumavky byly centrifugovany a pelety T lymfocyta

resuspendovany v 1 ml prislusného lentivirového média.
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Poté byly jamky 6jamkové desticky oplachnuty 1 ml PBS a byly na né naneseny
T lymfocyty v lentivirovych médiich. Desticka byla oblepena parafilmem a centrifugovana 1 h pfri
600/800 g a21 °C. Desticka byla nasledné umisténa na 2 h do CO; inkubatoru a poté byl
k T lymfocytiim piidan 1 ml média RPMI s IL-2. Druhy den byla opakovana spinofekce s druhou
varkou lentivirovych médii, ktera byla pridana do jamek kT lymfocytiim, tentokrat jiz bez
polybrenu. Po 2 h v COz inkubatoru byl kT lymfocytim ptidan dalsi ml média RPMI s IL-2
(celkem tedy byly T lymfocyty po dvou spinofekcich ve 4 ml média).

Dale byly T lymfocyty péstovany v CO;inkubatoru a bylo knim pribézné pridavano
médium RPMI s IL-2 tak, aby se jejich koncentrace pohybovala v rozmezi 1-2x 10¢ b/ml. Po 4-
5 dnech byly T lymfocyty pfesunuty pry¢ z plastiku s protilatkami.

Vjednom z pokusti byly také vyzkouSeny stimulace T lymfocytl pred transdukci pomoci
protilatek a pouziti 1L-4 a IL-7 (viz kapitola 5.8). Jedna ¢ast bunék (1) byla zpracovana dle
klasického protokolu, tzn. nebyla stimulovana a byla po rozmrazeni ponechana 24 h v samotném
médiu RPMI. Druha c¢ast (2) byla po rozmraZeni 48 h inkubovdna v médiu RPMI s IL-2
a stimula¢nimi protilatkami a-CD3 (1 : 5 000) + «-CD28-BD (1 pg/ml) + a-CD49d (1 pg/ml).
Treti ¢ast (3) byla 48 h inkubovana v médiu RPMI s IL-4 a IL-7 a stejnym mixem stimula¢nich
protilatek. VSechny protilatky byly nafedény do média. Po prislusné inkubaci byly buiky
transdukovany lentiviry a bylo k nim priddno médium RPMI s IL-2 (1 a 2) nebo IL-4 a IL-7 (3).
Dale byly buriky péstovany v CO; inkubatoru.

Pti transdukci bunék 293T bylo pouzito 238 000 b/jamku, u linie Jurkat 10¢ b/jamku. Pred

pridanim média po spinofekci byly butiky ponechany v CO; inkubatoru pres noc.

4.2.10 Barveni bunék pro prutokovou cytometrii

Bunky byly sklizeny z kultivacni nddoby a spocitany. Adherentni bunky byly splachnuty pipetou
(293T) nebo uvolnény inkubaci s 10mM roztokem EDTA (LEP). Buitiky byly rozdéleny do FACS
zkumavek (Falcon® 5mL Round Bottom PP Test Tube; Corning) v prisluSném mnozZstvi
(zpravidla 0,5-1x 106 bunék na jednu zkumavku, tj. jednu kombinaci barvicich protilatek)
a centrifugovany 5-10 min pii 4 °C a 600 g u T lymfocytd nebo 300 g u ostatnich typd bunék
(dale stejné podminky centrifugaci). Médium bylo odstranéno, bunécny pelet byl resuspendovan
v 1 ml PBS a buniky byly centrifugovany.

Bunikky byly ponechidny v ~100 pl PBS a bylo knim pridano 20 pl PBS s ¢inidlem
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain (L&D; Invitrogen) v mnoZstvi 0,2 pl na 106 bunék pro
rozliSeni mrtvych a zivych bunék. Buiiky byly inkubovany 30-60 min ve tmé pti pokojové teploté
(stejné i dalsi inkubace). Nasledné bylo ¢inidlo ziredéno piidanim 880 ul FACS pufru [1 % (w/V)
BSA a 0,1 % (w/v) NaN3 v PBS] a zkumavky byly centrifugovany.
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U vzorkid barvenych pouze extracelularné byl pelet ponechan ve 100 pl FACS pufru, ke
kterym bylo pridano 20 pl barvici smési protilaitek redénych ve FACS pufru. Inkubace
probihala 30-60 min. Smés byla ziredéna 880 pl FACS pufru, zkumavky byly centrifugovany
a bylo vnich ponechano 100 ul FACS pufru. Dale mohlo nasledovat dalsi barveni sekundarni
protilatkou a oplach FACS pufrem, nebo jiz byly vzorky zafixovany pridanim 100 ul fixacniho
¢inidla (IC Fixation Buffer; eBioscience), ve kterém byly inkubovany 20 min. Poté bylo c¢inidlo
zifedéno 1 ml FACS pufru, bunky byly centrifugovidny a supernatant byl odsat. Nakonec byly
buniky resuspendovany v 500 pl FACS pufru a méreny na pritokovém cytometru, piipadné
uschovany do lednice a zméreny druhy den.

Intracelularné barvené vzorky byly po barveni na viabilitu a proplachu FACS pufrem
fixovany pridanim 100 pl fixaéniho ¢inidla na dobu 20 min. Néasledovalo pridani 800 pl
1x permeabilizacniho pufru (Permeabilization Buffer 10x; eBioscience fredény v dH:0)
a centrifugace. U bunék bylo ponechdno 100 pl permeabiliza¢niho pufru a bylo k nim pridano
20 ul barvici smési protilatek namichané v permeabilizacnim pufru pro intracelularni barveni.
Po 30-60 min byly protilatky ziedény 880 ul FACS pufru a zkumavky byly centrifugovany. Dale
mohlo nasledovat dalsi barveni sekundarni protilatkou a oplach FACS pufrem, nebo jiZ byly
buriky rovnou resuspendovany v 500 pl FACS pufru a méreny nebo uloZeny do lednice.

Pfi barveni protilatkou proti lidskému IgG (H+L) byly po oplachu FACS pufrem buiiky
obvykle inkubovany 10 min ve 100 ul FACS pufru s 10 % (v/v) lidského AB séra pro vyvazani
volné protilatky. Nasledovalo ziredéni 800 pl FACS pufru, centrifugace a dalsi barveni nebo

fixace.

4.2.11 Méfeni na pritokovém cytometru BD LSRFortessa™

Byl zapnut cytometr BD LSRFortessa™ (BD Biosciences) a systém fluidiky a spustén program BD
FACSDiva. Cytometr byl proplachovan ~10 min ddHO filtrovanou pies 0,22um filtr. Mezitim byl
v programu FACSDiva zaloZen novy experiment s danymi vzorky a byly pripraveny grafy
s vynesenim prislusnych parametri pro sledovani spravného pribéhu méreni. Pomoci
nebarvenych a plné barvenych vzorkl bylo nastaveno vhodné napéti detektorti. Nasledné byly
zméreny vSechny vzorky od nebarvenych pres jednobarevné a FMO kontroly (fluorescence
minus one; oproti plné barvenému vzorku pouzito o jednu protilatku méné) az po kompletné
barvené vzorky. Mezi vzorky s riznymi fluorochromy byl pristroj kratce proplachnut filtrovanou
ddH0 nebo byl proveden tzv. prime, kdy byla vypusténa zbyla tekutina z nasavaci jehly do
odpadni zkumavky. Po méreni byl pristroj proplachnut 10 min roztokem BD FACS™ C(Clean,
10 min roztokem BD FACS™ Rinse a 10 min filtrovanou ddH;0. Poté byl cytometr i s odtokem
vypnut. Soubory s vysledky byly exportovany ve formatu FCS 3.0 a analyzovany v programu

Flow]o.

54



4.2.12 Infekce bunék LEP virem HCMV kmene Ad169

HCMV kmene Ad169 (HCMV Ad169) je vnasi laboratori péstovan na primarni bunécné linii
lidskych embryonalnich plicnich bunék (LEP). Na infikovanych burnikach bylo provadéno méreni
extracelularniho gB a byly vyuzity jako cilové bunky pri funk¢nim testovani gBCAR T lymfocytt.

Bunky LEP byly nasazeny v potiebném mnozstvi na zvoleny plastik. Na infekci pro méreni
mnozstvi gB vbunkach byly pouZivany misky o priméru 60 mm, na které bylo nasazeno
10¢ bunék LEP ve 3 ml média MEM. Druhy den po nasazeni byly adherované bunky infikovany
prislusnym mnozstvim viru, v pripadé 60 mm misky 20 pl virového inokula, které bylo nakapano
na bunky (pro snazsi manipulaci bylo 20 pl inokula smichano s PBS do objemu 200 pl). 96 h.p.i.
byly buniky zpracovany pro méfeni na pritokovém cytometru.

Na funkéni test byly pouZivany 6jamkové desticky, na které bylo mnoZstvi bunék

optimalizovano na 412 000 b/jamku v 1,5 ml média a mnoZstvi viru na 10 pl (data neukazana).

Optimalizace: Pro detekci extracelularniho gB byla u 60 mm misek vyzkouSena infekce do
suspenze bunék (tj. infekce bunék, které dosud nestihly prisednout) 200 pl, 40 pl a 20 ul
virového inokula. Buiiky vSak ani vjednom pripadé nepieZily do druhého dne. Nasledné byla
proto vyzkouSena infekce 20 pl inokula na adherované buniky a mnozstvi gB bylo zméreno
24 a 48 h.p.i. Butiky preZzivaly, avSak mnozZstvi extracelularniho gB v téchto ¢asovych intervalech
bylo velmi nizké (data neukazana). Proto bylo dale mnozstvi gB testovano az 96 h.p.i. (viz
kapitola 5.7), kdy ma byt podle proteomické studie autortt Weekes et al. (2014) mnozZstvi gB na
povrchu bunék nejvyssi. Detekce povrchového gB vtomto case byla pozitivni. Inkubace
infikovanych bunék LEP s gBCAR T lymfocyty vramci funkéniho testu byla tedy provadéna
v intervalu 72 aZ 96 h.p.i. (viz kapitola 5.9.1).

Na funkeni test byla u 6jamkové desticky testovana mnoZzstvi 6 pl, 8 pl a 10 pl inokula,
ktera byla prepoctena z 60 mm misek podle mnozZstvi bunék nebo média. Nejvétsi procento gB
pozitivnich bunék poskytlo 10 ul inokula (data neukazana), toto mnoZzstvi bylo tedy pouZito pro

infekci bunék na funkéni test.

4.2.13 ELISA pro detekci IFNy

Pro detekci IFNy vbunééném supernatantu byla pouzita komerc¢ni souprava Human IFN-y
DuoSet® ELISA (R&D Systems). Bylo postupovano podle navodu vyrobce.

Na 96jamkovou desticku byla nanesena mysi protilatka proti lidskému IFNy (Capture
Antibody). Na kazdou jamku bylo naneseno 100 pl protilatky ziredéné v PBS na koncentraci
2 pg/ml. Desticka byla zakryta a inkubovana pres noc pri pokojové teploté.

Druhy den byla desticka proplachnuta 3x 300 pl promyvaciho roztoku na jamku [Wash
Buffer; 0,05 % (v/v) Tween 20 v PBS]. Nasledné byla blokovana 1 h pfi pokojové teploté 300 pl
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Cerstveé pripraveného blokovaciho roztoku na jamku [Reagent Diluent; 1 % (w/v) BSA v PBS; pH
7,2-7,4]. Desticka byla béhem blokace zakryta. Po blokaci byla desticka opét proplachnuta 3x
300 pl promyvaciho roztoku na jamku.

Na desticku byl do prislusnych jamek nanesen standard a vzorky redéné v blokovacim
roztoku po 100 ul na jamku. Standard byl redén dvojkovou fedici fadou s pocatecni koncentraci
IFNy 600 pg/ml. Desti¢ka byla zakryta a inkubovana 2 h pti pokojové teploté. Nasledné byla
desticka proplachnuta 3x 300 pl promyvaciho roztoku na jamku. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 100 pl detekéni protilatky (Detection Antibody) zifedéné v blokovacim roztoku na
koncentraci 125 ng/ml. Desticka byla zakryta a inkubovadna 2 h pfi pokojové teploté.
Nasledovalo promyti desticky 3x 300 pl promyvaciho roztoku na jamku.

Do kazdé jamky bylo poté ptiddno 100 pl streptavidinu konjugovaného s HRP
(Streptavidin-HRP) redéného 40x v blokovacim roztoku. Desticka byla zakryta a inkubovana ve
tmé 20 min pii pokojové teploté. Poté byla destitka proplachnuta 3x 300 pl promyvaciho
roztoku na jamku.

Do kazdé jamky bylo pipetovano 100 pl roztoku substratu (Substrate Solution), desticka
byla zakryta a inkubovana ve tmé 20 min pfi pokojové teploté. Do kazdé jamky bylo nasledné
pridano 50 pl roztoku zastavujictho reakci (Stop Solution; 2 N H;SO4), obsah jamek byl
promichdn poklepem desticky a byla zméfena OD pifi 450 nm na pristroji ELx808 Ultra
Microplate Reader (BioTek Instruments). MnoZstvi IFNy vjamkach bylo urc¢eno porovnanim
s kalibrac¢ni ktivkou vytvoienou podle standardu v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft).
Graf a statistické vyhodnoceni uvedené ve vysledcich bylo vytvofeno v programu GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software).

SloZzeni roztoku substratu: 0,01 % (w/v) tetramethylbenzidinu; 10 % (v/v)
dimethylformamidu; 0,02 % (v/v) H202 v 0,05M fosfocitratovém pufru o pH 5,0 (0,1 M Na,HPOy;

0,05 M citronanu sodného; pH 5,0 upraveno pomoci H3P0O4 — sterilizace pies 0,22um filtr)

4.2.14 Metody provadéné jinou osobou

Pomoci téchto metod byly ziskany cerstvé PBMC pro piipravu gBCAR T lymfocyti a virus HCMV
Ad169 pro infekci bunék LEP. Metody byly provedeny Mgr. Petrem Hainzem, ktery rovnéz
provedl stimulaci PBMC darce ZV 34 /2 pomoci PepMixu™ HAdV-3.

4.2.14.1 Izolace PBMC pomoci cinidla Ficoll

Vsechny pouzité chemikdlie a roztoky byly pred provedenim izolace vytemperovany na
pokojovou teplotu.
Pfed zpracovanim Krve byly pripraveny ctyii 50ml plastové zkumavky, do kterych bylo

ptridano 15 ml ¢inidla Ficoll. 20 ml krve bylo naredéno sterilnim PBS do celkového objemu
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100-120 ml. Zfedéna krev byla rovnomérné navrstvena do pripravenych zkumavek na ¢inidlo
Ficoll (~30 ml na zkumavku). Zkumavky byly centrifugovany 30 min pti 770 g, zrychleni 5,
brzdéni 1 a teploté 20 °C. Po centrifugaci byla ze vSech zkumavek opatrné posbirdna mlécna
opaleskujici vrstva s PBMC (viz Obrazek ¢. 9) do jedné 50ml zkumavky, buiiky byly promichany
arozdeéleny do 4 novych zkumavek. Zkumavky s ¢inidlem Ficoll a dal$imi krevnimi slozkami byly
zlikvidovany.

Kazda zkumavka s PBMC byla doplnéna PBS na celkovy objem 40-45 ml. Zkumavky byly
centrifugovany 15 min pti 310 g, zrychleni 9, brzdéni 3 a teploté 20 °C. Supernatanty byly
zlikvidovany, pelety byly resuspendovany v 10 ml PBS a spojeny do jedné zkumavky, ktera byla
centrifugovana za stejnych podminek. Supernatant byl po centrifugaci odstranén, pelet
resuspendovan ve 40 ml média RPMI s 10 % FBS bez ATB a opét centrifugovan za stejnych
podminek. Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan ve 41 ml RPMI s 10 % FBS bez
ATB a nefedéné a 10x fedéné bunky byly spocitany. Po zjiSténi poctu bunék bylo potiebné
mnozstvi uloZeno do CO; inkubatoru v médiu RPMI dle provadéného pokusu. Nadbytecné bunky

byly zamrazeny. Obdobné byly izolovany také pouzivané zamrazené vzorky BC a ZV.

Vrstvy pred centrifugaci Vrstvy po centrifugaci

Plasma
Krev
| PBMC
Ficoll
Ficoll

Granulocyty

Cervené krvinky

Obrdzek ¢. 9: Separace krevnich sloZzek pomoci ¢inidla Ficoll
Vlevo zkumavka skrvi a cinidlem Ficoll pred centrifugaci, vpravo po centrifugaci se zndzornénymi

separovanymi vrstvami krevnich sloZek. Obrdzek upraven podle: https://media.nature.com/full/nature-
assets/nprot/journal/v9/n7/images/nprot.2014.104-F5.jpg [8. 12. 2017]

4.2.14.2 I1zolace viru HCMV Ad169

Pivodni inokulum HCMV Ad169 bylo ziskano od RNDr. Katefiny Roubalové, CSc., ze spole¢nosti
VIDIA spol. s.r.o. Virus byl didle mnoZen na tkanovych kulturach bunék LEP v kultivacnich
lahvich. 15-20 dni po infekci bunék, tj. v dobé€, kdy byl pozorovatelny tplny cytopaticky efekt (viz

Obrazek ¢. 10), byly kultivacni lahve 3x zmrazeny a rozmrazeny na -70 °C pro rozvolnéni bunék.
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Nasledné byly lyzované buiiky pireneseny do centrifugacnich zkumavek a centrifugovany 20 min
pti 390 g a 4 °C. Klarifikovany supernatant obsahujici virus byl poté rozplnén do
mikrozkumavek, zamrazen na -70 °C a pouzivan k infekcim.

U viru se nepodarilo dosahnout tvorby plakii a kvantifikace pomoci PFU/ml. Kvantifikace
byla provedena infekci bunék LEP na 24jamkové desti¢ce inokulem fedénym desitkovou radou.
Na jamku bylo nasazeno 60 000 bunék LEP ve 400 ul média MEM a infekce byla provedena
100 pl prislusné natedéného inokula do suspenze bunék. U pouzivaného inokula byl cytopaticky

efekt pozorovan do redéni 10-4az 10-5.

Obrazek ¢. 10: Infekce bunék LEP virem HCMV Ad169.

A) neinfikované buriky; B) buriky 10 dni po infekci HCMV Ad169; C) buriky 20 dnfi po infekci HCMV Ad169. Na
obrdzcich B) a C) je pozorovatelny silny cytopaticky efekt. Foceno na mikroskopu Nikon Eclipse TS100
(Nikon) s kamerou Olympus DP70 (Olympus) pri zvétSeni 40x. Autor fotografii: Mgr. Petr Hainz.

4.2.14.3 Stimulace PBMC ZV 34/2 pomoci peptidi HAdV-3

25x 106 rozmraZenych PBMC darce ZV 34/2 bylo resuspendovano ve 100 pl média CTL
v mikrozkumavce. Buiitkdm byl udélen antigenni puls ptfidanim 0,17 pg PepMixu™ HAdV-3 (JPT
Peptide Technologies), na ktery dany darce dobfe odpovidal v ptedchozich pokusech. Buiiky
byly umistény na 1 h do CO inkubatoru. Nasledné byly bunky preneseny na kultivacni lahev
o plose dna 75 cm? do 20 ml média CTL a umistény do CO; inkubatoru na 5 dni. Poté byly
spocitany, centrifugovany (tj. zbaveny peptidi) a resuspendovany ve 20 ml média CTL s IL-4
a IL-7 v koncentraci 0,5x 106 b/ml. Po 4 dnech bylo k bunnkam pridano 5 ml média CTL s IL-4

a IL-7 a po dalsich 3 dnech v CO; inkubatoru byly buiiky elektroporovany na pristroji Neon®.

4.2.15 Priprava materialu pro pokusy

4.2.15.1 Izolace lentivirovych plazmidii pro pfipravu lentiviri a klonovdni

Pro piipravu lentivir pouzivanych pro transdukci bunék a pro klonovani bylo potieba izolovat
vétsi mnozstvi tfi lentivirovych plazmid®, tj. plazmidd pWPXLd, psPAX2 a pMD2.G.
Z bakteridlnich konzerv pripravenych Mgr. Vojtéchem Srollerem, Ph.D., byly vyockovany

bakterie do média LB sampicilinem. Z narostlych kultur byly izolovany plazmidy pomoci
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soupravy QIAfilter Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Vzorky zizolati byly analyzovany na
elektroforéze, ktera potvrdila, Ze obsahuji plazmidovou DNA (viz Obrazek ¢. 11). Na
spektrofotometru NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies) byla zméfena koncentrace
DNA v izolatech a tyto byly dale pouzivany pro pripravu lentivirovych ¢astic, plazmid pWPXLd

byl také pouzit pro klonovani.

M 100x FLOX neFedéRX 100% F10x ne ederM 100% ¥ 10x § nefedény

pWPXLd psPAX2 pMD2.G

Obrdzek ¢. 11: Ovéreni pritomnosti DNA v izoldtech plazmidii pWPXLd, psPAX2 a pMD2.G urcenych
pro pripravu lentivirovych cdstic a klonovani.
0,8% agarozovy gel. 10x/100x i = 10x/100x redény plazmid.

4.2.15.2 Vneseni pWPXLd-gBCAR a pWPXLd do bakterii Stbil3

Lentivirovy plazmid pWPXLd-gBCAR byl ptipraven za pouziti XL-1 Blue bakterii (Agilent) (viz
kapitola 5.1). Izolace plazmidu z tohoto bakteridlnfho kmene ovSem poskytovala velmi nizké
vytézky. Proto byl plazmid pWPXLd-gBCAR a nasledné i samotny pWPXLd vnesen do
kompetentnich bakterif Stbl3™ (Thermo Fisher Scientific). Bakterie Stbl3™ se vyznacuji nizkou
frekvenci rekombinace a jsou vhodné pro mnozeni plazmidi obsahujicich dlouhé primé repetice,
které se nachazeji pravé v lentivirovém pWPXLd plazmidu. VytézKky izolované plazmidové DNA

z bakterii Stb13™ jiz byly dostacujici pro provedeni veskerych pokusi.
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5 Vysledky

5.1 Konstrukce gBCAR a lentivirového vektoru obsahujiciho gBCAR

Ke konstrukci gBCAR byla pouzita syntetickd sekvence a-gB-scFv (GeneArt) odvozena ze
sekvence scFv AE11F (Lantto et al, 2002). Signaliza¢ni ¢ast byla prevzata z CAR proti lidské
molekule CD19 (CD19-CAR) (Otahal et al., 2016; Ptackova et al., 2018). Pro vnaseni konstruktu
do T lymfocytl byl zvolen lentivirovy systém, proto bylo nutné gBCAR po zkonstruovani vlozit

do lentivirového vektoru pWPXLd.

5.1.1 Konstrukce gBCAR v plazmidu pUC18

Jako prvni krok v ptipravé gBCAR bylo nutné v plazmidu pUC18-CD19-CAR nahradit a-CD19-
scFv za synteticky a-gB-scFv z plazmidu pMA-T.

Pro izolaci DNA z gelu bylo Stépeno 6 ug plazmidi pMA-T-a-gB-scFv a pUC18-CD19-CAR
pomoci restrikénich enzymt Mlul a Spel. Zagar6zového gelu byly vyriznuty aizolovany
fragmenty a-gB-scFv (771 bp) a plazmid pUC18 se signalizac¢ni ¢asti CAR (3 469 bp, pUC18-

CAR). Kvalita izolovanych fragmenti byla ovéiena na elektroforéze (viz Obrazek ¢. 12).

a-gB-scAYUC18-CAR
M 1w sy

4000 bp PUC18-CAR (3 469 bp)
3000 bp
900 bp a-gB-scFv (771 bp)
800 bp
700 bp

Obrazek ¢. 12: DNA fragmenty a-gB-scFv a pUC18-CAR izolované z gelu a pouZité pro klonovdni.
Fragmenty byly stépeny enzymy Mlul a Spel. 0,8% agarézovy gel.

Izolované fragmenty byly ligovany v molarnim poméru koncti 1 : 3 (vektor : insert) a pouzity pro
transformaci kompetentnich XL-1 Blue bakterii. Ze Ctyr narostlych kolonii byly vyockovany
bakterie do média LB s ampicilinem. Z ¢asti narostlé kultury byly izolovany plazmidy metodou
alkalické lyze, zbyly objem kultur byl centrifugovan a pelety zamraZeny. Pro zjisténi dspésSnosti

klonovani byly izolované plazmidy Stépeny restrik¢nim enzymem Hindlll, kdy byla u ptivodniho
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pUC18-CD19-CAR ocekavana linearizace (4234 bp) a u plazmidu pUC18-gBCAR vznik
fragmentd o délce 855 bp a 3 385 bp. Podle $tépeni pomoci enzymu HindIII se vSechny klony
jevily jako spravné, u klonu A probéhlo $tépeni jen Castecné (viz Obrazek ¢. 13B). Pro dalsi praci
byl vybran klon D. Ze zamrazené bakterialni pelety D byl tedy pomoci komerc¢ni soupravy

izolovan plazmid pUC18-gBCAR obsahujici zkonstruovany gBCAR (viz Obrazek ¢. 14).

A)
pUC18-CD19-CAR

pUC18-CD19-CA M klon A \jonB klon C klon D

M klon A Elon B Kklon C klon D

4234 bp
5000 bp
4000 bp
3000 bp 3385 bp
900 bp 855 bp
800 bp

nestépené plazmidy
Hindlll

Obrdzek ¢. 13: Plazmidy izolované z bakteridlnich kolonii po transformaci ligacni smési a-gB-scFv
a pUC18-CAR.
A) nestépené plazmidy; B) plazmidy Stépené enzymem Hindlll, u DNA z klonu A probéhlo Stépent jen cdstecné.

0,8% agarozovy gel.
(845) Spel
(0) <EcoRI> ‘MII.II 75) |E-kl' (229) (804) HindIII (1008) Sfil |:',H' (1045) <EcoRI> (1554)
5001 0001 15007
[ gBCAR >
4-188 €03z \

Sig-CD8a

FLAG

Obrdzek ¢. 14: Konstrukt gBCAR

Antigen-vazebnou ¢&dst gBCAR tvori upraveny AE11F fragment odvozeny z lidské neutralizacni protildtky
(Lantto et al, 2002). Ddle CAR obsahuje CD8a transmembrdnovy retézec pro ukotveni v membrdné
a signalizacni &dst tvorenou doménami 4-1BB a CD3{. Na N konci CAR se nachdzi signalizacni sekvence
z CD8a retezce pro cileni gBCAR do cytoplazmatické membrdny, na C konci scFv fragmentu je kédovdn epitop
FLAG.
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5.1.2 Konstrukce plazmidu pBK-CMV-gBCAR

gBCAR z plazmidu pUC18 bylo nutné preklonovat do plazmidu pBK-CMV, aby byla ziskana
vhodna restrikéni mista pro dalsi klonovani do lentivirového a transpozonového plazmidu (viz
dale).

Pro izolaci z gelu bylo Stépeno 6 pg plazmidu pUC18-gBCAR pomoci enzymu EcoRL
Z agar6zového gelu byl vytriznut a izolovan fragment gBCAR o délce 1 554 bp.

Daéle bylo pro izolaci z gelu $tépeno 10 pg plazmidu pBK-CMV pomoci enzymu EcoRI. DNA
byla po restrikci defosforylovina a nanesena na agardzovy gel, ze kterého byl vyriznut
aizolovan linearizovany plazmid pBK-CMV o délce 4518 bp. Kvalita obou izolovanych

fragmenti pouzitych pro klonovani byla ovérena na elektroforéze (viz Obrazek ¢. 15).

pBK-CMV 10x ¥

A) B) m pBK-CMV
gBCAR M ul
1yl
M pBK-CMV
4518 bp
X gB CAR 6 000 bp o~ ” <«
2 000 bp 1554 bp 5000 bp
- 4000 bp
1500 bp

Obrazek ¢. 15: DNA fragmenty izolované z gelu a pouZité pro ligaci gBCAR do plazmidu pBK-CMV.
A) DNA fragment gBCAR izolovany zgelu; B) linearizovany plazmid pBK-CMV izolovany z gelu. Oba
fragmenty byly Stépeny pomoci enzymu EcoRI. 0,8% agardzové gely. 10x i = 10x redény plazmid.

Linearizovany plazmid pBK-CMV a fragment gBCAR byly ligovany v molarnim poméru konct
1:3. Po transformaci bakterii XL-1 Blue bylo vyockovano 14 kolonii do média LB
s kanamycinem a z narostlych bakteridlnich kultur byly metodou alkalické lyze izolovany
plazmidy.

JelikoZ se jednalo o neorientované klonovani, mohl se gBCAR do plazmidu pBK-CMV
zaklonovat ve dvou moznych orientacich. Pro ovéreni orientace inzertu bylo provedeno Stépeni
pomoci enzymu Mlul. Pri spravné orientaci byly ocekavany fragmenty o velikostech 2099 bp
a 3973 bp, pri Spatné orientaci fragmenty o délce 5377 bp a 695 bp. U plivodniho plazmidu
pBK-CMV mélo dojit pouze k linearizaci (4 518 bp). Dale bylo provedeno Stépeni pomoci enzymu
EcoRI, ktery mél z plazmidu pBK-CMV-gBCAR vystépit gBCAR o velikosti 1554 bp.

Restrik¢ni Stépeni ukazalo, Ze klony 1, 2, 4, 11 a 12 obsahovaly gBCAR ve spravné orientaci
(viz Obrazek €. 16). Pro dalsi praci byla zvolena DNA z klonu 1, kterou byly transformovany
bakterie XL-1 Blue, z nichZ byl poté pomoci komerc¢ni soupravy izolovan plazmid pBK-CMV-
gBCAR (viz Obrazek ¢. 17).
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A)

pBK-CMV
M1 2 3 4 56 7 8 9 101112 13 14 M
L J
pBK-CMV
6 000 bp 4518 bp
5000 bp —
4000 bp —
gBCAR
2000 bp 1554 bp
1500 bp
EcoRl
B)
pBK-CMV
M1 23 45 6 7 8 9101112 13 14 M
8000 bp
6000 bp 5377 bp
5000 bp
2000 0p 4518 bp
3000 bp 3973 bp
2500 bp 2 099 bp
2 000 bp
800 bp 695 bp
700 bp
600 bp

Milul

)

pBK-CMV
M 123456 7 891011121314 M

nestépené plazmidy

Obrazek ¢ 16: Plazmidy izolované z bakteridlnich kolonii po transformaci liga¢ni smési gBCAR
a pBK-CMV.

A) plazmidy Steépené enzymem EcoRIl; B) plazmidy stépené enzymem Hindlll; C) neStépené plazmidy.
1% agardzovy gel.

63



Xbal (1056)
EcoRI (1083)

pBK-CMV-gBCAR
6072 bp

Miul (2562)
EcoRl (2637)
BamHI (2646)

Obrdzek ¢. 17: Zkonstruovany plazmid pBK-CMV-gBCAR.

5.1.3 Exprese gBCAR z plazmidu pBK-CMV-gBCAR v bunkach 293T

Pred dalSim klonovanim bylo nutné ovéfit, zda je gBCAR zplazmidu pBK-CMV-gBCAR
produkovan v transfekovanych bunkach.

Pro ovéreni exprese konstruktu gBCAR byl plazmid pBK-CMV-gBCAR vnesen do bunék
293T pomoci kalcium-fosfatové transfekce. Jako negativni kontroly slouzily bunky
netransfekované a transfekované plazmidy pBK-CMV nebo pWPXLd (zaroven vizualni kontrola
uspésnosti transfekce diky produkci GFP). 72 h po transfekci byly bunky lyzovany v Laemmliho
pufru a analyzovany metodou western blot. Kimunodetekci byla pouzita primarni mysi
protilatka proti lidskému CD3( retézci (a-CD3(), ktery se nachazi v CAR, a sekundarni protilatka
a-mo-HRP. Jako pozitivni kontrola byl pouzit lyzat z bunék 293T transfekovanych plazmidem
pWPXLd obsahujicim CAR proti lidské molekule CD19 (pWPXLd-CD19-CAR). Lyzat byl ziskan od
Mgr. Pavliny Ptackové ze skupiny MUDr. Pavla Otahala, PhD.

Vlyzatu obsahujicim gBCAR byl detekovan signal odpovidajici molekulové hmotnosti
~56 kDa, ktery se shodoval se signdlem detekovanym v lyzatu s CD19-CAR (viz Obrazek ¢. 18).
Molekulova hmotnost ~56 kDa odpovidala predikované hmotnosti obou molekul CAR podle
nastroji ,Translate* a ,Compute pI/Mw“ na internetovém portilu ExPASy

(https://web.expasy.org/translate/; https://web.expasy.org/compute pi/; 26. 12. 2017, viz

Prilohy). Bylo tedy potvrzeno, Ze je gBCAR v transfekovanych bunkach produkovan, a bylo

mozné pristoupit k jeho preklonovani do lentivirového plazmidu.
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pWPXLd-CD19-CAR

netransfekované K
buriky (NK)pwpxLd (NK)  PBK-CMV (NI@ ) PBK-CMV-gBCAR
140 kDa — .
70 kDa — gBCAR
56 kDa
50 kDa —
25kDa —

Obrdzek ¢. 18: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pBK-CMV-gBCAR v burikdch 293T pomoci
metody western blot protildtkou a-CD3g.

Analyza lyzdti z bunék 293T transfekovanych plazmidy pBK-CMV-gBCAR, pWPXLd-CD19-CAR, pBK-CMV
a pWPXLd pomoci kalcium-fosfatu a z bunék netransfekovanych. PouZita byla primdrni protildtka a-CD3{
(1:1000) a sekunddrni protildtka a-mo-HRP (1 : 2 000). Na gel byly naneseny vzorky po 15 ul, pozitivni
kontroly z bunék 293T transfekovanych plazmidem pWPXLd-CD19-CAR bylo naneseno 20 ul. Délka expozice:
1 min. 10% separacni polyakrylamidovy gel. Silnéjsi signdl u CD19-CAR vzorku byl zpiisoben vétsim
mnoZstvim vzorku a silnejsim promotorem v plazmidu pWPXLd (EF-1a promotor) oproti pBK-CMV (CMV
promotor). V tomto vzorku jsou rovnéZ patrné dalsi prouzky, které mohou odpovidat multimertim CD19-CAR
(nad 140 kDa) nebo rozpadovym produktiim (pod 25 kDa). NK = negativni kontrola, PK = pozitivni kontrola.

5.1.4 Konstrukce lentivirového plazmidu pWPXLd-gBCAR

Pro pripravu lentivirGi bylo nutné preklonovat gBCAR z plazmidu pBK-CMV do lentivirového
plazmidu pWPXLd. Pro tento ucel byl plazmid pBK-CMV-gBCAR S$tépen pomoci restrikénich
enzyml BamHI a Xbal a plazmid pWPXLd pomoci enzymti BamHI a Spel, pricemZ bylo vyuzito
komplementarity restrik¢nich mist Xbal a Spel. Enzymy BamHI a Spel byl zaroven z plazmidu
pWPXLd vyStépen gen pro GFP, ktery se v ném prirozené vyskytuje.

Pro izolaci z gelu bylo Stépeno 10 pg plazmidu pBK-CMV-gBCAR pomoci enzym@ BamHI
a Xbal. Z agar6zového gelu byl vytriznut a izolovan fragment gBCAR o délce 1590 bp (viz Obrazek
¢. 19A).

Dale bylo pro izolaci z gelu $tépeno 5 pg plazmidu pWPXLd pomoci enzymti BamHI a Spel.
DNA byla nanesena na agarézovy gel, ze kterého byl vyfriznut a izolovan fragment plazmidu

pWPXLd o délce 9 627 bp (viz Obrazek ¢. 19B).
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A) B)
M gBCAR M pWPXLd

pWPXLd

2000 bp gBCAR 9627 bp
1590 bp 10 000 bp

Obrdzek ¢ 19: DNA fragmenty izolované z gelu a pouZité pro ligaci gBCAR do plazmidu pWPXLd.
A) DNA fragment gBCAR izolovany z gelu Stépeny enzymy BamHI a Xbal; B) DNA fragment plazmidu
pWPXLd izolovany z gelu $tépeny enzymy BamHI a Spel. 1% (gBCAR) a 0,6% (pWPXLd) agardzovy gel

[zolovany fragment plazmidu pWPXLd byl defosforylovan fosfatdzou, ktera byla nasledné
tepelné inaktivovana. Fragmenty pWPXLd a gBCAR byly poté ligovany v molarnim poméru
konct 1:1 a1l: 4. Po transformaci XL-1 Blue bakterii bylo vyockovano 24 kolonii do média LB
s ampicilinem a z narostlych bakteridlnich kultur byly metodou alkalické lyze izolovany
plazmidy.

Pro ovéreni zaklonovani gBCAR do pWPXLd bylo provedeno $tépeni pomoci enzymi
BamHI a Xbal. Pri dspéSném zaklonovani gBCAR do pWPXLd byly ocekdvany fragmenty
o velikostech 2 518 bp a 8 699 bp. U ptivodniho plazmidu pWPXLd byly ocekavany fragmenty
o velikostech 1 756 bp a 8 699 bp.

Restrike¢ni Stépeni ukazalo, Ze klony 1-5, 7-17, 19-21 a 23 obsahovaly zaklonovany gBCAR
(viz Obrazek ¢. 20). Pro dalsi praci byla zvolena DNA z Kklonu ¢. 5, kterou byly transformovany
kompetentni XL-1 Blue bakterie, z nichz byl nasledné pomoci komerc¢ni soupravy izolovan

plazmid pWPXLd-gBCAR urceny pro pripravu lentivirovych ¢astic (viz Obrazek ¢. 21).
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B)
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123456 78 M910111213141516 M 1718 192021222324 M
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-

nestépené plazmidy

Obrdzek ¢ 20: Plazmidy izolované z bakteridlnich kolonii po transformaci ligaéni smési gBCAR
a pWPXLd.
A) plazmidy stépené enzymy BamHI a Xbal; B) nestépené plazmidy. 0,8% agarézovy gel.

540 POIY(A) sign

- \9] oS

PWPXLd-gBCAR
11 217 bp

BamHI (3498)

Factor Xa site

Spel (4353)

(5016) Xbal

Obrdzek ¢ 21: Plazmid pWPXLd-gBCAR.
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5.1.5 Exprese gBCAR z plazmidu pWPXLd-gBCAR v bunkach 293T

Pfed samotnou pripravou lentivirovych ¢astic bylo nutné ovérit, Zze se gBCAR z plazmidu
pWPXLd produkuje v transfekovanych bunkach.

Plazmid pWPXLd-gBCAR byl vnesen do bunék 293T pomoci ¢inidla Metafectene v poméru
1:4 (DNA : Metafectene). Jako negativni kontrola byly pouzity buiiky transfekované plazmidem
pWPXLd (GFP) a netransfekované buiiky. 48 h po transfekci byly buniky lyzovany v Laemmliho
pufru a analyzovany metodou western blot (viz Obrazek ¢. 22). Kimunodetekci byla pouzita
primarni protilatka a-CD3( a sekundarni protilatka a-mo-HRP. V lyzatu obsahujicim gBCAR byl

detekovan signal odpovidajici predikované velikosti ~56 kDa.

netransfekované
buriky (NK) pWPXLd (NK) pWPXLd-gBCAR

gBCAR
70 kDa —— “ 56 kDa
%
50 kDa ——

Obrdzek ¢. 22: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pWPXLd-gBCAR v buiikdch 293T pomoci
metody western blot protildtkou a-CD3(.

Analyza lyzdtii zbunék 293T transfekovanych plazmidy pWPXLd-gBCAR a pWPXLd pomoci C¢inidla
Metafectene (1 : 4) a z bunék netransfekovanych. PouZita byla primdrni protildtka a-CD3{ (1 : 2 000)
a sekunddrni protildtka a-mo-HRP (1 : 2 000). Na gel byly naneseny vzorky po 10 ul. Délka expozice: 10 s.
10% separacni polyakrylamidovy gel. NK = negativni kontrola.

Produkce gBCAR byla otestovana také pomoci pritokové cytometrie. 293T bunky byly
transfekovany plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci ¢inidla Metafectene v poméru 1 : 4. Jako
kontrola byly pouzity buriky transfekované plazmidem pWPXLd (GFP) a netransfekované buriky.
Po 48 h byly bunky sklizeny a barveny intracelularné pomoci primarni protilatky a-CD3(
a sekundarni protilatky proti mySimu IgG konjugované s Alexa Fluor 647 (o«-mo-AF647). Méteni
na pritokovém cytometru odhalilo ~15,1 % gBCAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 23).
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Produkce gBCAR z plazmidu pWPXLd-gBCAR byla tedy potvrzena pomoci western blotu

i pritokové cytometrie a mohlo byt piikroceno k pripravé lentivirovych castic.
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Obrazek ¢. 23: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pWPXLd-gBCAR v burikdch 293T pomoci
priitokové cytometrie protildtkou a-CD3.

Buriky byly pripraveny transfekci pomoci Cinidla Metafectene v poméru 1 : 4. Byly barveny ¢inidlem L&D
a ndsledné intraceluldrné primdrni protilatkou «-CD3{ (1 ug / 10° bunék) a sekunddrni protildtkou
a-mo-AF647 (1 : 200). A) detekce gBCAR v burikdch 293T transfekovanych plazmidem pWPXLd-gBCAR
s gateovaci strategii pokusu, kompletni barveni; B) detekce gBCAR v kontrolnich burikdch transfekovanych
plazmidem pWPXLd, kompletni barveni; C) prekryti obrysovych grafii A a B; D) detekce GFP v burikdch
transfekovanych plazmidem pWPXLd, kompletni barventi.
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5.2 Identifikace vhodné protilatky pro detekci gBCAR na povrchu

bunék pomoci pratokové cytometrie

Pro detekci gBCAR v experimentalnich buné¢nych liniich a v cilovych T lymfocytech byla zvolena
pritokova cytometrie. Pro fungovani CAR je nezbytna jeho lokalizace na povrchu buiiky. Bylo
proto potreba najit protilatku, ktera by cilila na extracelularni ¢ast molekuly gBCAR a pfi barveni
dokazala podat informaci o pritomnosti gBCAR na bunééné membrané. a-CD3( protilatka, ktera
byla pouzita pro prvni detekce gBCAR ve 293T bunkach, se vaze na intracelularni ¢ast molekuly.
Navic by ji nebylo moZné pouZit pro detekci gBCAR v T lymfocytech vzhledem k pritomnosti
CD3( retézce v TCR. Proto bylo tfeba nalézt jinou vhodnou protilatku, kterou by bylo mozné

pouzit pro povrchovou detekci gBCAR v T lymfocytech pomoci pritokové cytometrie.

5.2.1 Protilatky proti epitopu FLAG

Zkonstruovana molekula gBCAR obsahuje ve své extracelularni a-gB-scFv c¢asti epitop FLAG
(aminokyselinova sekvence DYKDDDDK; viz Obrazek ¢. 14). Proto byly nejprve vyzkousSeny
protilatky proti tomuto epitopu.

Lyzaty zprvni transfekce bunék 293T pomoci pBK-CMV-gBCAR, ve kterych byla jiz
ptitomnost gBCAR potvrzena pomoci protilatky a-CD3( (viz kapitola 5.1.3), byly znovu
analyzovany metodou western blot ve dvou paralelach. Jedna byla detekovana primarni mysi
protilatkou a-FLAG-ReadyTag, druha mysi protilatkou a-FLAG-M2. Jako sekundarni protilatka
byla v obou ptipadech pouzita protilatka a-mo-HRP. U obou protilatek proti epitopu FLAG byl ve
vSech vzorcich viditelny silny nespecificky signal a nebylo mozné detekovat zadny prouzek

okolo 56 kDa, ktery by se nenalézal v negativnich kontrolach (viz Obrazek ¢. 24).
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Obrdzek ¢. 24: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pBK-CMV-gBCAR v burikdch 293T pomoci
metody western blot primdrnimi protildtkami proti epitopu FLAG.

Analyza lyzdti z 293T bunék transfekovanych plazmidy pBK-CMV-gBCAR, pBK-CMV, pWPXLd a z bunék
netransfekovanych. A) detekce primdrni protildtkou a-FLAG-ReadyTag (1 : 320), B) detekce primdrni
protildtkou a-FLAG-M2 (1 : 500). V obou pripadech byla pouZita sekunddrni protildatka a-mo-HRP (1 : 2 000).
Na gel byly naneseny vzorky po 25 ul. Ve vsech vzorcich je patrny silny nespecificky signdl, gBCAR okolo
56 kDa nelze detekovat. Délka expozice: 5 min. 10% separacni polyakrylamidovy gel. NK = negativni
kontrola.

Detekce pomoci protilatek proti epitopu FLAG byla zopakovana jeSté jednou s lyzaty z bunék
293T transfekovanych plazmidem pWPXLd-gBCAR, ve kterych jiz byla pfitomnost gBCAR
potvrzena (viz kapitola 5.1.5). Bylo ocekavano, Ze silnéjsi promotor v plazmidu pWPXLd (EF-1a)
oproti pBK-CMV (CMV) by mohl zajistit vyssi expresi gBCAR v bunikach a umoZnit tak jeho
detekci. Protilatky byly nafedény dvakrat vice nez v predchozim pokusu (tj. a-FLAG-ReadyTag
1:400 a a-FLAG-M2 1 : 1 000) a i kdyz se podarilo snizit pozadi, opét se nepodarilo detekovat
zadny signal okolo 56 kDa specificky jen pro buiiky transfekované plazmidem pWPXLd-gBCAR
(data neukazana). Ani jedna z protilatek proti epitopu FLAG tedy nedokazala gBCAR na western
blotu detekovat.

5.2.2 Protilatky proti lidskému IgG
Protilatky proti epitopu FLAG byly tedy opustény a pro detekci byly vyzkouSeny protilatky proti

molekule lidského IgG a jejim jednotlivym fetézcim.

5.2.2.1 Protilatky proti kappa retézci lidského IgG
Nejprve byla vyzkouSena mysi protildtka proti kappa tetézci lidského IgG konjugovana s PE.
Buiiky 293T transfekované plazmidem pWPXLd-gBCAR byly barveny extraceluldrné v redéni
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1:120 a nasledné zméreny na pritokovém cytometru, protilatka vSak nedokazala gBCAR na

povrchu bunék detekovat (data neukazana).

5.2.2.2 Protilatky proti tézkému a lehkému retézci lidského IgG

Déale byla vyzkouSena kozi protilatka proti tézkému a lehkému tetézci (H+L) lidského IgG
konjugovana s Alexa Fluor 488 (a-hu-IgG-AF488).

Buiiky 293T byly transfekovany plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci ¢inidla Metafectene
v poméru 1 : 2. Jako kontrola byly pouzity buriky transfekované plazmidem pWPXLd (GFP) nebo
buiiky netransfekované. Po 48 h byly buriky sklizeny a barveny extracelularné pomoci a-hu-IgG-
AF488 protilatky a intracelularné pomoci protilatek a-CD3{ a a-mo-AF647 pro analyzu
pritokovou cytometrii. Protildtka o-hu-IgG-AF488 dokazala gBCAR rozpoznat, bylo s ni
detekovano ~14,2 % gBCAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 25, A-C). Barveni pomoci protilatek a-CD3¢
a a-mo-AF647 detekovalo ~12,9 % gBCAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 25, E-G). Bez rozliSeni zivych
a mrtvych bunék bylo ptfi obou barvenich nalezeno ~40 % gBCAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 25D
a H).
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Obrazek ¢ 25: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pWPXLd-gBCAR v burikdch 293T
pritokovou cytometrii pomoci protilatky a-hu-IgG-AF488 a dvojice protildtek a-CD3{ a a-mo-AF647.
Buriky byly pripraveny transfekci pomoci ¢inidla Metafectene v poméru 1 : 2. Byly barveny ¢inidlem L&D, ddle
extraceluldrné protildtkou a-hu-IgG-AF488 a intraceluldrné primdrni protildtkou a-CD3{ (1 ug / 106 bunék)
a sekunddrni protildtkou a-mo-AF647 (1 : 400). A) detekce gBCAR v burikdch 293T transfekovanych
plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci protildtky a-hu-IgG-AF488 s gateovaci strategii pokusu, kompletni
barveni; B) kontrolni buriky transfekované plazmidem pWPXLd-gBCAR barvené L&D; C) prekryti obrysovych
grafii A a B; D) detekce gBCAR v burikdach 293T transfekovanych plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci
protildtky a-hu-lgG-AF488 bez L&D; E) detekce gBCAR v burikdch 293T transfekovanych plazmidem
pWPXLd-gBCAR pomoci protildtek a-CD3{ a a-mo-AF647, kompletni barveni; F) kontrolni buriky
transfekované plazmidem pWPXLd, kompletni barveni; G) prekryti obrysovych grafii E a F; H) detekce gBCAR
v burikdch transfekovanych plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci protildtek a-CD3{ a a-mo-AF647 bez L&D.

Pro detekci byla dale vyzkouSena osli protilatka proti H+L lidského IgG konjugovana s HRP
(a-hu-IgG-HRP). Test proveden pomoci western blotu.

Na polyakrylamidovy gel byly naneseny vzorky lyzati z transfekce bunék 293T plazmidem
pWPXLd-gBCAR (viz kapitola 5.1.5). Po preneseni na nitrocelulé6zovou membranu byla
provedena imunodetekce protilatkou a-hu-IgG-HRP. V diisledku zavady na vyvolavacim pristroji
bylo vyvolani provedeno aZ s odstupem 40 min po pridani substratu, proto byl ziskany signal na
fotografickém filmu velmi slaby, presto vSak bylo mozné ve vzorku s gBCAR nalézt signal

v oblasti ~56 kDa odpovidajici gBCAR proteinu (viz Obrazek ¢. 26).
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Obrazek ¢. 26: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pWPXLd-gBCAR v burikdch 293T pomoci
metody western blot protildtkou a-hu-IgG-HRP.

Analyza lyzdti zbunék 293T transfekovanych plazmidy pWPXLd-gBCAR, pWPXLd a z bunék
netransfekovanych. Byla pouZita protildtka a-hu-IgG-HRP (1 : 10 000). Na gel byly naneseny vzorky po 10 ul.
Délka expozice: 20 min (od naneseni substrdtu po zacdtek vyvoldvdni ubéhlo 40 min). 10% separacni
polyakrylamidovy gel. NK = negativni kontrola.
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Pro otestovani na pritokovém cytometru byla protilatka a-hu-IgG od Jackson

ImmunoResearch objedndna ve varianté konjugované s flurochromem Alexa Fluor 647 (a-hu-

IgG-AF647).

Buiiky 293T byly transfekovany plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci ¢inidla Metafectene

v pomeéru 1 : 3. Jako kontrola byly pouzity buiiky transfekované plazmidem pWPXLd (GFP) nebo

buiiky netransfekované. Po 48 h byly bunky sklizeny a barveny extraceluldrné pomoci protilatky

a-hu-IgG-AF647. Pritokovou cytometrii bylo potvrzeno, Ze protilatka dokaze gBCAR rozpoznat,

kdyzZ s ni bylo detekovano ~21 % gBCAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 27). Protilatka a-hu-IgG-AF647

tedy byla dale pouzivana pro povrchovou detekci gBCAR v T lymfocytech.
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Obrazek ¢ 27: Detekce gBCAR produkovaného z plazmidu pWPXLd-gBCAR v burikdch 293T
pritokovou cytometrii pomoci protilatky a-hu-IgG-AF647.

Buriky byly pripraveny transfekci pomoci ¢inidla Metafectene v poméru 1 : 3. Byly barveny cinidlem L&D
a extraceluldrné protildtkou a-hu-IgG-AF647 (1 : 200). A) detekce gBCAR v burikdch transfekovanych
plazmidem pWPXLd-gBCAR pomoci protildtky a-hu-lgG-AF647 sgateovaci strategii pokusu, kompletni
barveni; B) kontrolni buriky netransfekované, kompletni barveni; C) prekryti obrysovych grafii A a B;
D) detekce GFP v burikdch transfekovanych plazmidem pWPXLd, kompletni barvent.

5.3 Exprese gBCAR v bunkach Jurkat po transdukci lentiviry

Po nalezeni vhodné protilatky pro povrchovou detekci gBCAR bylo pristoupeno k ptipravé
lentivirovych castic. Pred transdukci gBCAR do darcovskych T lymfocyti bylo vyzkouseno jejich
vneseni do bunécné linie T lymfocyta Jurkat.

Byly pripraveny lentiviry nesouci gen pro gBCAR a GFP, kterymi byly transdukovany
buiiky Jurkat. Po 10 dnech byla ¢ast bunék odebrana a barvena extracelularné protilatkou
a-hu-IgG-AF647 pro analyzu pritokovou cytometrii. Bylo detekovano ~8 % gBCAR+ bunék,
které ovsem nebyly barveny Cinidlem L&D, takZe zahrnovaly i mrtvé bunky (data neukdzana).
Buiiky byly dale péstovany v CO;inkubatoru po dobu 7 tydnli a poté opét zméfeny na
pritokovém cytometru. Bylo detekovano ~1,44 % zivych stabilné transfekovanych gBCAR+
bunék (viz Obrazek ¢. 28).
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Obrdzek ¢ 28: Detekce gBCAR pomoci priitokové cytometrie v burtkach Jurkat transdukovanych
lentiviry po dlouhodobé kultivaci.

Buriky byly pripraveny transdukci gBCAR/GFP lentiviry. Ndsledné byly péstovdny 7 tydnii v COz inkubdtoru
a poté zméreny na priitokovém cytometru. Byly barveny Cinidlem L&D a extraceluldrné protildtkou a-hu-1gG-
AF647 (1 :200). A) detekce gBCAR v burikdch transdukovanych gBCAR lentiviry s gateovaci strategii pokusu,
kompletni barveni; B) kontrolni buriky transdukované GFP lentiviry barvené L&D; C) prekryti grafii A a B;
D) detekce GFP v burikdch transdukovanych GFP lentiviry, kompletni barveni.

5.4 Exprese gBCAR v darcovskych T lymfocytech po transdukci

lentiviry

Po pokusech s bunéc¢nou linif Jurkat bylo pristoupeno k vnaSeni gBCAR primo do darcovskych
T lymfocytd.

Rozmrazené PBMC darce BC 48 byly ponechany pies noc v CO; inkubatoru a druhy den
byly transdukovany gBCAR a GFP lentiviry. Po 14 dnech péstovani v RPMI s IL-2 byla ¢4st bunék
barvena extracelularné a cast intracelularné protilatkou o-hu-IgG-AF647 pro analyzu
pritokovou cytometrii. Pomoci extracelularniho barveni bylo detekovano ~19,4 % gBCAR+
bunék (viz Obrazek ¢. 29, A-C), intracelularni barveni odhalilo ~3,9 % gBCAR+ (viz Obrazek
¢. 29, E-G).
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Obrdzek ¢. 29: Extraceluldrni a intraceluldrni detekce gBCAR vrozmraZenych T lymfocytech
transdukovanych lentiviry pomoci priitokové cytometrie.

Buriky byly rozmraZeny a transdukovdny gBCAR/GFP lentiviry. Ndsledné byly péstovdny 14 dni
v COz inkubdtoru v RPMI s IL-2 a poté byly zméreny na priitokovém cytometru. Buriky byly barveny Cinidlem
L&D a extraceluldrné i intraceluldrné protildtkou a-hu-1gG-AF647 (1 : 200). A) extraceluldrni detekce gBCAR
v T lymfocytech transdukovanych gBCAR lentiviry s gateovaci strategii extraceluldrnich vzorki, kompletni
barveni; B) kontrolni bunky transdukované GFP lentiviry kompletné barvené extraceluldrné; C) prekryti
obrysovych grafit A a B; D) detekce GFP v burikdch transdukovanych GFP lentiviry, kompletni extraceluldrni
barveni; E) intraceluldrni detekce gBCAR v T lymfocytech transdukovanych gBCAR lentiviry s gateovaci
strategii intraceluldrnich vzorki, kompletni barveni; F) kontrolni bunky transdukované GFP lentiviry
kompletné barvené intraceluldrné; G) prekryti grafi E a F.

Protoze v predchozim pokusu nebyla pri barveni pouzita mysi protilatka proti lidské molekule
CD3 pro urceni T lymfocytl (a-CD3-APC/Cy7 nebo a-CD3-BV786), byla znovu provedena

transdukce do rozmrazenych PBMC darce BC 48. Bunky byly po rozmrazeni ponechany pies noc
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v CO2 inkubatoru a druhy den transdukovany gBCAR a GFP lentiviry. Buniky byly poté péstovany
14 dni v RPMI s IL-2 a nasledné barveny extracelularné protilatkami a-CD3-APC/Cy7 a a-hu-IgG-
AF647. Pritokovou cytometrii bylo uspésné detekovano ~8,1 % gBCAR+ CD3+ bunék (viz

Obrazek €. 30). Z bunék vybranych podle grafu FSC-A vs. SSC-A jako T lymfocyty bylo jen asi 1 %
CD3-.
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Obrdzek ¢ 30: Detekce gBCAR v rozmrazenych T lymfocytech transdukovanych lentiviry pomoci
priitokové cytometrie za vyuZiti protildatky proti molekule CD3.

Buriky byly rozmraZeny a transdukovdny gBCAR/GFP lentiviry. Ndsledné byly péstovdny 14 dnii
v CO; inkubdtoru v RPMI s IL-2 a poté byly zméreny na pritokovém cytometru. Buriky byly barveny ¢inidlem
L&D a extraceluldrné protildtkami a-hu-1gG-AF647 (1 : 100) a a-CD3-APC-Cy7 (1 ul / 10¢ bunek). A) detekce
gBCAR v T lymfocytech transdukovanych gBCAR lentiviry s gateovaci strategii pokusu, kompletni barveni;
B) kontrolni netransdukované buriky kompletné barvené; C) prekryti grafii A a B.
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Nasledné byla vyzkouSena transdukce gBCAR do Cerstvé izolovanych PBMC darce 58. V den
izolace byly buniky transdukovany gBCAR a GFP lentiviry. Buiiky byly 14 dni péstovany v RPMI
s IL-2 a poté barveny extracelularné protildtkami o-CD3-APC/Cy7 a a-hu-IgG-AF647, pricemZ
byla provedena inkubace s 10% lidskym sérem v pufru FACS. Priitokovou cytometrii bylo
detekovano ~13,4 % gBCAR+ CD3+ bunék (viz Obrazek ¢. 31). Z bunék vybranych podle grafu
FSC-A vs SSC-A jako T lymfocyty bylo méné nez 1 % CD3-.
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Obrdzek ¢. 31: Detekce gBCAR v T lymfocytech pripravenych transdukci lentivirii do ¢erstvého PBMC.

Buriky byly izolovdny z Cerstvé odebrané krve ddrce 58 a transdukovdny gBCAR/GFP lentiviry. Ndsledné byly
peéstovany 14 dnii v COz inkubdtoru v RPMI s IL-2 a poté zméreny na priitokovém cytometru. Buriky byly
barveny ¢inidlem L&D a extraceluldrné protildtkami a-hu-IgG-AF647 (1 : 100) a a-CD3-APC-Cy7 (1 ul /
106 bunék). A) detekce gBCAR v T lymfocytech transdukovanych gBCAR lentiviry s gateovaci strategii pokusu,
kompletni barveni; B) kontrolni netransdukované bunky kompletné barvené; C) prekryti grafii A a B.
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5.5 Priprava gBCAR T lymfocytli pomoci transpozonového systému

piggyBac
Kromé vnaseni gBCAR do T lymfocyt pomoci lentivirovych vektori byl vyzkousen tzv. piggyBac
transpozonovy systém. Jedna se o dvojici plazmidt, nosicovy plazmid pPBEF a plazmid pBASE

koédujici enzym transpozazu, ktera zajisti integraci do genomu buriky, a tedy stabiln{ transfekci.

5.5.1 Konstrukce piggyBac vektoru obsahujiciho gBCAR

Nejprve bylo nutné vlozit konstrukt gBCAR do nosi¢ového plazmidu pPBEF.

Pro izolaci z gelu bylo $tépeno 8 pg cilového plazmidu pPBEF pomoci enzymu EcoRI. Po
Stépeni byl enzym tepelné inaktivovan, plazmid defosforylovan a fosfatdza nasledné rovnéz
tepelné inaktivovana. Z agarézového gelu byl vytiznut a izolovan linearizovany plazmid o délce
5101 bp.

Déale bylo pro izolaci z gelu stépeno 8 pg plazmidu pBK-CMV-gBCAR pomoci enzymu
EcoRI. Z agarézového gelu byl vyfiznut a izolovan fragment gBCAR o délce 1 554 bp. Oba

fragmenty pouzité pro klonovani byly nasledné ovéreny na elektroforéze (viz Obrazek ¢. 32).

1pl10x ¥ 1l 10x ¢
W W ST ST

t ‘ pPBEF
5101 bp
6 000 bp L ’ [ e <«

5000 bp

2ul 1l

gBCAR
1554 bp
Il S— —

2000 bp

1500 bp

gBCAR pPBEF

Obradzek ¢. 32: DNA fragmenty gBCAR a linearizovaného plazmidu pPBEF izolované z gelu a pouZité
pro klonovani.

Fragmenty byly vystépeny enzymem EcoRI. 0,8% agardézovy gel. 10x i = 10x iedény plazmid.

Linearizovany plazmid pPBEF a fragment gBCAR byly ligovany v molarnim poméru koncti 1 : 3.
Po transformaci bakterii XL-1 Blue bylo vyockovano 10 kolonii do média LB s ampicilinem
a z narostlych bakterialnich kultur byly metodou alkalické lyze izolovany plazmidy.

Pro zjisténi uspésnosti zaklonovani gBCAR do pPBEF bylo provedeno Stépeni plazmidu
pomoci enzymu EcoRI. Jelikoz se jednalo o neorientované klonovani a gBCAR se mohl do

plazmidu pPBEF zaklonovat ve dvou moznych orientacich, bylo provedeno také stépeni pomoci
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enzymu Spel. Pii spravné orientaci inzertu byly ocekdvany fragmenty o velikostech 950 bp
a5 705 bp, pri Spatné orientaci fragmenty o délce 1 088 bp a 5 567 bp. U ptivodniho plazmidu
pPBEF mélo dojit pouze k linearizaci (5 101 bp).

Restrikéni Stépeni ukazalo, Ze klony 1, 6, 7, 8 a 9 obsahovaly gBCAR ve spravné orientaci
(viz Obrazek €. 33). Pro dalsi praci byla zvolena DNA z klonu ¢. 6, kterou byly transformovany
bakterie Stbl3, z nichZ byl nasledné pomoci komer¢ni soupravy izolovan plazmid pPBEF-gBCAR

urceny pro elektroporace T lymfocyta (viz Obrazek ¢. 34).

A)

pPBEF 10x i pPBEF 10x f
M 12 34567 8910M 1 23 456 78910 M

6 000 bp ! ' pPBEF
5000 bp ) 5101 bp
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Se® scoeee® ;

-y . ™) ;

'-. -
2000 bp - - gBCAR

1554 bp

1500 bp - -

nestépené plazmidy EcoRlI

pPBEF 100x f

8 883 B

1500 bp

1031bp
900 bp

Spel

Obrdzek ¢ 33: Plazmidy izolované z bakteridlnich kolonii po transformaci ligacni smési gBCAR
a pPBEF.

A) nestépené plazmidy a plazmidy Stépené enzymem EcoRI; B) plazmidy stépené enzymem Spel. U klonii 2, 5
a 10 Stépenych enzymem Spel je viditelny nezndmy fragment o velikosti okolo 780 bp. 0,8% (A) a 1% (B)
agarézovy gel. 10x/100x ¥ = 10x/100x fedény plazmid.
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Obrdzek ¢. 34: Plazmid pPBEF-gBCAR.

5.5.2 Vneseni vektort piggyBac do T lymfocytl pomoci elektroporace

Plazmidy piggyBac systému byly vnaseny do bunék pomoci elektroporatoru Neon®. Cerstvé
izolované PBMC darce 56 byly vedle plazmidu pBASE elektroporovany samotnym plazmidem
pPBEF-gBCAR nebo kombinaci pPBEF-gBCAR a plazmidu pPBEF s CD19-CAR (pPBEF-CD19-
CAR). Pro kontrolu elektroporace byl do ¢asti bunék elektroporovan také plazmid pWPXLd
(GFP). Druhy den byly builky svnesenym samotnym pPBEF-gBCAR preneseny na jamky
s adsorbovanymi protilatkami a-CD3 + a-CD28 (1) nebo a-CD3 + a-CD28 + a-hu-IgG-AF647 (2)
nebo a-hu-IgG-AF647 (3). Po 12 dnech péstovani v médiu CellGro s IL-4 a IL-7 byly vSechny
buiikky barveny extracelularné protilatkami a-CD3-BV786 a a-hu-IgG-AF647, pricemz byla
provedena inkubace s 10% lidskym sérem v pufru FACS. Nasledovalo méreni na pritokovém
cytometru.

Ve vzorku stimulovaném dvojici protilatek a-CD3 + a-CD28 bylo detekovano ~1,6 %
gBCAR+ CD3+ bunék (viz Obrazek ¢. 35, A-C), ve vzorku stimulovaném trojici protilatek a-CD3 +
a-CD28 + a-hu-IgG-AF647 byla detekovana ~2 % gBCAR+ CD3+ bunék (viz Obrazek ¢. 35B, D
aE). Ve vzorku stimulovaném samotnou o-hu-IgG-AF647 protilatkou a ve vzorku
elektroporovaném zaroven plazmidy pPBEF-gBCAR a pPBEF-CD19-CAR bylo detekovano pouze
4-8 % zivych bunék, tyto vzorky proto nebyly vyhodnoceny.
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Obrazek ¢. 35: Detekce gBCAR v T lymfocytech pripravenych elektroporaci ¢erstvych PBMC a ndsledné
stimulovanych protilatkami.

Buriky byly izolovdny z Cerstvé odebrané krve ddrce 56 a elektroporovdny prislusnymi plazmidy systému
piggyBac (pBASE a pPBEF-gBCAR + pripadné pPBEF-CD19-CAR) nebo kontrolnim GFP plazmidem pWPXLd
na pristroji Neon®. Druhy den byly pfemistény na desticku s navdzanou kombinaci protildtek a-CD3 / a-CD28
/ a-hu-19G-AF647. T lymfocyty byly péstovdny 12 dnii v CO: inkubdtoru v CellGro s IL-4 a IL-7 a poté byly
zméreny na priitokovém cytometru. Buiiky byly barveny cinidlem L&D a extraceluldrné protildtkami a-CD3-
BV786 (1 ul / 10% bunék) a a-hu-IgG-AF647 (1 : 200). A) detekce gBCAR v T lymfocytech elektroporovanych
plazmidem pPBEF-gBCAR a ndsledné stimulovanych protildtkami a-CD3 + a-CD28, gateovaci strategie,
kompletni barveni; B) kontrolni netransfekované a nestimulované buriky kompletné barvené; C) prekryti
grafii A a B; D) detekce gBCAR v T lymfocytech elektroporovanych plazmidem pPBEF-gBCAR a ndsledné
stimulovanych protildtkami a-CD3 + a-CD28 + a-hu-1gG-AF647, gateovaci strategie, kompletni barveni;
E) prekryti grafii D a B.

Vedle elektroporace cCerstvych PBMC byla vyzkouSena elektroporace také do rozmraZenych
PBMC darce ZV 34/2, které byly ponechany pifes noc v CO; inkubatoru, a do rozmrazenych
ZV 34/2 bunék stimulovanych mixem peptidl z lidského adenoviru sérotypu 3 (HAdV-3), na
ktery dany darce dobre odpovidal. Ani v jednom pripadé vsSak bunky neprezily (data
neukazana).

Vzhledem k horsim vysledkiim ptipravy gBCAR T lymfocytli pomoci systému piggyBac
v porovnani s lentivirovymi vektory byl pro pripravu gBCAR T lymfocytii pro funk¢ni testovani

zvolen navrat k pouziti lentivirovych vektora.

5.6 Priprava cilovych bunék exprimujicich gB

Pro testovani funkcnosti gBCAR T lymfocytd bylo potieba pripravit cilové bunky exprimujici na

svém povrchu gB.

5.6.1 Priprava cilovych bunék pomoci elektroporace

Jako cilové bunky mély byt pouZzity suspenzni buiilky K562 transfekované plazmidem
pBK-CMV-gB, ktery byl v laboratofi ptripraven v minulosti. Byly provedeny dvé elektroporace na
elektroporatoru Bio-Rad Gene Pulser® II, ani jedna z nich se vSak nezdarila natolik, aby bylo

mozné na povrchu bunék detekovat gB pomoci priitokové cytometrie (data neukazana).

5.6.2 Priprava cilovych bunék pomoci lentivirové transdukce

Protoze se opakované nedaftilo pripravit cilové buiiky elektroporaci plazmidu pBK-CMV-gB, byla
jako alternativni postup zvolena piiprava lentiviri kddujicich gB, které mély zaroven umoznit

pripravu bunécné linie exprimujici gB stabilné.
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5.6.2.1 Konstrukce lentivirového plazmidu pWPXLd-gB
Nejprve bylo tedy nutné vyStépit gen pro gB z plazmidu pBK-CMV-gB a vlozit jej do plazmidu
pWPXLd.

Pro izolaci z gelu bylo Stépeno 10 pg plazmidu pBK-CMV-gB pomoci enzymiti BamHI a Xbal.
Z agar6zového gelu byl vyriznut a izolovan fragment gB o délce 2 797 bp, ktery byl nasledné
ovéren na elektroforéze (viz Obrazek ¢. 36).

U plazmidu pWPXLd byla pouZzita DNA Stépend pomoci enzym@ BamHI a Spel, ktera byla
izolovana z gelu a vyuzita jiz pro klonovani gBCAR do pWPXLd (viz kapitola 5.1.4.). Kvalita DNA

byla ovérena na elektroforéze (viz Obrazek ¢. 36).

gB PWPXLd
M w1y
PWPXLd
9627 bp
gB

2797 bp

3000 bp

2500 bp

Obradzek ¢. 36: DNA fragmenty gB a plazmidu pWPXLd izolované z gelu a pouZzité pro klonovdni.
Fragment gB byl stépen enzymy BamHI a Xbal, fragment pWPXLd enzymy BamHI a Spel. 0,8% agarézovy
gel.

Fragmenty pWPXLd a gB byly ligovany v molarnim poméru konct 1 : 3. Po transformaci bakterii
XL-1 Blue bylo vyockovano 8 kolonif do média LB s ampicilinem a z narostlych bakterialnich
kultur byly metodou alkalické lyze izolovany plazmidy.

Pro ovéreni uspésného zaklonovani gB do pWPXLd bylo provedeno Stépeni pomoci
enzymu Xhol. Stépeni neprobéhlo piili§ dobie, ale naznacilo, ze by klon 1 mohl obsahovat
zaklonovany gB (data neukazana). Bylo tedy rozhodnuto vlozit plazmid z klonu 1 do bakterii
a ovérit jej nasledné.

Plazmidem zklonu 1 byly tedy transformovany kompetentni bakterie Stbl3. Jedna
z vyrostlych kolonii byla zaockovana do média LB sampicilinem a znarostlé kultury byla
izolovana DNA pomoci komercni soupravy. Izolovana DNA byla ovéfena restrikénim Stépenim
pomoci enzymi BamHI a Xhol. Plazmid pWPXLd-gB mél byt témito enzymy rozsStépen na
fragmenty o délce 18 bp, 396 bp, 2 785 bp a 9 225 bp. Samotny enzym BamHI mél zptisobit
linearizaci (12 424 bp) a Xhol rozstépeni na fragmenty o délce 396 bp, 2803 bp a9 225 bp.
Dvojité stépeni piivodniho plazmidu pWPXLd mélo poskytnout fragmenty o délce 18 bp, 396 bp
a 10 041 bp. Samotny enzym BamHI mél zpisobit linearizaci (10 455 bp) a Xhol rozstépeni na
fragmenty o délce 396 bp a 10 059 bp. Analyza na elektroforéze potvrdila, Ze plazmid obsahuje
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gBCAR inzert, kdyz byl pri dvojitém Stépeni a Stépeni pomoci Xhol pozorovan fragment
o velikosti okolo 2 800 bp, ktery nebyl u pivodniho plazmidu patrny (viz Obrazek ¢. 37). Bylo
tedy moZné plazmid pWPXLd-gB pouZit pro pfipravu lentivirt (viz Obrazek ¢. 38).

BamH]I + Xhol BamHlI + Xhol
M

nestépeny BamHl  Xhol nestépenyBamHI  Xhol

12424 bp
10 000 bp

9225/10041/

8000 bp 10 059/ 10 455 bp

3000 bp 2785 /2 803 bp

2500 bp

pWPXLd pWPXLd-gB

Obrdzek ¢. 37: Ovéreni uspésnosti pripravy plazmidu pWPXLd-gB pomoci stépeni enzymy BamHI
a/nebo Xhol.
0,8% agarozovy gel.
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Obrdzek ¢. 38: Plazmid pWPXLd-gB.

5.6.2.2 Transdukce gB do bunécnych linii

Byly pripraveny gB a GFP lentiviry, kterymi byly transdukovany bunky 293T. Po 18 dnech
kultivace byly bunky sklizeny a barveny extracelularné nebo intracelularné primarni mysi
protilatkou proti gB (a-gB) a sekundarni kozi protilatkou proti mySimu IgG konjugovanou
s Alexa Fluor 488 (a-mo-AF488). Priitokovou cytometrii bylo detekovano ~27,4 % bunék

s intracelularnim gB (viz Obrazek ¢. 39, A-C) a ~0,1 % bunék s povrchovym gB (viz Obrazek
¢. 39, E-G).
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Obrdzek ¢. 39: Extraceluldrni a intraceluldrni detekce gB v burikdch 293T transdukovanych lentiviry
pomoci priitokové cytometrie.

Buriky 293T byly transdukovdny gB/GFP lentiviry. Ndsledné byly péstovdny 18 dnii v CO; inkubdtoru a poté
zméreny na pritokovém cytometru. Byly barveny Ccinidlem L&D a extraceluldrné i intraceluldrné
protildtkami a-gB (1 : 100) a a-mo-AF488 (1 : 100). A) intraceluldrni detekce gB v burikdch transdukovanych
gB lentiviry s gateovaci strategif intraceluldrnich vzorki, kompletni barveni; B) kontrolni netransdukované
buriky kompletné barvené intraceluldrné; C) prekryti obrysovych grafii A a B; D) detekce GFP v burikdch
transdukovanych GFP lentiviry, barveni L&D; E) extraceluldrni detekce gB v burikdch transdukovanych gB
lentiviry s gateovaci strategii exraceluldrnich vzorki, kompletni barveni; F) kontrolni netransdukované
buriky kompletné barvené extraceluldrné; G) prekryti grafii E a F.

Dale bylo vyzkouSeno vneseni gB pomoci lentiviri do bunék K562 a HeLa, procento bunék

s povrchovym gB vSak bylo stejné nizké jako u bunék 293T (data neukazana).
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5.7 Infekce bunék LEP virem HCMV kmene Ad169

Vzhledem k obtiZzim s ptipravou cilovych bunék exprimujicich povrchovy gB bylo pristoupeno
k praci se samotnym virem HCMV kmene Ad169 (HCMV Ad169) a jim infikovanymi bunkami
LEP.

Bunky byly nasazeny na plastik a druhy den infikovany virem. 96 h.p.i. (¢asovy interval
urcen optimalizaci, viz Kkapitola 4.2.12) byly bunky sklizeny a barveny extracelularné
a intracelularné primarni protilatkou a-gB a sekundarni protilatkou a-mo-AF647. Nasledné byly
bunky zmeéreny na pritokovém cytometru. Intracelularni gB bylo nalezeno u ~69,5 %
infikovanych bunék (viz Obrazek ¢. 40, A-C), extracelularni barveni odhalilo gB na povrchu

~30 % infikovanych bunék (viz Obrazek ¢. 40, D-F).
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D) extracelularni barveni
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Obrdzek . 40: Intraceluldrni a extraceluldrni detekce gB v buiikdch LEP infikovanych virem HCMV

Ad169.

Buriky byly infikovdny virem a 96 h.p.i. zméreny na priitokovém cytometru. Byly barveny cinidlem L&D

a intraceluldrné i extraceluldrné protildatkami a-gB (1 : 100) a a-mo-AF647 (1 : 200). A) intraceluldrni
detekce gB v infikovanych burikdch LEP s gateovaci strategii intraceluldrnich vzorku, kompletni barveni;
B) kontrolni neinfikované buriky kompletné barvené intraceluldrne; C) prekryti obrysovych grafii A a B;
D) extraceluldrni detekce gB v infikovanych butikdch LEP s gateovaci strategii extraceluldrnich vzorkd,
kompletni barveni; E) kontrolni neinfikované buriky kompletné barvené extraceluldrné; F) prekryti
obrysovych grafii D a E.

Protoze detekce gB na povrchu infikovanych bunék byla tispésna, bylo rozhodnuto pouzit je jako

cilové bunky pro testovani funk¢nosti gBCAR.
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5.8 Priprava gBCAR a CD19-CAR T lymfocytt pro funk¢ni test

Na funkéni test byly pripraveny gBCAR a CD19-CAR T lymfocyty z BC 48 pomoci lentivirovych
vektorl. Pied transdukci byla vyzkouSena riizna stimulace T lymfocytl (viz kapitola 4.2.9).
Buniky byly po transdukci péstovany 25 dni v CO, inkubatoru a poté barveny extracelularné
protilatkami a-CD3-BV786 a a-hu-IgG-AF647 nebo a-mo-AF647. Pri barveni protilatkou a-hu-
IgG-AF647 byla provedena inkubace s 10% lidskym sérem v pufru FACS.

Vysledky z priitokové cytometrie odhalily jako nejucinnéjsi zplsob pripravy jiz diive
pouzivany postup bez predchozi stimulace T lymfocyti, ktery poskytl ~5 % gBCAR+ a ~3,1 %
CD19-CAR+ bunék (viz Obrazek ¢. 41). Ve stimulovaném vzorku péstovaném v IL-2 bylo
detekovano 4,7 % gBCAR+ a 2,3 % CD19+ bunék, ve vzorku péstovaném v IL-4 a IL-7 bylo
nalezeno 3,8 % gBCAR+ a 2,1 % CD19+ bunék (data neukdzana). Nestimulované T lymfocyty
byly nasledné pouzity pri testovani funkcénosti gBCAR.
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Obrdazek ¢. 41: Analyza nestimulovanych T lymfocytii nesoucich gBCAR nebo CD19-CAR pomoci
priitokové cytometrie.

Buriky byly pripraveny transdukci gBCAR/CD19-CAR/GFP lentiviry bez predchozi stimulace. Ndsledné byly
péstovdny v médiu RPMI s IL-2. Byly barveny ¢inidlem L&D a extraceluldrné protildtkou a-CD3-BV786 (1 ul /
106 bunék). Ddle byly barveny protildtkou a-hu-IgG-AF647 pro detekci gBCAR (1 : 200) nebo protildtkou a-
mo-AF647 pro detekci CD19-CAR (1 : 500). A) detekce gBCAR v T lymfocytech transdukovanych gBCAR
lentiviry s gateovaci strategii pro gBCAR T lymfocyty, kompletni barveni; B) kontrolni netransdukované
T lymfocyty kompletné barvené protildtkou a-hu-IgG-AF647; C) prekryti grafii A a B; D) detekce GFP
v T lymfocytech transdukovanych GFP lentiviry, barveni L&D; E) detekce CD19-CAR v T lymfocytech
transdukovanych CD19-CAR lentiviry s gateovaci strategii pro CD19-CAR T lymfocyty, kompletni barveni;
F) kontrolni netransdukované T lymfocyty kompletné barvené protildtkou a-mo-AF647; G) prekryti grafii E
aF.

5.9 Funkcni test T lymfocytli nesoucich gBCAR

Pro otestovani funkcnosti gBCAR byla provedena inkubace gBCAR T lymfocyti s buiikami LEP
infikovanymi HCMV Ad169. Nasledné byla provedena analyza médii pro pritomnost IFNy.

5.9.1 Inkubace gBCAR T lymfocytl s burnkami LEP infikovanymi HCMV
Ad169

Na dvé 6-jamkové desticky byly po Ctyrech jamkach nasazeny buiiky LEP. Jedna desticka byla
druhy den infikovana virem HCMV Ad169. 72 h.p.i. bylo od bunék odsato médium MEM a byly
k nim pridany gBCAR T lymfocyty nebo CD19-CAR T lymfocyty v 1,5 ml média RPMI podle

schématu niZe (Obrazek ¢. 42):
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Obrdzek ¢ 42: Schéma inkubace gBCAR a CD19-CAR T lymfocytii s buitkami LEP infikovanymi
nebo neinfikovanymi HCMV Ad169.

Na dvé 6-jamkové desticky byly po ctyrech jamkdch nasazeny buriky LEP v mnoZstvi 412 000 bunék na
jamku. Jedna desticka byla druhy den infikovdna virem HCMV Ad169. 72 h.p.i. bylo od bunék odsdto médium
MEM a byly knim na 24 h priddny gBCAR T lymfocyty nebo CD19 T lymfocyty v 1,5 ml média RPMI. Pri
inkubaci 1:1 bylo pouZito 412 000 T lymfocytii na stejné mnoZstvi bunék LEP, pri inkubaci 5:1 bylo pouZito
2,1x10¢ T lymfocytil.

Po 24h inkubaci bylo od bunék LEP odsato médium s T lymfocyty do mikrozkumavek. Ty byly
nasledné centrifugovany a supernatanty byly analyzovany metodou ELISA pro zjisténi mnoZstvi

IFNy.
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5.9.2 Urceni koncentrace IFNy v médiich z inkubaci pomoci metody ELISA

Supernatanty z inkubaci T lymfocytd s burikami LEP byly naneseny na 96-jamkovou desticku
v duplikatech v nefedéné, 5x redéné a 10x redéné podobé a byly analyzovany metodou ELISA

pro urceni mnozstvi [FNy (viz Obrazek ¢. 43).

Koncentrace IFNy v médiu po inkubaci
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Obrazek ¢. 43: Koncentrace IFNy v médiich z inkubaci gBCAR a CD19-CAR T lymfocytii s buitkami LEP
infikovanymi nebo neinfikovanymi HCMV Ad169.

Média z inkubaci byla redéna 1x, 5x a 10x a analyzovdna metodou ELISA pro pritomnost IFNy. Hodnoty
v grafu byly vypocitdny podle 10x redénych vzorkii. V grafu jsou zndzornény priiméry hodnot z duplikdtii se
stredni chybou priiméru (tsecka). V rdmci skupin 1 : 1 nebo 5 : 1 byly rozdily mezi mnoZstvim IFNy v médiu
gBCAR + HCMV a v ostatnich médiich signifikantni s hodnotou p < 0,0001 (dvoucestnd ANOVA s Bonferroniho
mnohondsobnym porovndnim).

Funk¢ni test byl zopakovan jesté jednou s T lymfocyty pripravenymi z ¢erstvych PBMC (buiiky
viz Obrazek ¢. 31). Vysledky byly obdobné, sledovaly stejny trend a potvrdily zavér (data

neukazana).
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6 Diskuze

Cilem prace bylo zkonstruovat CAR proti gB HCMV a ovérit jeho funkénost in vitro. gBCAR byl
testovan jako potencialni nova moznost terapie reaktivace HCMV u pacientti po HSCT. Hypotéza
v pozadi prace byla tedy takova, Ze proteiny HCMV, které se vyskytuji na povrchu infikovanych
bunék, mohou byt vhodnymi cili pro CAR a Ze T lymfocyty, které budou gBCAR exprimovat,

dokaZi infikované bunky rozpoznat a aktivovat své efektorové funkce.

6.1 Konstrukce a detekce gBCAR

gBCAR a zakladni lentivirovy vektor pWPXLd-gBCAR se podarilo zkonstruovat bez vétSich
problémi. V priibéhu klonovani bylo pouze nutné zaradit navic krok s vloZzenim gBCAR do pBK-
CMV plazmidu pro zisk vhodnych restrik¢nich mist, protoze v pivodnim planu nebyla vzata do
uvahy nutnost vystépeni GFP z ptivodniho pWPXLd plazmidu.

Protoze produkce plazmidu v bakteridlnim kmeni XL1-Blue byla nizk3, byl plazmid vnesen
do kmene Stbl3™, ktery je upraven pro mnozeni plazmidi obsahujicich repetitivni sekvence tim,
Ze ma sniZzenou frekvenci rekombinace. Tento krok zajistil produkci plazmidu ve vysokém
mnozstvi.

gBCAR v transfekovanych 293T bunkach byl pomoci protilatky a-CD3( snadno detekovan
metodou Western blot i pritokovou cytometrii.

Problém nastal pri hledani vhodné protilatky pro povrchovou detekci gBCAR. Na Western
blotu byly vyzkouseny dvé riizné protilatky proti epitopu FLAG (DYKDDDDK), ktery se nachazi
na C-konci scFv c¢asti protilatky. Protilatky poskytovaly silné pozadi a ani jednou z nich se
nepodarilo gBCAR detekovat. Za silnym pozadim miiZe stat skuteCnost, Ze protilatka nebyla
optimalné natedéna, nebo Ze se kratky epitop FLAG prirozené vyskytuje i v jinych bunécnych
proteinech a protilatka se na né tedy vazala. Epitop mohl byt také neocCekavané poskozen,
protoZe gBCAR nebyl po konstrukci sekvenovan.

Dale byla vyzkouSena protilatka proti kappa retézci, u které nebylo prili§ prekvapivé, ze
gBCAR nedokazala detekovat, protoze pravdépodobné cili na konstantni ¢ast lehkého retézce x,
ktera se ovSem v scFv nenachazi (ten obsahuje pouze variabilni ¢asti lehkého a tézkého retézce).

Protilatky proti lehkému a tézkému ftetézci lidského IgG fungovaly pomérné dobfe,
nakonec byla pro detekci zvolena osli polyklonalni protilatka. Diky polyklonalité vykazovala
v nékterych pripadech siln€jsi pozadi pii méreni na pritokovém cytometru, proto jsme zacali
pouzivat pro vyredéni protilatky po barveni FACS pufr s lidskym sérem.

Pozitivnim zjisténim bylo, Ze gBCAR byl detekovan na povrchu a nebyl zadrzovan uvnitr

bunék.
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6.2 Vnaseni gBCAR do T lymfocytu

6.2.1 Priprava lentivird a transdukce

YV vy

Nejbéznéjsim zpilisobem pripravy CAR T lymfocyti je transdukce pomoci lentivirovych vektora
(Milone & O’Doherty, 2018). Lentiviry jsou kviili bezpecnosti pripravovany kotransfekci
nékolika plazmidd, vnasem pripadé tfi, znichz jeden koduje gen pro virovy obalovy
glykoprotein, druhy pro kapsidovy protein a virovou polymerazu a do tretiho se vklada gen
zajmu.

gBCAR jsme vnaseli pfevazné do zamraZenych PBMC darcii UHKT, protoZe u nich zname
HCMV serostatus a mame jich dostatecné zasoby pro provadeéni testovani. Pii pripadném pouziti
v klinice by pak byly modifikovaly ¢erstvé PBMC darci. Nezaznamenali jsme rozdil v u¢innosti
transdukce u rozmrazenych a cerstvych PBMC.

Existuje mnoho zpisobli pripravy lentivirovych Castic (Merten et al, 2016). My jsme
vychazeli z protokolu pouZivaného vlaboratofi MUDr. Otdhala, Ph.D. Protokol mél byt co
nejméné narocny na provedeni a pristrojové vybaveni.

Castou soucasti preparace lentivirli je ultracentrifugace, kterad slouzi kzahusténi
lentivirovych ¢asti do mensiho objemu. Ultracentrifugace je ale pomérné naro¢na na provedeni.
V nasem pripadé jsme navic pouZzivali cely objem supernatantu, ktery byl ziskan, tj. 1 ml a 1 ml,
takZe koncentrovani zvétSiho objemu nebylo potfeba. Proto jsme pouzivali jen béZnou
centrifugaci pro odstranéni produkc¢nich 293T bunék. Lentivirovy supernatant je dale mozné
prefiltrovat, tomuto kroku jsme se vSak chtéli vyhnout z divodu ztraty lentivira filtraci. Protoze
nam vSak gBCAR T lymfocyty pti pripravé z cCerstvych lentivirovych supernatanti casto
preristaly 293T burnikami, které se centrifugaci nepodarilo Uplné odstranit, zacali jsme
lentivirovy supernatant pired pouZitim piremrazovat na -80 °C. Dale se uz problém s prerdstanim
bunék nevyskytoval.

Pii transdukci lentivird jsme pouzivali polybren. Polybren je polymer, ktery snizZuje
odpuzovani membrany buiiky a viru neutralizaci naboje. ZvySuje tedy nespecifickou adsorpci
viru na bunécnou membranu a tim i G¢innost transdukce (Davis et al., 2002). Pro nékteré buiiky
vSak miiZe byt toxicky.

V nasem ptipadé nebylo vnaseni gBCAR konstruktu do darcovskych PBMC prili§ ucinné,
efektivita se pohybovala pouze kolem 10 %. Tym MUDr. Pavla Otdhala, Ph.D., dosahoval vyssi
ucinnosti vnaSeni CD19-CAR (osobni komunikace), ale je treba vzit v ivahu, Ze ve smési PBMC,
ktera je transdukovana, se nachazi rovnéz B lymfocyty, které maji na svém povrchu cilovou
molekulu CD19 a dokazi tak CD19-CAR T lymfocyty specificky stimulovat k expanzi.

Limitujici krok pti pripravé lentiviri se nepodafrilo zjistit. GFP transdukce vzdy fungovaly

lépe a davaly vytézky okolo 30-40 % a o ucinnosti transdukce gBCAR lentiviry tedy nepodavaly
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realny obraz. Za ivahu by stalo vyzkousSet nékterou jinou metodu kvantifikace lentivird, napf.
urceni koncentrace kapsidového proteinu p24 nebo RNA (Geraerts et al, 2006). Pro zlepSeni
transdukci by bylo zfejmé vhodné vyzkouSet pripravu lentivirového média ve vétSim objemu
ajeho zakoncentrovani ultracentrifugaci nebo vyuZit misto polybrenu RetroNektin® (Takara).
RetroNectin® je rekombinantni fragment lidského fibronektinu, ktery zvySuje kolokalizaci
suspenznich bunék a retrovirii vazbou viru a bunécného receptoru, ¢imz vyznamné podporuje
ucinnost transdukce a zda se, Ze je také méné toxicky nez polybren (Lee et al., 2009).

Dalsi variantou je spokojit se s nizsi ucinnosti a zvysit procento gBCAR+ T lymfocytl az

v kroku expanze specifickou stimulaci praveé téchto T lymfocyti (viz dale).

6.2.2 Systém piggyBac

Vzhledem k pomérné nizké ucinnosti vnaseni gBCAR do T lymfocyti pomoci lentivirovych
vektorl jsme se rozhodli vyzkouSet transpozonovy systém piggyBac, ktery se jiZ pozitivné
osvédcil v nékolika studiich s CAR T lymfocyty (Nakazawa et al., 2011; Woodard & Wilson, 2015)
a je také s uspéchem pouzivan v laboratori doktora Otdhala (Ptac¢kova et al., 2018). Je v ném
vyuzito enzymu transpozazy, kterd rozpoznava repetitivni sekvence v transpozonovém
nosicovém plazmidu s genem zajmu a zpusobi integraci tohoto genu nahodné do genomu bunky
(Woodard & Wilson, 2015). Tento systém piipravy je vhodnéjsi z hlediska nasledného pouziti
v Kklinice nez lentivirové vektory, u kterych hrozi vznik replikacné kompetentniho viru.

Nevyhodou systému pouZivaného na UHKT je jeho finanéni naro¢nost, nebot k vnaseni
plazmidd do bunék je vyuzivana elektroporace na pristroji Neon, jehoZ veSkeré prislusenstvi
vCetné elektroporacnich kyvet je jednorazové a velmi drahé. Co se tyka vlastnich bunék, béhem
elektroporace jich velka ¢ast zahyne, pocatecni expanze tedy trva déle, a zpocatku jsou bunky
velmi nachylné na podredéni.

Nam se priprava zivotaschopnych expandujicich gBCAR T lymfocyti pomoci systému
piggyBac podarila pouze u nékterych vzorki z cerstvych PBMC. Byla provedena i elektroporace
do rozmrazenych PBMC a do PBMC rozmrazenych a nasledné stimulovanych pepmixem HAdVS5,
ani vjednom ztéchto piipadi vsak buiiky nepitezily. Uéinnost vnaseni konstruktu byla
u piggyBac systému vyrazné nizsi nez u lentivirli, buniky malo expandovaly a silné umiraly. Proto
jsme se i z casovych davodi rozhodli pro ucely testovani gBCAR T lymfocytl vratit k pouziti
vyzkouSenych a levnéjsich lentivirovych vektort.

V ptipadé, Ze by se gBCAR v dalsich testech ukazal jako funké¢ni, bylo by moZzné po nutné

optimalizaci prejit na transpozonovy systém namisto lentivirovych vektord vzhledem kjeho

klinické priznivosti.
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6.3 Expanze gBCAR T lymfocytl

Pro expanzi je béZné pouZivana kombinace a-CD3 a a-CD28 protilatek, kdy prvni z nich doda
aktivacéni signdl (prvni signal, vazba na TCR) a druha signal kostimula¢ni (druhy signél, vazba na
kostimula¢ni molekulu). Tato kombinace piisobi silnou nespecifickou expanzi vSech piitomnych
T lymfocyti bez ohledu na jejich specifitu (Trickett & Kwan, 2003; Ptackova et al., 2018).

Pii pripravé CAR T lymfocytd je vSak Zadouci expandovat predevsim T lymfocyty nesouci
CAR. Pri pripravé nejpouzivanéjsich CD19-CAR T lymfocytd je specificka stimulace plisobena
B lymfocyty pritomnymi ve smési PBMC, které nesou na svém povrchu CD19 antigen (Ptackova
et al., 2018). B lymfocyty jsou zarovein samy o sobé ptirozené antigen-prezentujici buriky, nebot’
maji na svém povrchu kostimula¢ni molekuly (CD40, CD80, CD86 apod.) (Rodriguez-Pinto,
2005). Je tedy pravdépodobné, Ze B lymfocyty pomoci téchto molekul dodavaji CD19-CAR
T lymfocytim silny ptirozeny kostimula¢ni signdl, ¢imz je efektivné stimuluji k expanzi, coz
prispiva k celkové vysoké uspésnosti CD19-CAR terapie.

U naSeho gBCAR vyhoda prirozené stimulace neni, chtéli jsme proto vyzkouSet stimulaci
gBCAR T lymfocyti pomoci a-hu-IgG-AF647 protilatky navazané na desticku, kterd se vSak
neukazala jako prilis efektivni. Pri pouZziti samotné protilatky o-hu-IgG-AF647 vétSina bunék
nepreZila. Kombinaci protilaitek o-CD3, a-CD28 a o-hu-IgG-AF647 bylo sice dosaZeno
procentualné nejvyssiho zastoupeni gBCAR+ T lymfocytii, ale jen viadu desetin procent
v porovnani s a-CD3 a a-CD28 stimulaci.

Podle vysokého procenta mrtvych bunék se tedy zda, Ze samotna protilaitka gBCAR
T lymfocyty zabiji. Je mozné, Ze se protilatka vaze na molekulu gBCAR pfili§ silné a pasobi
hyperaktivaci T lymfocyt bez dostate¢né kostimulace, coz vede k apoptéze bunék. V kombinaci
s a-CD3 a a-CD28 protilatkami bunky prezivaly a gBCAR+ bunék bylo vice, ale efekt a-hu-IgG-
AF647 protilatky byl v tomto pripadé nejspis zastinén masivni a-CD3 stimulaci. Problém s touto
protilatkou miize byt také v tom, Ze fluorochrom AF647 brani jeji vazbé na desticku, a jeji efekt
se tedy ve skuteCnosti neprojevuje, protoZe neni pritomna v dostatecném mnozstvi, a rozdily
mezi jednotlivymi inkubacemi jsou tedy dany pouze ndhodnou chybou. Stimulace pomoci
protilatky o-hu-IgG-AF647 byla navic provadéna po pripravé T lymfocyti pomoci systému
piggyBac, kterd se nam obecné ptili§ nedarila, takZe z ni nelze o vlivu protilatky vyvozovat

jednoznacné zavéry.

Pro zlepSeni stimulace gBCAR+ T lymfocytl k expanzi pripadaji v ivahu tfi varianty:

1. VyzkouSet jinou protilatku proti lidskému IgG bez konjugatu, pro zajisténi kostimulace

v kombinaci s a-CD28 protilatkou.
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2. Pouzit cely synteticky antigen gB nebo jen peptidu z gBCAR-interak¢ni ¢asti navazaného na
desticku spole¢né s a-CD28 protilatkou pro kostimulaci. Tyto dva zptisoby by mohly byt
dostatecné Ucinné, a pritom vhodné pro Cistou produkci bunék pro pacienty.

3. Pouzit transfekované buiiky produkujici gB jako ,stimulantu” pro T lymfocyty. Nejlepsi by
byla transfekovana linie B lymfocytl (napi. Ramos) pro piitomnost kostimula¢nich molekul.
Stimulace pomoci bunék by mohl byt G¢innéjsi neZ stimulace molekulami, po expanzi by
ovSem bylo nutné z preparace odstranit gB+ burky, coz by mohlo ptedstavovat prekazku

pro produkci gBCAR T lymfocytd pro klinické pouziti.

Pfi méreni bunék na pritokovém cytometru bylo rovnéz obecné zjisténo velké mnoZstvi
mrtvych gBCAR+ bunék. Veskerych gBCAR+ bunék bylo 40 %, ale Zivych pouze 14 %. PrestoZe
c¢ast z téchto 40 % bude jisté detekovana nespecifickou vazbou protilatky, zda se, Ze gBCAR+
buiiky nadmérné umiraji a exprese gBCAR pro né tedy predstavuje zatéz. Vyhodu pro prezivani

a expanzi by mohla poskytnout praveé piitomnost antigenu gB nebo a-gBCAR protilatky.

CAR T lymfocyty jsme péstovali standardné v IL-2. VyzkouSeli jsme také kombinaci IL-4 a IL-7,
kterou tym doktora Otdhala identifikoval jako vyhodnou pro expanzi CD19-CAR T lymfocyti
(Ptackova et al., 2018). V nasem pripadé vSak neposkytla vétsi vytézek gBCAR T lymfocytii ani
jejich lepsi expanzi ve srovnani s péstovanim vIL-2, coZ bylo pravdépodobné zplisobeno
rozdilnym CAR konstruktem, a proto také odliSnym zpiisobem stimulace [ve studii Ptackova et
al. (2018) byla stimulace provadéna pouze endogennimi B lymfocyty bez protilatek a-CD3 a a-
CD28]. Navic jsme vyuzivali pfi porovnani efektu IL-2 a IL-4 + IL-7 i jiny zplisob modifikace
T lymfocytd, tj. pomoci lentivirt, kdeZto Ptackova et al. (2018) vyuZzivali elektroporaci plazmidy

systému piggyBac.

6.4 Cilové burky

Priprava cilovych bunék exprimujicich povrchovy gB se nezdarila pomoci transfekci ani
lentivirovych transdukci. Po transdukcich bylo intracelularné nalezeno velké mnozstvi gB, avSak
gB nebylo mozné detekovat extracelularné.

Podle literatury je gB béhem replikacniho cyklu HCMV i pii samostatné transfekci silné
lokalizovdno v membranovém cytoplazmatickém kompartmentu odvozeném od trans-Golgiho
aparatu a endosomt/sekretorickych vacka (Sanchez et al, 2000; Jarvis et al., 2002; Homman-
Loudiyi et al, 2003), Vtomto kompartmentu viriony HCMV ziskavaji obal pucenim do
intracelularnich vacka (prehled replikacniho cyklu HCMV Jean Beltran & Cristea, 2014).
Mnozstvi gB se ovSem dostava i na bunécny povrch, odkud je endocyticky internalizovano zpét

do membranového kompartmentu (Radsak et al., 1996; Jarvis et al, 2002). Lokalizace gB je
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ovlivnéna sekvencemi v cytoplazmatické Casti molekuly, predevsim fosforylaci serinu na pozici
900, ktera plisobi akumulaci gB intracelularné (Crump et al, 2003; Jarvis et al., 2004). Naopak
mutované gB bez cytoplazmatické domény se akumuluje na buné¢né membrané (Hegde et al.,
2005).

V nadmi pouZzivanych 293T buiikich tedy ziejmé dochazelo k silné internalizaci gB. Ve
studiich s prvnim zkonstruovanym gB specifickym CAR (gB-cIR) byly také pouzity 293T buriky,
které vykazovaly povrchovou expresi gB, ale produkovany protein byl fiznim produktem, ve
kterém byla cytolplazmatickd a transmembranova ¢ast gB nahrazena odpovidajicimi ¢astmi
molekuly EpCAM (Proff et al, 2016).

Rozhodli jsme se tedy pouzit jako cilové bunky primo bunky LEP infikované virem HCMV
Ad169. Testy na téchto burikach se provadéji obtiznéji, ale jsou prikaznéjsi a piredstavuji oproti
transfekovanym builkdm méné artificidlni systém. Zaroven vsSak v soucasné dobé v laboratofi
pracujeme na konstrukci gB bez cytoplazmatické ¢asti, ktera je nahrazena kratkou adaptorovou
sekvenci. Takto upraveny gB by mél byt stabilné exprimovan na povrchu transfekovanych bunék
a mélo by tak byt mozné snadno vyzkouSet cytotoxicky test nebo expanzi gBCAR T lymfocytt

pomoci gB+ buneék.

6.5 Funkcni testy

Podle testu na produkci IFNy po inkubaci gBCAR T lymfocytl s infikovanymi bunikkami se zd3, Ze
gBCAR T lymfocyty dokazi cilové bunky specificky rozpoznat a spustit produkci cytokind. Tuto
hypotézu ovSem bude jeSté nutné ovérit vdalSich testech. Témi miize byt detekce
intracelularnich cytokinG (TNFa, IFNy) pro urceni, zda jsou produkujicimi bunkami opravdu
T lymfocyty, méreni aktivacnich markert T lymfocytl a v neposledni adé také cytotoxicky test.

V nasi praci nebyl cytotoxicky test proveden, protoze LEP buiiky, na kterych je HCMV
v nasi laboratoii péstovan, jsou nepraktické pro cytotoxicky test hodnoceny na pritokovém
cytometru, ktery je zaveden v nasi laboratori. LEP rostou pomalu (doba zdvojeni cca. 6 dni), pti
snaze o uvolnéni z podlozky a béZné manipulaci rychle umiraji a rozpadaji se.

Nejsnazsi by bylo provést test na suspenznich buiikdch transfekovanych gB, napt. na K562
linii. K tomuto ucelu proto v laboratofi aktualné pripravujeme gB bez internalizacni sekvence
(viz vySe). Jelikoz vSak podle studii Full et al. (2010) a Proff et al. (2016) CAR zabijel gB
transfekované burky, ale ne buiiky infikované samotnym virem HCMV, bylo by prikaznéjsi
provést cytotoxicky text primo na bunkach infikovanych HCMV. Pro cytotoxicky test na téchto
adherentnich bunikach by mohlo byt pouzito znaceni bunék pomoci europia (Eu) (Blomberg et
al, 1996), kolorimetricka esej na metabolickou aktivitu bunék (napt. XTT Cell Viability Assay,
Thermo Fisher Scientific) nebo novy ptistroj Seahorse XFp (Agilent) zakoupeny na UHKT, ktery
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dokaze meérit vcase zménu metabolické aktivity bunék (spotiebu kysliku a okyselovani

extracelularniho prostiedi), a tedy i jejich umirani.

6.6 Srovnani s predchozimi studiemi CAR proti gB HCMV

Prvni CAR proti gB HCMV (gB-cIR) byl vyvinut v roce 2010 (Full et al,, 2010). Do T lymfocytt byl
vnasen pomoci lentivirovych vektord nebo elektroporaci RNA. Pii inkubaci CAR T lymfocyth
s HCMV Ad169 infikovanymi HFF byla pozorovana zvysena produkce IFNy a TNFa T lymfocyty,
dale degranulace T lymfocytli pomoci detekce molekuly CD107 na jejich povrchu a také
specificka lyze 293T bunék exprimujicich gB.

V priibéhu nasich experimentti byla publikovana navazujici studie stejné skupiny, ve které
vyzkumnici provedli testy na burikach infikovanych HCMV a jejimZ zavérem bylo, Ze HCMV-
infikované buriiky jsou rezistentni vici lyzi gB-cIR T lymfocyty i HCMV-specifickymi prirozenymi
T lymfocyty (Proff et al, 2016). Jako pricina této inhibice byly identifikovany virové proteiny
UL37x1 a UL36. gB-cIR T lymfocyty v pritomnosti infikovanych bunék produkovaly cytokiny
a degranulovaly, ale nedokazaly infikované bunky zabit. Stejny blok cytotoxicity byl ovSem
pozorovan i pri pouziti HCMV-specifickych T lymfocyti a kmenti HCMV deficientnich na
inhibitory antigenni prezentace.

Konstrukt pouzity vtéchto studiich se velmi li§i od naseho gBCAR. scFv v gB-cIR byl
odvozen z mysi protilatky 27-287 bez neutralizacni aktivity zacilené na antigenni doménu AD-1
gB (AMK 608-625) (Utz et al., 1989). NaS gBCAR oproti tomu obsahoval scFv odvozeny od lidské
protilatky ITC88 s neutraliza¢ni aktivitou zacilené na antigenni doménu AD-2 (Ohlin et al., 1993;
Lantto et al, 2002). CAR mohou byt odvozeny od protilatek bez neutralizacni aktivity, nicméné
neutralizacni protilatky jsou zpravidla zacileny na funk¢né méné dilezité epitopy, které jsou
proto variabilnéjsi mezi riznymi kmeny viru a snadnéji podléhaji mutacim. To je pravé pripad
domény AD-1, ktera je sice silné imunogenni, ale zarovei variabilni. Nami pouzity scFv naproti
tomu cili na vysoce konzervovanou oblast AD-2, coZ mu dava vyhodu univerzalniho pouZiti na
radu izolatd HCMV s mens$im rizikem vzniku inikovych variant viru (Meyer et al., 1992).

CAR se dale lisi v kostimula¢nich doménach. Prvni gB-cIR obsahuje kostimula¢ni a zaroven
transmembranovou doménu CD28, nas konstrukt vyuziva CD8«a transmembranové domény a 4-
1BB kostimulacni domény. Aktivacni doména je vobou konstruktech stejna (CD3().
U kostimula¢nich domén nelze jednoznacné tici, ktera je nejlepsi, ale bylo pozorovano, zZe
doména CD28 miuze zplisobit vycerpani T lymfocytd diky tonické signalizaci z CAR (Long et al.,
2015). CAR T lymfocyty s 4-1BB doménou se zdaji byt v tomto ohledu lepsi, déle perzistuji v téle
a maji vyssi ucinnost nez CAR s CD28 doménou (Milone et al., 2009).

Co se tycCe funkc¢nich eseji, prozatim jsme s nasSim konstruktem provedli pouze detekci

IFNy, takzZe srovnani s gB-cIR neni v tomto sméru mozné udélat.
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HCMV je sice virus specializovany na unik pred imunitnim systémem, sniZuje expresi
MHCI i MHCII a pisobi na dal$i imunitni mechanismy. UL36 a UL37x1 proteiny byly v jinych
studiich detekovany jako proteiny zabratiujici apoptéze infikovanych bunék (Reboredo et al,
2004; Chaudhry et al., 2017). Je tedy mozné, Ze blokuji i apoptézu vyvolanou cytotoxickymi
T lymfocyty a negativné ovliviiuji funkci CAR T lymfocytl. Nezda se ovSem pravdépodobné, Ze by
virus dokéazal zabranovat funkci prirozenych CMV-specifickych T lymfocytl az takto dramaticky,
protoze virus je Siroce rozsifeny vlidské populaci, a pritom nepisobi imukompetentnim
jedincim problémy. Navic se jiZ v praxi osvédcila adoptivni terapie pomoci HCMV-specifickych
T lymfocytd.

Problém studie Proff et al. (2016) muzZze byt také v tom, Ze pri cytotoxickych testech byly
pouzivany pouze CD8+ T lymfocyty. Podle mnoha studii jsou vSak pro kontrolu infekce dtlezité
také CD4+ T lymfocyty, které mohou nejen poskytnout ,pomoc“ CD8+ T lymfocytiim, ale existuji
také cytotoxické CD4+ T lymfocyty, které se na mysim modelu ukazaly jako dtlezité pro zvladani
infekce (Verma et al,, 2016). Tyto lymfocyty také rozeznavaji fragmenty gB vazané na MHCII
molekulach (Hegde et al, 2005). Pro ucinné zabijeni infikovanych bunék tedy mize byt

v disledku dtlezité modifikovat pomoci CAR také CD4+ T lymfocyty.

6.7 Zavér a plany do budoucna

Zda se tedy, Ze gB vyskytujici se na povrchu infikovanych bunék, miize byt vhodnym cilem pro
CAR a Ze modifikované T lymfocyty dokazi infikované buiiky rozpoznat a aktivovat produkci
cytokind. V blizké budoucnosti bychom radi provedli dalsi testovani funkce gBCAR a potvrdili
nebo vyvratili zavéry studie Proff et al. (2016). Chtéli bychom:

e pripravit cilové gB+ bunky transfekci mutantniho gB bez cytoplazmatické ¢asti a ty
poté vyuzit pro cytotoxicky test nebo pro stimulaci expanze gBCAR T lymfocytq,

e vyzkousSet stimulaci expanze gBCAR T lymfocytl syntetickym gB a a-CD28 protilatkou,

e svyuzitim HCMV koédujiciho gen pro GFP provést inkubace infikovanych bunék
s gBCAR T lymfocyty a pozorovat vyvoj GFP center v porovnani s kontrolami, tedy
zjistit, zda virus inhibuje mnoZenti a $ifenf viru,

e intracelularné detekovat IFNy a dal$i cytokiny po inkubaci gBCAR T lymfocytd
s infikovanymi buitikami, abychom zjistili, zda jsou produkovany specificky gBCAR
T lymfocyty,

e provést cytotoxicky test na transfekovanych bunkach nesoucich mutantni gB a na LEP

bunikach infikovanych HCMV.
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V soucasné dobé se v laboratofi pracuje také na vyvoji CAR proti HCMV glykoproteinu UL11.
Konstrukt je vsoucasnosti ve fazi piipravy monoklonalni protilatky, protoze proti UL11
neexistuje publikovana protilatkova sekvence. Poznatkll ziskanych béhem vyvoje gBCAR

bychom radi vyuzili také pro ptipravu dalSich HCMV-specifickych CAR.
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7 Souhrn

Zameérem této prace bylo zkonstruovat chiméricky antigenni receptor (CAR) proti glykoproteinu
(gB) lidského cytomegaloviru (HCMV) a in vitro ovérit jeho funkcnost. gBCAR byl vyvijen jako
potencialni novy pristup k1écbé HCMV reaktivace u pacientli po transplantaci krvetvornych
bunék.

Tzv. gBCAR se podarilo zkonstruovat pomoci publikovaného scFv lidské protilatky proti
gB a signaliza¢ni ¢asti z CD19-CAR vyvinutého na UHKT. Exprese gBCAR v bunéénych liniich byla
ovérena pomoci Wester blotu a pritokové cytometrie.

Pro vnaseni do darcovskych T lymfocytd byly pouzity lentivirové vektory, diky kterym
bylo dosazeno primérné efektivity vnaseni 10 %. Pomoci pritokové cytomterie byla potvrzena
povrchova exprese gBCAR. T lymfocyty byly dale Gspésné expandovany v médiu RPMI s IL-2. Byl

Jako cilové bunky byly nejprve zamysleny bunéc¢né linie transfekované gB, ale vzhledem
k problémtim se zadrzovanim gB intracelularné byly nakonec pouZzity HCMV-infikované bunky
LEP, u kterych byla potvrzena exprese povrchového gB.

Z funk¢nich testl byla provedena inkubace T lymfocyttl s infikovanymi buitkami a analyza
média na IFNy metodou ELISA. U experimentalnich inkubaci gBCAR T lymfocytt s infikovanymi
LEP bunikami byla pozorovana mnohonasobné vyssi koncentrace IFNy v porovnani s kontrolami.

gBCAR je tedy v modifikovanych T lymfocytech exprimovan a z danych vysledki
vyvozujeme, Ze dodava T lymfocytim schopnost reagovat na HCMV-infikované buiky. Budou
vSak potreba dalsi funkcni testy, které tento piredpoklad potvrdi. Také je potieba peclivé vzit
v uvahu vysledky studie Proff et al. (2016), kterd hovori o nefunk¢nosti CAR proti gB. Je zde
rovnéz prostor pro optimalizaci vnaseni gBCAR do T lymfocyti a pro optimalizace expanzi
gBCAR T lymfocytd. Touto praci byly polozeny zaklady pro dalsi mozny vyvoj HCMV-
specifickych CAR na UHKT.
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9 Prilohy

9.1 Profily standardi molekulovych hmotnosti DNA

A) B)
MassRuler High Range DNA Ladder, ready-to-use
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Obrdzek ¢. I: Standardy molekulovych hmotnosti DNA (Thermo Fisher Scientific)

A) MassRuler High Range DNA Ladder, ready-to-use, B) MassRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use.
Obrdzky prevzaty z: A) https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0393 [15. 4. 2018], B)
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0383 [15. 4. 2018].

9.2 Profil standardu molekulové hmotnosti proteint
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Obrdzek ¢. II: Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

Obrdzek prevzat z: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26634 [15. 4. 2018].

MassRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use
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9.3 Mapy plazmidovych vektoru

Mapy lentivirovych vektora byly stazeny z databaze Addgene (https://www.addgene.org/, 24. 4.

2018). Mapy vektori piggyBac a pBK-CMV byly vizualizovany v programu SnapGene podle
sekvenci poskytnutych MUDr. Pavlem Otahalem, Ph.D., a RNDr. Janem Musilem, Ph.D.
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9.3.2 Plazmidy piggyBac transpozonového systému
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9.3.3 pBK-CMV
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9.4 Konfigurace prutokového cytometru BD LSRFortessa™

Laser name Detector Mirror Filter Parameter
A 685 LP 710/50 BP
Blue
488 nm B 505 LP 530/30 BP
C 488/10 BP
A 750 LP 780/60
B 690 LP 710/50
C 630 LP 670/30 BP
Violet D 600 LP 610/20 BP BV605
405 nm F 505 LP 525/50BP | AmCyan
G 450/50 BP ‘ Pacific Blue
H
|
A 695 LP 740/35
;J;/S nm B 570LP 585/15 BP
C 450/50 BP Indo-1(Violet)
A 750 LP 780/60 BP PE-Cy7
B 635 LP 670/30 BP ‘
C 600 LP 610/20 BP PE-Texas Red
Yellow-green |D 585/15 BP PE
561 nm E %
F X
G X
H
A 750 LP 780/60 BP ‘ APC-Cy7
Alexa Fluor
B 690 LP 730/45 BP 700
C 670/14 BP ‘

vi



9.5 Proteinové sekvence a predikované molekulové hmotnosti

Nukleotidové sekvence byly preloZzeny do aminokyselinovych pomoci néastroje ,Translate”

(https://web.expasy.org/translate/; 26. 12. 2017) na internetovém bioinformatickém portalu

ExPASy. ZpteloZzenych sekvenci byly poté pomoci nastroje ,Compute pl/Mw"

(https://web.expasy.org/compute pi/; 26. 12. 2017) na témZe portadlu vypocitany

pravdépodobné molekulové hmotnosti proteint.

9.5.1 gBCAR

MALPVTALLLPLALLLHAARPTREVQLLESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSEYDMHWVRQAPGKGLQ
WVAVISVDGSDKHYADSVKGRFTISRDNSQNMLFLQMDSLRGDDTAVYYCARDGKSLNGYSGLIDYWG
QGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVGGYLAWYQQKPGQAPRL

LIYDASNRAAGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLAPEDFAVYFCQQRSSWPPLTFGGGTKLEIKRDYKDDDDK
TSPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY
CNHRNRRRVKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQ

NQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPQRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRG
KGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Molecular weight (Da): 55923.10 (average mass), 55888.04 (monoisotopic mass)
Theoretical pl: 8.97

9.5.2 CD19-CAR

MALPVTALLLPLALLLHAARPTREVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGL
EWIGYVNPYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGPYYYGSSPFDYWGQG
TTVTVSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLENSNGNTYLNWYLQK
PGQSPQLLIYRVSNRFSGVLDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCLQVTHVPPTFGAGTKLEIKRTS

PTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCN
HRNRRRVKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQ
LYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPQRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKG
HDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Molecular weight (Da): 55789.01 (average mass), 55753.87 (monoisotopic mass)
Theoretical pl: 9.15
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