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SOUHRN

Pozadi problematiky:

Adoptivni terapie pomoci T-bunék s chimerickymi antigennimi receptory (CAR)
specifickymi na CD19 ptedstavuje slibnou 1écbu relabujicich nebo refrakternich malignit.
Celkové odpovédi dosahlo pres 80% pacientii s B-bunéénou akutni lymfoblastickou leukémii
(B-ALL) nebo ne-Hodgkinovymi lymfomy (NHL). Pfesto je terapie leukémii a solidnich
nador pomoci CAR-T bunék limitovana fadou faktorti, jako je Unik nadorovych klont
zpusobeny ztratou cilového antigenu, snizenou proliferaci a prezitim CAR-T bun¢k in vivo,
snizenou infiltraci CAR-T bunék do oblasti nadoru, samotnym imunosupresivnim prostfedim
nadoru, malou paletou antigennich cili a vedlej§imi ucinky spojenymi s lécbou CAR-T
lymfocyty. Z téchto diivodl jsou testovany nové pfistupy pro zvySeni bezpecnosti a G€innosti

CAR-T bunék véetné modifikaci k pfekondni imunitni suprese.

Piedpoklady a cile:

(i) Bispecifické CAR receptory, které¢ exprimuji dvé vazebné domény specifické pro dva
rizné antigeny, zabrani Uniku malignich klonl. (7)) CAR receptory s inducibilni expresi
cytokinu IL-21, kterd je pod kontrolou NFAT promotoru, zvysi aktivitu a protinddorovy
ucinek CAR-T bunék. (7ii) ZaClenénim sebevrazedného epitopu piimo do CAR receptoru

zvysi terapeutickou bezpecnost CAR-T bunék.

Metody:

Pro ptipravu CAR receptori byly vyuzity molekularné biologické metody. Pro pienos
transgenll a stabilni expresi v primarnich T-buiikdch byly pouzity lentivirové vektory nebo
transpozonovy systém PiggyBac. Byly pfipraveny dva CAR receptory bispecifické pro CD19
a CD20 a dale in vitro testovany jejich protinadorové ucinky. Byly pfipraveny CAR vektory
specifické na CD19 nebo antigen PSMA s indukovatelnou nebo konstitutivni expresi IL-21.
Byla ovéfena indukovatelna sekrece IL-21 po aktivaci CAR receptoru antigenem. Do
extracelularnich casti CAR receptorti byla vloZena tfada epitopl, receptory byly nasledné

porovnany a dale testovany.

Vysledky:
Pokusy in vitro potvrdily specifickou aktivaci biCAR-T lymfocytd nddorovymi buitkami,
které overexprimuji antigeny CD19 a nebo CD20. Cytolytickd aktivita biCAR-T bunék a
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jejich odpoveéd’ v produkei INF-y byly srovnatelné nebo zvysené v porovnani s lymfocyty
exprimujici monospecificky CAR receptor. T-buiiky byly modifikované tak, ze po aktivaci
receptorit CAR nebo TCR, sekretovaly IL-21, ktery byl pod kontrolou aktivacniho faktoru
NFAT. Multi-epitopy zarazené do CAR receptoru umoznily pozitivni expanzi CAR+ bun¢k,
jejich snadnou detekei, ale i purifikaci CAR-T bun¢k pomoci magnetické separace béhem
jejich vyroby. Déle tyto epitopy mohou zprostiedkovavat selekci in vivo po jejich infuzi

v zavislosti na protilatkach

Zavéry:

V préci byly navrzeny a uspé$né zkonstruovany rtizné vektory pro pouziti v bunééné terapii
pomoci CAR-T bungk. Bispecifické CAR-T lymfocyty vykazovaly in vitro protinadorové
ucinky proti antigenim CD19 a CD20. Mohly by tak sniZit miru relapsti pfi 1é€bé B-ALL a
ne-Hodgkinovych lymfomi. Indukovany cytokin IL-21 zvysil pocet infiltrujicich T-bunék
v nddorovych modelech nejen in vitro, ale 1 in vivo. CAR receptory s vlozenymi multi-epitopy
predstavuji slibnou strategii, jak zlepSit vyrobni proces CAR-T bunék, tak i bezpecnostni

pojistku pfi jejich klinickém pouziti.

Kli¢ova slova: chimericky antigenni receptor, CAR-T bunky, adoptivni imunoterapie,
transpozonovy systém PiggyBac, lentivirova transdukce, bispecifické CAR receptory, multi-

epitopy



SUMMARY

Background:

The CD19 chimeric antigen receptor (CAR) adoptive T-cell therapy for B-cell leukemia is a
promising treatment for relapsed or refractory malignities. The overall response rate of CD19
CAR-T cells in clinical trials was greater than 80% for patients with B-cell acute
lymphoblastic leukemia (B-ALL) and non-Hodgkin’s lymphoma (NHL). However, CAR-T
cell therapy of leukemias and solid tumors has been limited by a lot of factors such as antigen
loss of tumor escape variants, reduced proliferation, persistence and tumor-infiltration of
CAR-T cells in vivo, immunosuppressive tumor environment, absence of ideal antigens and
on-target, off-tumor toxicities. Therefore, new strategies improving the safety and efficacy of
CAR-T cells, including further T-cell modification to overcome the immune suppression, are

tested.

Aims:

(i) Bispecific CARs designed to express two antigen-binding domains prevent of antigen
escape. (ii) T-cells were genetically modified to express CAR along with an inducible IL-21
gene cassette driven by NFAT-responsive promoter. IL-21 directly enhances CAR-T cell
activity and anti-tumor effects. (iii) Applying suicide epitope modification in CAR enables
significantly increasing the therapeutic safety of CAR-T cells.

Methods:

CARs were constructed by using molecular biology methods. Stable CAR expression in
primary T-cells was achieved by using lentiviral vectors or PiggyBac transposon system for
efficient transgene transfer. Two CD19 and CD20 targeted bispecific CARs were designed
and further the anti-tumor efficacy in vitro assessed. CD19 or PSMA CAR-T cells with
inducible or constitutive IL-21 expression in all-in-one construct were generated. IL-21
secreted by CARs upon antigen stimulation was tested. Short peptide tags incorporated into

extracellular part of CARs were compared and tested.

Results:
The in vitro experiments revealed specific activation of biCAR-T lymphocytes by cells
overexpressing CD19 and/or CD20. Cytokine release and cytolytic activity of biCAR-T cells

were comparable or improved to the responses of single CAR-T cells. T-cells modified to
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produce IL-21 in NFAT promoter-controlled manner respond to CAR or TCR stimulation.
Multi-epitope based CARs allowed positive activation of CAR-T cell expansion, easy cell
detection and enrichment of CAR-T cells during manufacturing by magnetic bead-based
selection. Furthermore, these constructs have the potential for antibody-based selection upon

CAR-T cell infusion in vivo.

Conclusions:

Here, we report the successful design and construction of various vectors for CAR-T cell
therapy. BiCAR-T cells, those promote in vitro anti-tumor efficacy against both CD19 and
CD20 antigens, may reduce the rate of relapse in treatment of B-ALL and non-Hodgkin’s
lymphoma. Induced IL-21 increased the number of infiltrating T-cells in tumor models in
vitro and in vivo. CARs based on multi-epitope switching represent a promising strategy that

could improve manufacturing procedure and clinical safety of CAR-T cells.

Keywords: chimeric antigen receptor, CAR-T cells, adoptive immunotherapy, PiggyBac

transposon system, lentiviral transduction, bispecific CARs, IL-21, multi-epitope switching
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SEZNAM NEJCASTEJI POUZIVANYCH ZKRATEK

Zkratka

ADCC
AICD
AK
ALL
AML
APC
APRIL
BAFF
BCMA
BCR
biCAR
bp
CAR
CDC
CDR
CFSE
CGA
CML
CpG

CRS
DAPI
DC
dcCAR

DLBCL
DR
EGFR
EMA
FACS

FDA
GCV

GFP
GMP

Vyznam

buné¢na cytotoxicita z&visla na protilatkach
aktivaci indukovana bunécna smrt
aminokyselina

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

buiika prezentujici antigen

ligand indukujici proliferaci

faktor atkivujici B-buily

antigen pro zrani B-bunék

bunéény receptor B-buiky

bispecificky chimericky antigenni receptor
pocet part bazi

chimericky antigenni receptor
cytotoxicita zavisla na komplementu
oblast urcujici komplementaritu
karxoxyfluorescein sukcinimidyl ester
nadorovy zarodeCny antigen

chronicka myeloidni leukémie

oblasti DNA s dinukleotidy CG, které
mohou byt metylovany

syndrom cytokinové boufe
4’,6-diamidin-2-fenylindol

dendritické bunky

dvoutetézcovy chimericky antigenni
receptor

difuzni velkobunécny B lymfom

piimé repetice

receptor pro epidermalni ristovyfaktor
Agentura pro 1écivé piipravky

v textu zkracené oznacovana analyza bunék
pomoci pratokového cytometru

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
ganciklovir, synteticky analog 2-deoxy-
guanozinu

zeleny fluoresceni protein

spravna vyrobni praxe
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Anglicky pi‘eklad

Antibody dependent cellular cytotoxicity
Activation Induced Cell Death

Acute lymphoblastic leukemia
Acute myeloid leukemia
Antigen-presenting cell
Proliferation-inducing ligand

B-cell activating factor

B-cell maturation antigen

B-cell receptor

Bispecific chimeric antigen receptor
Base pair

Chimeric antigen receptor
Complement dependent cytotoxicity
Complementary determining region
Carboxyfluorescein succinimidyl ester
Cancer germline antigen

Chronic myeloid leukemia

Cytosine phosphate quanin

Cytokine Release Syndrome
4',6-diamidino-2-phenylindole
Dendritic cell

Dual chain Chimeric antigen receptor

Diffuse large B-cell lymphoma
Direct Repeats

Epidermal growth factor receptor
European Medicines Agency

Fluorescence-Activated Cell Sorting

Food and Drug Administration

Ganciclovir

Green fluorescent protein

Good manufacturing practice



GvHD
GVL
HER?2
HIV
HLA
HSCT

HSV-TK
ICANS

iCasp9

IL
INF-y
IR
IS
ITAM

kbp
LDH
LDL
LTR
LV
mCAR
MCL
MHC

MLV
MM
NFAT

NHEJ

NHL

NK

NKT
NSG
NY-ESO1

OFP

reakce §tépu proti hostiteli

reakce §tépu proti leukémii

lidsky epidermalni receptor 2

vir lidské imunitni nedostatecnosti
lidsky leukocytarni antigen
transplantace hematopoetickych kmenovych
bunék

tymidin kinaza viru herpes simplex
neurotoxicita asociovana s imunitnimi
efektorovymi bunkami

indukovatelny sebevrazedny genovy systém
kaspazy 9

interleukin

Interferon gama

invertované repetice

imunologicka synapse

konzervovana aktivacni sekvence s motivem
tyrozinového typu

pocet part kilobazi

laktat dehydrogenaza

lipoproteiny o nizké hustote

dlouhé repetitivni sekvence

lentivirovy

maskovany CAR receptor

lymfom z plastovych bunek

molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu

virus zpusobujici leukémii u mysi
mnohoéetny myelom

transkripéni faktor regulujici aktivaci T-
lymfocyti

mechanismus opravy DNA spojovanim
nehomolognich konct

ne-Hodgkintiv lymfom

NK burika, pfirozeny zabijec¢

NK T-lymfocyty

imunodeficientni laboratorni mys$
antigen exprimovany bunkami
spinocelularni karcinomu jicnu

oranzovy fluoresce¢ni protein
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Graft versus host disease

Graft versus leukemia

Human epidermal growth factor receptor 2
Human immunodeficiency Virus

Human leukocyte antigen

Hematopoietic stem-cell transplantation

herpes simplex virus thymidine kinase
Immune Effector Cell-Associated
Neurotoxicity Syndrome

Inducible caspase-9 suicide gene system

Inverted Repeats

Immunological synapse
Immunoreceptor tyrosine-based activation
motif

Kilobase pair

Lactate dehydrogenase

Low density lipoprotein

Log terminal repeats

Lentiviral

Masked Chimeric Antigen Receptor
Mantle cell lymphoma

Major histocompatibility complex

Murine leukemia virus

Multiple myeloma

Nuclear factor of activated T-cells

Non-homologous end joining

Non-Hodgkin lymphoma

Natural killer cell

Natural killer T-cells

NOD scid gamma mouse

New York esophageal squamous cell
carcinoma |
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PB

PB
PBMCs
PBS
PG

PI

PRE

PSMA
r/r
RCR
SB
SBase
scFv

SCID

SIN
synNotch

TA
TAA
Tem
TCR
TE
tEGFR

TIL
TIR
TNF
TNFR
Tregs
TRUCK

TSA

TSCM

UHKT
VH
VL

DNA transpozon PiggyBac

vazany na plastik

mononuklearni buiiky periferni krve
fosfatovy pufr

Protein G

propidium jodid

vazebné elementy rozpoznavané proteinem
Rev

prostaticky specificky membranovy antigen
relabujici nebo refrakterni

replikaéné kompetentni retrovir

DNA transpozon Sleeping Beauty
transpozaza Sleeping Beauty

jednoduchy fetézec variabilni oblasti

tézka kombinovana imunodeficience

samoinaktivujici vektor

synteticky Notch, receptor umoziujici
transkrip¢ni aktivaci zavislou na vazbé
specifického ligandu

dinukleotid tymin adenin

antigen asociovany s nadorem
centralni pamétové lymfocyty
bunéény receptor T-bunky
transpozibilni elementy

zkraceny receptor pro epidermalni ristovy
faktor

lymfocyty infiltrujici nador

koncové invertované repetice

faktor nadorové nekrozy, kachektin
receptor pro tumor nekrotizujici faktor
regulacni T-lymfocyty

typ CAR-T bunék sekretujici cytokin

nadorove specificky antigen

pamétové kmenové buiky, resp. lymfocyty
schopné sebeobnovy

Ustav hematologie a krevni transfuze
variabilni ¢ast tézkého fetézce protilatky

variabilni ¢ast lehkého fetézce protilatky
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Prostate-specific membrane antigen
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Replication-competent retroviruses
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Sleeping Beauty transposase
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Severe Combined
Immunodeficiency Disease

Self-Inactivating Vector

Thymin-Adenin
Tumor-associated antigen
Central memory T-cells
T cell receptor
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Truncated epidermal growth factor receptor

Tumor Infiltrating Lymphocyte

Terminal inverted repeats

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor
Regulatory T-cells

T cells redirected for antigen-unrestricted
cytokine-initiated killing

Tumor-specific antigen

Stem cell-like memory T-cells
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1. UVOD

Ustav hematologie a krevni transfuze, kde byla dizertani prace vypracovana, je odbornym
pracovistém spojujici specializovanou lécebnou péci, diagnostiku a vyzkumnou cinnost
v oboru hematologie. Pro své pacienty s nadorovymi onemocnénimi typu leukémie C¢i
myelodysplastického syndromu, tak pro nemocné se vzacnymi poruchami krevni srazlivosti,
ustav zajistuje komplexni pé¢i vychazejici z nejnovéjsich poznatkli a trendt v hematologii.
Jednim z novych a velmi nadé€jnych piistupti v 1écbé leukemii je adoptivni imunoterapie
pomoci T-lymfocyti exprimujicich chimerické antigenni receptory (CAR). Jde o posledni
1é¢ebnou moznost pro pacienty, u kterych dosavadni standardni 1é¢ba selhala, a s kterou bylo
v klinickych studiich probihajicich ve svét¢ dosazeno vybornych vysledki.

V poslednich letech je velkd snaha implementovat tuto terapeutickou metodu do klinické
praxe i v UHKT a piimo v Gstavu pfipravovat CAR-T lymfocyty pro imunoterapii pacienttl.
V ramci dizertaéni prace byla mimo jiné pfipravena celda fada CAR receptord, které byly
castecné dale charakterizovany, a které by v budoucnu mohly byt pravé vyuzity v klinice pro

potieby Ustavu.
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem prace bylo ptipravit nékolik vektord pro chimerické antigenni receptory, témito vektory

pak geneticky modifikovat primarni T-lymfocyty a nasledné ovéfit jejich expresi, popi. overit

protinadorové u¢inky CAR-T lymfocyt.

Préce byla rozdélena na tfi ¢asti podle typu konstruovanych CAR receptorti, dil¢imi cili bylo:

(i)

(ii)

(iii)

Hypotézy,

(it)

Pomoci lentivirti vnést do primarnich T-bun¢k bispecifické CAR receptory, které
jsou namifené proti malignim bunikdm vychdzejicich z B-lymfocytarni fady. Jako
cilové antigeny byly vybrany molekuly CD19 a CD20, které jsou exprimovany na

prekurzorovych a zralych B-buiikach.

Zkonstruovat CAR receptory se sekretovanym transgenem pro IL-21 a pomoci
transpozonového systému vektory vnést do T-lymfocytd. Ovéfit, ze aktivované

CAR-T lymfocyty IL-21 produkuji.

Do stavajicich CAR receptorti zaklonovat multi-epitopy specifické pro rtzné

protilatky.

z kterych vychdazely cile prace, byly definovany takto:

Bispecifické CAR receptory zvysi protinddorovy ucinek CAR-T lymfocytd,
protoze zabrani malignim klonim uniknout bunécné smrti v piipad€, ze prestanou
exprimovat jeden z antigenti. Tyto CAR-T buniky mohou pfi pouZiti v terapii B-
akutni lymfoblastické leukémie nebo B-bunéénych lymfomt snizit pocet relapsi,
zejména téch CD19 negativnich, které se nyni vyskytuji u 30-60% pacientd po
1é¢bé monospecifickymi CD19 CAR-T lymfocyty.

CAR-T lymfocyty, které sekretuji IL-21 samy, si udrzi in vivo nizkou sérovou
koncentraci tohoto cytokinu. IL-21 zvysi efektorovou funkci, podpoii expanzi
cytotoxickych CD8+ CAR-T bunék a zachové jejich naivni/pamétovy fenotyp.
Zaroven IL-21 aktivuje v misté pisobeni dal§i buniky imunitniho systému (NK,

NKT), a tim dojde k eliminaci nadorovych bunék, které nejsou CAR-T lymfocyty
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(ifi)

rozeznavany. Naopak IL-21 potlaci buniky Trg. Pouzitim tohoto systému CAR

receptoru se vyrazng zlepsi terapeuticky u¢inek CAR-T bunék.
Zallenénim kratkych peptidi do extracelularni ¢asti CAR receptora dovoli

aktivaci expanze CAR-T buné€k pfi jejich vyrobé, purifikaci bunék, jednoduché

monitorovani bunék, ale i snadnou depleci bunék in vivo v ptipadé potieby.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 Bunécna imunoterapie
Bunécna imunoterapie, nebo také adoptivni bunécna terapie, pifedstavuje novou éru
personalizované 1écby a nabizi nadéji na léCebnou odpovéd u pacienti s vaznym
onemocnénim. Builkami zprostfedkovand imunita mulze ucinné eradikovat nddorovou
biomasu a docilit tak trvalé remise onemocnéni. Molekularni biologie a genetické inzenyrstvi
umoznily imunitnim bunkam ziskat fadu vyhodnych vlastnosti pro lepsi rozpoznani
nadorovych bun¢k a vétsi Gcinnost jejich eliminace. Zaroven tyto nové ziskané vlastnosti
dovoluji imunitnim buitkdm zlstat bezpecné pro pacienta.
T-bunky predstavuji preferovany bunécny typ pro imunoterapii kvuli jejich antigenni specifité
a schopnosti migrovat do malignich tkani. Zaroven maji schopnost vyvinout imunologickou
pamét’ pro kontrolu relapsu. Bunéénd imunoterapie vyuzivéa jejich pifirozené schopnosti a
zameétuje se zejména na vyuziti:

e terapie pomoci lymfocytl infiltrujici nador (TIL, Tumor-Infiltrating Lymphocyte)

e terapie pomoci T-bunék s geneticky upravenymi T-bunécnymi receptory (TCR)

e terapie pomoci T-bunék s chimérickymi antigennimi receptory (CAR)

e terapie pomoci piirozenych zabiject (NK, Natural Killer)

e terapie pomoci gama delta T-lymfocytt (yd T-lymfocyty)

T-lymfocyty infiltrujici nadory, nadorové specifické T-lymfocyty

Pacienti s rakovinou maji pfirozené se vyskytujici T-bunky, které jsou schopné cilit na
nadorové bunky. Jde o jedny z ,,nejsilnéjSich® imunitnich bunék, zejména tzv. zabijacké T-
buniky jsou schopné velmi piesné rozpoznavat a eliminovat rakovinné buiiky. Samotna
ptitomnost téchto bunck v téle nemusi byt dostacujici. K G€inné protinddorové odpovédi je
nutné dvou zékladnich predpokladd. Za prvé, tyto bunky se musi nejprve aktivovat, aby byly
schopné zabijet, a poté musi tuto aktivitu udrzet po dostatecné dlouhou dobu. Za druhé, tyto
T-buniky musi byt v dostatecném poctu.

Terapie pomoci TIL lymfocytl se snazi téchto pfedpokladii dosahnout. Jde o pfistup, kdy se
piirozené vyskytujici T-buniky vyizoluji z biopsii nadorti, ex vivo se expanduji v pfitomnosti
cytokinl (vE€tSinou v pfitomnosti interleukinu 2) a néasledné se vrati pacientovi. Alternativné
lze T-buiiky odebrat z periferni krve a ex vivo reaktivovat pomoci antigenné specifickych
peptidii, namnoZit a vratit pacientovi. Tento druhy pfistup ale uz predpoklada populaci bun€k

reagujicich na pouzité peptidy. Ob& terapeutické strategie vyzaduji piitomnost vysoko-
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afinitnich T-bunéénych receptorti [1-4]. V dnesni dobé je adoptivni ptenos TIL lymfocyti

pravdépodobné nejucinnéjsi 1écbou chirurgicky netesitelného melanomu [5, 6].

T-lymfocyty s geneticky upravenymi TCR receptory

Tento pfistup také zahrnuje odbér T-bun€k z periferni krve pacientd, ale neni omezen na
pouhou aktivaci a namnoZzeni. Bunky jsou nové vybaveny TCR receptorem, ktery jim
umoziuje cilit na specifické nadorové antigeny. Toho je dosazeno tak, ze fetézce a a B TCR
receptoru jsou izolovany z klonti jednotlivych T-bunék a vlozeny do retrovirovych vektord.
T-bunkky izolované =z periferni krve jiného pacienta pak mohou byt timto vektorem
modifikovany, aby nesly pozadované specifické sekvence o TCR. Bunky jsou posléze
expandovany in vitro na dostate¢ny podet a vraceny infuzi zpét pacientovi. Uspéch téchto
studii poskytl naptiklad zéklad pro klinické zkousky s pouzitim T-bunék s upravenymi TCR
receptory rozpoznavajici antigen NY-ESOI, ktery je overexprimovan butikami karcinomu

spinocelularnich buné¢k [7-9].

T-buiiky s chimérickym antigennim receptorem

Vyse dva zminéné pfistupy bunééné imunoterapie pomoci TIL lymfocyti a lymfocytl
s geneticky upravenymi TCR receptory cili na nadorové bunky, které prezentuji antigeny na
molekulach hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Nedavné pokroky v bunécné
imunoterapii umoznily piekonat toto omezeni diky T-bunkdm vybavenymi syntetickymi
receptory, tzv. chimérickymi antigennimi receptory (CAR). Jde o uméle ptfipravené proteiny,
které rozpoznavaji povrchové nadorové antigeny v jejich pfirozeném, nativnim stavu. CAR
receptory se skladaji ze tii ¢asti: ektodomény vézajici antigen, ktery je tzv. spacerem spojen
s transmembranovou doménou a endodoménou [10]. Ektodoména je nejCastéji
tvofena jednofetézcovou variantou fragmentu (scFv) odvozeného od protilatky a je
zodpovédna za rozpoznani piisluSného antigenu. Zakladem intracelularni aktivacni domény

je pak fetézec zeta molekuly CD3 T-bunék (CD3¢&) (Obr. 1).
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Obr. 1: Struktura chimérického antigenniho receptoru

Je tvofen jednofetézcovou variabilni doménou odvozenou =z monoklonalni protilatky,
transmembranové domény a signalni domény CD3& odvozené od TCR receptoru. Zkratky: VH, heavy
chain variable region; VL, light chain variable region. Obrazek ptevzat z publikace [11].

NK buiiky

V posledni dobé se adoptivni bunécnéd terapie vénuje builkkdm vrozené imunity, tzv.
pfirozenym zabije¢iim neboli NK buiikdm. NK buiiky maji velky potencial v imunoterapii
nadorovych onemocnéni, ale 1 zlepSuji ucinek Sté€pu proti leukémii (GvL) béhem transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT). Nejen celkovy pofet NK bun€k podanych
pacientovi, ale 1 jejich schopnost regulovat imunitni systém, maji silny u¢inek GvL bez
vyvolani reakce S$t€pu proti hostiteli. NK builkky byly primdrné¢ zamétené na 1é€bu akutni
myeloidni leukémie (AML), ale jsou zkouSeny k 1é€b¢ jinych hematologickych onemocnéni,
sarkomil, karcinomil a nddortt mozku [12, 13].

V bunééné imunoterapii se vétsinou pouzivaji alogenni NK buiky izolované z periferni krve
darct, které jsou opét ex vivo expandovany v pritomnosti interleukini a podptrnych bun¢k a
posléze podany pacientovi.

Relativné novym pfistupem je genetickd modifikace NK bunék chimérickymi antigennimi

receptory [14].

Gama delta T lymfocyty
Gama delta T-lymfocyty predstavuji minoritni skupinu T-lymfocyti (v periferni krvi <10%)
s odlisnou strukturou receptoru. TCR receptor je tvofen fetézci y a d. Jde o buiiky na

»pomezi‘ mezi vrozenou a adaptivni imunitou. Rozpoznavaji antigen nezéavisle na MHC. Jsou
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totiz aktivovany mikrobialnimi pyrofosfore¢nany nebo endogennimi pyrofosfore¢nany, které
produkuji nadorové buiky. Dale yd T-lymfocyty exprimuji aktivacni receptory, které se
nachazeji na NK bunkéch. Tyto receptory vazou molekuly, které chybi na zdravych bunkéach,
ale Casto se vyskytuji na buitkach nadorovych. V kombinaci s terapeutickymi monoklonalnimi
protilatkami vykazuji yd T-buiiky velmi silnou protinddorovou odpovéd’. Pii transplantaci
kostni diené usnadiluji ptijeti §tépu hostitelem. Rovnéz yo T-lymfocyty se zkousi modifikovat

CAR receptory [15, 16].

3.2 Struktura receptori TCR a CAR

Struktura CAR receptoru je z velké ¢asti zaloZena na slozkach odvozenych od komplexu T-
bunécného receptoru, pfesto CAR-T buiky a konvencni T-lymfocyty se 1i§i ve zpisobu
rozpoznani antigenu a nasledné aktivaci. V aff T-buiikach tvoii TCR receptor heterodimer
skladajici se z jednoho alfa a jednoho beta fetézce, pricemz kazdy obsahuje variabilni a
konstantni doménu. Prostfednictvim oblasti urcujicich komplementaritu (CDR,
complementary determining region) ve variabilnich castech TCR se zprostfedkovava
rozpoznani kratkych peptidi prezentovanych na molekulach hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) [17]. Naproti tomu extracelularni ¢ast CAR receptoru je nejcastéji
tvofena jednofetézcovou variantou fragmentu (scFv) odvozené od protilatky, kterd umoziuje
vazbu na antigen nezavisle na MHC. CAR receptor umoZni T-bufice rozpoznani jakéhokoliv
antigenu na bunééném povrchu (proteiny, sacharidy, glykolipidy), proti kterému je k dispozici
monoklonalni protilatka [18].

Protoze a a P ftetézce TCR receptoru postradaji signalni domény, pro signalizaci jsou
nezbytné molekuly CD3 (heterodimery CD3¢ey, CD3¢ a homodimer CD3() asociované s TCR
receptorem. Molekuly CD3 obsahuji konzervované sekvence s motivem tyrozinového typu,
tzv. ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Aktivované kinazy rodiny Src
fosforyluji tyrozin v téchto motivech, coZ umozni naslednou vazbu dalSich proteint [19].
Kinazy Src jsou dale spojeny s koreceptory CD4 nebo CD8, které urcuji vazbu komplexu
TCR na molekuly MHCI nebo MHCII. K uplné aktivaci T-bunék je zapotiebi druhého
signdlu, ktery je zprostiedkovavan kostimulaénimi receptory CD28 a 4-1BB (Obr. 2).
Ukonceni aktivace T-bun¢k je dosaZeno prostiednictvim inhibi¢nich koreceptori CTLA-4
nebo PD-1[17].

Naproti tomu, intracelularni ¢ast CAR receptoru zprostfedkovava prvni 1 druhy signal,

protoze je kombinovand doménami z CD3 molekuly a z kostimulaénich receptorti. Zdkladem
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signalizace pfes CAR receptor je tedy doména CD3& , kterd mlize byt rozsifena o jednu nebo

vice kostimula¢nich domén (ty pak klasifikuji jednotlivé generace CAR receptorti, bude blize

popsano v kapitole 3.3).

(a) (b)
Tumor
APC  muc cpso a-1sL  tumorcell ;400
CAg A
CTCR
% B B = cFv
ey ed
—H
e - - Costimulatory domain
- (CD28/4-1BB - |TAM
cD3 CD28 4-1BB D3
T cell CAR-T

| |

TCR signaling Costimulatory signaling

\/

I T-cell activation I

TCR signaling Cosnmulatory signaling

l CAR-T activation |

Obr. 2: Srovnani struktury receptorit TCR a CAR

(a) TCR je specificky pro peptid prezentovany na molekule MHC. TCR je v komplexu s nékolika

molekulami, které se rovnéz podili na rozpoznani MHC a ptenosu signalu. Retézce alfa a beta

TCR receptoru cytotoxickych T-bunék jsou asociovany s molekulou CDS, kterd vaze

molekuly MHCI. S TRC receptorem jsou dale spojeny molekuly CD3 obsahujici fosforyla¢ni

mista ITAM pro transdukci signalu. Molekula CD8 potom tento signal dale zesiluje. Aktivace

naivnich T-bunék vyzaduje druhy signal, ktery je transdukovan molekulou CD28 po navazani

na CD80 nebo CD86 na povrchu bunck prezentujici antigen (APC). Aktivované T-bunky

upreguluji expresi dal§ich kostimulacnich receptort (napt. 4-1 BB), které prispivaji k jejich

efektorové funkci, pieziti a proliferaci.

(b) CAR receptor je odvozeny od komplexu TCR a protilatky specifické na antigen. CAR je

jednofetézcovy, kombinuje doménu pro vazbu antigenu a signalni domény.

Obrazek prevzat z publikace [11] a upraven.
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3.3 Rozdéleni CAR receptoru podle jejich struktury

Prvni T-bunky s chimérickou molekulou byly pfipraveny uz v roce 1989 v Izraeli imunology
Zeligem Eshharem a Gideonem Grossem [20]. Tyto CAR-T buiiky nebyly sice klinicky
ucinné, ale v nasledujicich tficeti letech byly imunologicky a technologicky propracovany
natolik, ze se jejich protinddorova aktivita vyrazné zvysila, zlepsila se nejen jejich schopnost
proliferace a odolnost vic¢i apoptoze, ale zejména jejich perzistence in vivo. Podle struktury

endodomény jsou CAR receptory rozdéleny do péti generaci (Obr. 3).
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Obr. 3: Déleni chimérickych antigennich receptori podle struktury endodomény

Intracelularni ¢ast receptoru 1. generace obsahuje jednu aktivaéni doménu CD3E. Receptory 2. a 3.
generace jsou obohaceny o jednu nebo dvé kostimula¢ni signalni domény (CD28, CD27, OX-40
(CD134) a 4-1BB (CD137)). Receptory 4. generace, tzv. TRUCK, jsou geneticky modifikovany tak,
Ze nesou gen pro cytokin pod indukovatelnym promotorem. Receptory 5. generace maji navic

vlozenou kostimula¢ni doménu pro aktivaci specifickych signalnich drah. Pfevzato z publikace [21].

3.3.1 CAR receptory prvni generace

Tyto receptory obsahuji jednu intracelularni signalizaéni doménu, jde bud’ o fetézec FceRlIy
vysokoafinitniho receptoru pro IgE nebo CD3¢ z komplexu TCR/CD3. Retézce obsahuji
konzervované sekvence s motivem tyrozinového typu tzv. ITAM poskytujici signaly
potiebné pro aktivaci T-bunck [22]. Vice studii bylo provedeno s CAR receptorem obsahujici

CD3¢ nez s FceRly, diivodem je asi to, ze CD3§ obsahuji oproti FceRIy vice motivii ITAM a
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zaroven bunky exprimujici tento typ fetézce jsou u€inngjsi v zabijeni naddorovych bunék [23,
24]. Na druh¢ stran¢ buiiky in vitro vykazovaly nizsi hladinu exprese CAR receptort [25].

Protinadorovy ucinek CAR-T lymfocytli prvni generace byl zna¢n¢ limitovan in vivo. Bunky
neprodukovaly dostate¢né mnozstvi interleukinu 2 (IL-2) k efektivnimu zniceni nadorovych
bunck, proto bylo nutné podéavat exogenni IL-2 [26]. Zaroven builkky mély sniZenou

proliferaci a pfed¢asné prechazely do apoptdzy [27].

3.3.2 CAR receptory druhé generace

Pro G¢innou aktivaci lymfocyti kromé predloZeni antigenu builkkami prezentujici antigen
(APC) musi lymfocyt od téchto bun€k obdrzet kostimulaéni signél. Totéz plati i pro CAR-T
lymfocyty. V souladu s tim byly v dal$i generaci receptorii pfiddny do endodomény signélni
podjednotky z riznych kostimula¢nich receptorti - CD28, CD137 (4-1BB) a CD134 (0X-40).
Tim se zlepsila proliferace, cytotoxicita, trvala odpovéd i prodlouzeni zivotnosti CAR-T
bunck [28-31]. Kostimulace pomoci molekuly CD28 vede k silné proliferativni odpovédi a
hraje klicovou roli v diferenciaci efektorovych pamétovych bunék. Stimulace pies 4-1BB
indukuje zase progresivni reakci a je pravdépodobné zodpovédnd za zvySenou perzistenci
CAR-T bun¢k a zaroven jejich diferenciaci v centralni pamétové bunky [32, 33]. Na druhou
stranu stimulace pfes 4-1BB muze vyvolat casné vycerpani lymfocytu, a tim snizit
protinddorovou Uc¢innost. Kostimulace pfes molekulu OX-40 udrZuje proliferaci bunck a
posiluje produkci IL-2. Stimulace pfes CD27 zvySuje expanzi CAR-T bungk, navic jsou
odolngjsi vici apoptoze a v porovnani s CD28 se zvysila i perzistence bunék in vivo [30].

V praxi se uplatnily kostimula¢ni molekuly CD28 a 4-1BB. Rada klinickych studii potvrdila
zvySenou proliferaci, produkci cytokinti a antiapoptickych proteini u CAR-T bunék 2.

generace.

3.3.3 CAR receptory treti generace

Pro dalsi zlepSeni u¢inku CAR-T bunék byly zkonstruovany receptory s kombinaci vice
signdlnich domén (CD28 OX40 CD3E& nebo CD28 4-1BB CD3&) se snahou dosdhnout
zvySeni produkce cytokinli a zvysit protinadorovy ucinek. V praci Wilkie et al. bylo vSak
ukézéno, Zze nedoSlo k zddnému vyznamnému rozdilu v protinddorové cytotoxicité po
zaclenéni dalsi signalni domény do CAR receptoru 2. generace, i kdyz CAR-T buiiky byly

schopny sekretovat vét§i mnozstvi interferonu gama (INF-y) [34].
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Rovnéz naptiklad ve dvou klinickych studiich, kdy byly podany anti-CD20 CD28-CD137-
CD3(-CAR-T a anti-HER2 CD28-CD137-CD3(-CAR-T lymfocyty pii 1é€bé lymfomu a
rakoviny tlustého stieva, se neprokazalo zlepSeni Gc¢innosti ve srovnani s CAR-T bunikami 2.

generace [35, 36].

3.3.4 CAR receptory ¢tvrté generace

Jde o receptory, které zahrnuji dva samostatné transgeny. Vychazi z receptor 2. generace,
které byly obohaceny o gen pro cytokin. Exprese tohoto cytokinu je fizena transkripénim
faktorem, k jehoz aktivaci dojde az poté, kdy dojde k aktivaci CAR receptoru, resp.

k navazani antigenu na receptor (Obr. 4).

Tumor cell

©

Nucleus ® ® @ 6 ® @ —
NFAT NFAT NFAT (P

) T )

NFAT response elements 1L-2 minimal Transgenic protein
promoter

Obr. 4: Mechanismus fungovani CAR receptoru 4. generace

Signalizaci ptes TCR i CAR receptor se aktivuje fosforylace transkripéniho faktoru NFAT, ktery je
nasledné transportovan do jadra, kde aktivuje fadu genti a zaroven naseda na synteticky promotor
transgenu. Promotor tvofi vétSinou 3 nebo 6 regulacnich oblasti, které jsou rozeznavany faktorem
NFAT, tzv. NFAT-response elements, v kombinaci s minimalnim promotorem pro IL-2. Obréazek
ptevzat z publikace [37].
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Prvnim cytokinem, ktery byl zabudovan do CAR receptoru 4. generace, byl interleukin 12
(IL-12). CAR-T buiiky po aktivaci zacnou do okoli vylucovat vysoké hladiny IL-12, které
moduluji nddorové mikroprostiedi a zaroven zmiriiuji systémové vedlejsi ucinky. Cytokin
v misté pusobeni piitahuje dalsi buiikky vrozené imunity, které mohou nasledn¢ eliminovat 1
nadorové buiky negativni na cilovy antigen a tim se zvysuje protinadorovy ucinek [37, 38].

CAR receptory 4. generace jsou oznacovany jako ,,TRUCK® (T cells redirected for antigen
unrestricted cytosine initiated killing). V dnesni dobé je zkouman panel riznych cytokint,

vcetné IL-7, IL-15, IL-18, IL-23 a jejich vz4jemna kombinace [37].

3.3.5 CAR receptory paté generace

CAR receptory paté generace vychazeji z receptorti 2. generace, ale obsahuji navic zkraceny
beta fetézec cytoplazmatického receptoru pro IL-2 s vazebnym mistem pro transkripéni faktor
STAT3. Aktivace CAR receptoru vyvoland vazbou antigenu spousti soucasn¢ signalizaci
prostfednictvim domén CD3&, CD28 a signalizaci ptes drahu JAK-STAT3/5. Tyto tfi
aktivované synergické signaly pak plné aktivuji T-buiiky [39].

3.3.6 Extracelularni domény CAR receptori

Pro rozpoznéani antigenu se nejcastéji vklada do CAR receptorii jednofetézcovy variabilni
fragment (scFv). Ten je tvofen variabilnimi ¢astmi tézkého a lehkého fetézce imunoglobulinu,
které jsou k sobé fuzované pies flexibilni linker. NejbéZnéji pouZivanym motivem linkeru je
(GlysSer)s. Spojeni scFv a transmembranové domény zajiStuje tzv. spacer (nebo téz
oznacovany jako hinge). Nejcastéji jde o pantovou oblast IgG; nebo IgG,. Spacer vyrazné
ovlivituje fungovani CAR receptoru, protoze mu poskytuje flexibilitu. ZaleZi i na jeho délce.
To vSe miize ovlivnit ,,dosazeni CAR-T buiiky na antigen a jeho navazani [40].

Dostupnost fady monoklonalnich protilatek umozZnilo pfipravit CAR receptory pro rozpoznani
antigenl s riznou afinitou, obvykle fadové vyssi nez je samotnd interakce TCR-peptid MHC
[41]. V poslednich letech se zkousi upravit specifita scFv nebo pfipravit jiné antigen vazebné
specifické ektodomény, jako jsou dudlni fetézce, nativni receptory nebo receptory zaloZené na

ligandech.

3.3.6.1 Afinitné vyladéné scFv
Tradi¢né se vyzkum CAR-T bunék vénoval vyuziti vysokoafinitnich fragmentt scFv. Nékteré

studie ale naznacuji, Ze zacileni antigenu pomoci scFv s nejvyssi afinitou nemusi nutné vést
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k optimalnimu vysledku [42, 43]. Napiiklad v praci Chmielewski et al. se vénovali srovnani
CAR receptortl o riizné afinité (3,2 x 107 az 1,5 x 10" Ky) k lidskému receptoru pro
epidermalni rastovy faktor 2 (HER2). Prokazali, ze aktivacni prah CAR-T bunék nepiimo
koreluje s afinitou scFv [44] . V klinické studii vénované metastatickému karcinomu tlustého
stteva a jeho 1é€bé pomoci CAR-T bunék s vysokoafinitnim scFV proti HER2 doslo 1
k napadeni zdravych plicnich epitelidlnich bun¢k (slabé totiz exprimuji antigen HER2), coz
zpusobilo cytokinovou bouii s naslednou smrti pacienta [36]. V jiné klinické studii faze I se
[45]. Modulace afinity scFv fragmenti mé tedy zdsadni vyznam pfi navrhovani novych CAR
receptord zaméfenych zejména na nadoroveé asociované antigeny (TAA), které mohou byt

exprimovany i na zdravych tkani.

3.3.6.2 Dvouretézcové CAR receptory (dcCAR, dual chain CAR)

Protilatka v ektodoméné tohoto receptoru se nachazi v jeji pfirozené form¢, v heterodimeru.
Lehky 1 tézky fetézec imunoglobulinu jsou exprimovany soucasné a jsou spojeny
prostiednictvim endogennich disulfidickych vazeb s jejich konstantnimi oblastmi. Tyto
dvoufetézcové CAR receptory vazou s vysokou afinitou cilovy antigen [46]. Navic
v buné&énych liniich dcCAR receptor vytvafel velmi stabilni heterodimery, coz by mohlo
naznacovat 1 zvysenou stabilitu samotného receptoru oproti varianté s scFv [46]. Zavedenim
dcCAR receptorii se déle rozsifuje paleta cilovych antigenti, pro které neni dosud k dispozici

sekvence scFv.

3.3.6.3 CAR receptory zaloZené na vazbé receptor-ligand

Jde o receptory, kdy fragment scFv je nahrazen extracelularni doménou nativniho receptoru
nebo ligandu [47]. Tento pfistup je pomérné novy, piesto se uz zkousi v nékolika klinickych
studiich. Jako pfiklad lze uvést CAR receptor fuzovany se zkracenym interleukinem-13 (IL-
13), ktery se jako ligand vaZe na specificky receptor IL13Ra2. Vice ddvek CAR-T bunék
exprimujici receptor s timto ligandem byly v ramci slibné klinické zkousky faze I podavany 1
pacientovi, ktery dosdhl kompletni regrese vSech intrakranidlnich a spinalnich rekurentnich
multifokalnich glioblastomti (bohuzel 7,5 mésice po ukonceni terapie u ného doslo k relapsu)
[48]. V nasledujici tabulce jsou uvedeny dalsi pfiklady CAR receptori zaloZzené na vazbé

ligand-receptor.
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CAR (based on receptor) Target (ligand) Costimulatory domains Indication Phase of development

CARs based on natural receptors NEp30 B7116. BAGS, Gal3 CD28.CD3z Liquid and solid tumors  Preclinical
NEKGID MICA. MICB. ULBP 1-6 CD3z/DaplO assoc Ligud and solid tumers  Climeal
DNAM-1 PVR and Nectin-2 CD28.CD3z Solid tumors Preclinical
CD27 CD70 41BB.CD3z Liquid and solid tumors  Clinical
CD16 Fcregion of Abs 41BB.CD3z Liquid and solid tumors  Clinical

CARs based on receptor-binding domain of ligands GM-CSF CDI116 CD28.CD3Z Ligquid tumors Preclinical
Adnectin EGFR CD28.41BB.CD3z Solid tumers Preclinical
IL-13 IL-13Re2 41BB.CD3z Solid tumers Climical
IL-11 IL-11Ra CD28.CD3z Solid tumors Preclimcal
FSH FSHR. CD28.CD3Z Solid tumors Preclinical
TIE ErbB family CD28.CD3z Solid tumors Clinical

Tab. 1: Piiklady nové vyvijenych CAR receptorti zalozenych na vazbé receptor-ligand. Tabulka
prevzata z publikace [47].

3.4 Cilové molekuly CAR-T bunécné terapie

Jednim z nejdilezitéjSich faktorti pro uspésnou terapii CAR-T lymfocyty je vybér cilového
antigenu. Vhodna cilovd molekula by méla byt rovhomérné exprimovéna pouze na povrchu
nadorovych bunck, a nikoliv na zdravych buiikdch. V idedlnim pfipadé jde proteiny
exprimované mutovanymi geny nadorovych bunék. Dalsim vhodnym antigenem je ten, ktery
je sdilen s neesencidlni tkéni, jako je napi. CD19, oblibeny antigen v cileni na B-bunécné
malignity (viz kapitola 3.9.1.2). Vhodnymi targety mohou byt i proteiny se zménénou post-

translacni modifikaci (glykosylace) ¢i dokonce lipidy.

Nadorové specifické antigeny (TSAs, Tumor Specific Antigens)

Antigeny jsou exprimovany vyhradn€ na malignich bunikach. Bud’ jde o zménéné proteiny
v disledku mutaci, které jsou prezentovany na povrchu prostfednictvim MHC molekul, jako
je IDH1 R132H prezentovany gliomovymi buikami na HLA-A2 [49]. Patii sem 1 antigeny se
specifickou glykolizaci, jako je membranovy mucin TnMUCI1 u adenokarcinomu, proti
kterému byly zkonstruované CAR-T bunky [50], rovnéz tak povrchové proteiny s nadoroveé
specifickymi mutacemi, jako je EGFRVIII [51], ¢i Spatné slozené proteiny, ptikladem opét
nespravné slozeny EGFR [52].

Antigeny asociované s nadorem (TAAs, Tumor Associated Antigens)

Jde o antigeny, které jsou exprimované jak v nadorovych, tak i v zdravych bunkach. Hladina
exprese je vSak v nadorovych buiikach zvySena. Pfikladem takového antigenu je receptor pro
epidermalni ristovy faktor 2 (HER2). Normalni tkdn¢ maji nizkou hladinu HER2, naopak

zvysenou expresi HER2 vykazuje 20% nadori prsu, ale i nékteré nddory vajecniku a zaludku
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[53]. Na rozdil od TSA, cileni na TAA je Castéji doprovazeno nezddoucimi ucinky, kdy
dochdzi k napadeni a poskozeni zdravé tkan¢ CAR-T lymfocyty (viz kapitola 3.7.4).

Nadorové zarode¢né antigeny (CGAs, Cancer Germline Antigens)

U zdravych jedinci jsou tyto antigeny exprimovany pouze v zarodecnych tkanich, u
dospélych je exprese vétSinou omezena pouze na varlata nebo vajecniky. Jsou tedy idealnim
cilem genové imunoterapie kvuli omezenému vyskytu v somatickych tkdnich. Ptikladem
takového antigenu je 0-2 podjednotka receptoru pro interleukin 13 (IL-13Ra2), ktery je

overexprimovan v fadé nadori, jako jsou nadory pankreatu, vajecnikli, melanomy a maligni

gliomy.

CD19, CD20,CD22  B-bunécné malignity Lewis Y  Akutni myeloidni leukémie

CAIX Nadory ledvin CD30 CD30+ lymfomy

PSCA Rakovina pankreatu, zaludku, CEA Rakovina prsu, vaje¢niku, zaludku,
prostaty pankreatu

HER2 Rakovina prsu ErbB Ruzné solidni nadory

EGFRvIII Glioblastom FRa Rakovina vaje¢niku

GD2 Neuroblaston IL13Ro2  Glioblastom

PSMA Rakovina prostaty MUC16  Rakovina vajecniku

Mesothelin Pleuralni mezoteliom CD171 Retinoblastom, neuroblastom

Tab. 2: Prehled antigenil, proti kterym byly pfipraveny CAR-T lymfocyty s riznym tuspéchem,
ucinnosti a bezpecnosti. VétSina markerti je exprimovana i zdravymi bunkami. Data pfevzata
z publikaci [54, 55] a upravena.

3.5 Mechanismus piisobeni CAR-T bunék
Na rozdil od konvenénich efektorovych T-lymfocyti, CAR-T buiky rozeznaji nadorovou

builku nezéavisle na hlavnim histokompatibilnim komplexu molekul MHC. Tim jsou
rozpoznany 1 buniky se snizenou expresi MHC. Jakym pfesnym mechanismem jsou pak
nadorové buniky zabity, neni stile objasnéno. Predpoklada se, ze CAR receptory obsahujici
transmembranovou doménu CD3& mohou tvofit komplex s endogennim TCR, ktery by pak
mohl fidit optimdlni aktivaci CAR-T bunék [25]. Uvazuje se tedy, Ze dimerizaci nebo
multimerizaci receptor, ke kterym dojde po vazb& antigenu, se spoji cytoplazmatické
signalni domény, ke kterym se pak pfipojuji kindzy, jako je napt. Lck [56]. Nasledna
forforylace tyrosinli v motivech ITAM dovoli pfipojeni adaptorovych proteind, jako je ZAP-
70. Tim dojde ke stimulaci aktivaénich drah [29]. Po navazani antigenu na CAR receptor se
vytvoii imunologickd synapse (IS). Vznik tohoto stabilniho spojeni je dulezitym
pfedpokladem pro indukci smrti nddorovych bunék. V praci Davenporta et al. [57] bylo

ukdzano, Ze ¢asovy interval mezi vytvorenim IS a jejim uvolnéni po lyze je kratsi u CAR-T
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bunék ve srovnani s TCR T-lymfocyty. Cili signalizace iniciovana CAR-T buiikami je kratsi,
presto sila signélu je u nich silngjsi. V této praci byly popsany i odliSnosti v samotné struktute
IS oproti konvecnim lymfocytim. Po aktivaci T-bunck zprostfedkované CAR receptorem a
vytvofeni IS dochéazi kuvoliovani cytotoxickych molekul (jako jsou perforiny nebo
granzymy), k expresi proapoptickych ligandd, jako je ligand FasL a TRAIL', nebo k sekreci
prozéanétlivych cytokinti (IL-2, INF-y nebo TNF-a). V disledku toho jsou nadorové buiky
eliminovany pfimo CAR-T lymfocyty nebo dal§imi imunitnimi bufikami, které jsou do okoli

nadoru atrahovany pisobenim CAR-T bunék (Obr. 5) [10, 58].

CAR T cells utilize the granzyme and perforin
axis for effective and specific lysis of the
| antigen-positive tumor cells.

23® Granzyme
& »:" and perforin

L

| CAR T cell-derived cytokines can sensitise the
tumor stroma. Driving IFN-y receptor up-
regulation facilitates stromal cell targeting by
IFMN-y.

{ CAR @ Antigen 7 ¥\ F-Actin

n
-_:: Inferferon-y L Inferferon-y receptor

Within an antigen-positive milieu, the antigen
negative fraction can be targeted by CAR T
cells via the Fas and Fas L axis.

} Fasigand &~ Fas % Caspases3ands

Obr. 5: CAR-T lymfocyty zabiji nadorové buriky tfemi hlavnimi mechanismy

(1) Uvolnény perforin a granzym zpusobi lyzi cilovych buné€k pozitivnich na antigen.

(2) Cytokiny sekretované CAR-T buitkami aktivuji dal$i buiiky imunitniho systému.

(3) Pomoci drahy Fas-FasL jsou zasaZzeny nadorové bunky negativni na antigen.
Obrazek prevzat z publikace [58].

' TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand)
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3.6 Vyroba CAR-T lymfocyti

Samotnd piriprava CAR-T bunck v laboratofi tak i1 jejich vyroba pro klinické podani
pacientovi je prakticky totozna. Pti vyrobé bunécnych produkti CAR-T pro klinické vyuziti
je ovSem kladen vysoky diiraz na vysokou kvalitu a reprodukovatelnost kazdého vyrobniho
kroku. Soucasné protokoly se tidi pokyny spravné vyrobni praxe (GMP) pro testovani

bezpecnosti, Cistoty, sterility a ucinnosti [59, 60].
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Obr. 6: Vyroba autolognich CAR-T lymfocytt

Zahrnuje nasledujici kroky: Odbér krve pacienta; izolace T-lymfocytl z periferni krve procesem
leukaferézy; transdukce bunck vektorem obsahujici gen kodujici CAR receptor; expanze CAR-T
bunék in vitro; podani CAR-T bunék pacientovi. Obrazek pifevzat z internetového zdroje (1).

3.6.1 Zdroj T-lymfocytia

V drtivé vétSin€ piipadil jde o bunécnou terapii, ktera je zaloZend na autolognich buiikéch.
Pacientovi jsou pomoci leukaferézy z periferni krve odebrany mononukledrni buiiky. V ramci
daného léc¢ebného reZzimu se pokud moZzno vybere vhodné Casové okno, aby byla zajisténa
pfitomnost dostatecného poctu T-lymfocyti. Produkt aferézy je nédsledné zpracovan tak, aby
z n¢j byly odstranény piipadné krevni kontaminanty, tj. cervené krvinky a desticky. VétSinou
se vyuzivaji razné komercni systémy zaloZzené na frakcionaci podle velikosti bunék, kdy
dojde zaroven 1 k depleci monocytl (systémy Elutra, Sepax II) [61]. Systémy typu CliniMacs
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Prodigy umoznuji i obohaceni produktu o konkrétni podskupiny T-bunék (CD4+, CDS8+,
CD45RA+ nebo CD62L+) na zaklad¢ selekce pomoci magnetickych kulicek s navdzanymi
specifickymi protilatkami [62].

3.6.2 Aktivace T-bunék
Pro ex vivo expanzi T-bun¢k je zapotiebi specifického signalu prostiednictvim TCR receptoru
a dalSich kostimulacnich signalt pfes molekuly CD28, 4-1BB nebo Ox40. Aktivace T-bun¢k

je rovnéz potiebna pro transdukci CAR cDNA prostiednictvim retrovirovych vektort.

Aktivace pomoci magnetickych kulicek s navazanou protilatkou

Ptikladem jsou superparamagnetické kulicky Dynabeads s kovalentné vdzanymi protilatkami
anti-CD3 a anti-CD28. Vyhodou pouziti téchto kulic¢ek je selekce pomoci magnetu a zaroven
aktivace T-bun¢k v jednom kroku. Obdobné funguji i kulicky firmy Miltenyi konjugované
s biotinylovanou protilatkou CD3, CD28 a monoklonélni protilatkou proti biotinu. Na konci

vyrobniho procesu je nutné magnetické kulicky z produktu odstranit [63].

Nanocdstice potazené protilatkou

Piikladem je produkt TansAct CD3/28 firmy Miltenyi. Jde o polymerni nanomatrix
konjugovany s monoklonélni protilatkou anti-CD3 a anti-CD28. Vyhodou pouZiti téchto
kulicek je, ze jsou biologicky odbouratelné a proto nevyzaduji odstranéni na konci vyrobniho

postupu [63].

Aktivace pomoci expamert

Expamery jsou polymerni rozpustné proteinové komplexy, na které jsou navazané fragmenty
Fab nizkoafinitnich monovalentnich protilatek anti-CD3 a anti-CD28. Diky solubilit¢ mohou
pokryt cely povrch buniky. Tyto komplexy pak dodavaji aktivacni signal multivalentni vazbou
na molekuly TCR a CD28 [64].

Solubilni protilatky

Solubilni protilatka anti-CD3 v pfitomnosti IL-2 stimuluje T-lymfocyty navazanim po celém

povrchu bun¢k. Pouziva se klon protilatky OKT3 [65].
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3.6.3 Genové modifikace T-lymfocytii CAR receptory

Terapeutické vyuziti CAR-T bunck zavisi na U¢inném, stabilnim a bezpetném vneseni
transgend do bunék. Cilem genovych manipulaci je dosazeni vysoké exprese receptorii bez
nezadoucich toxickych a onkogennich zasahii do bun¢k. V soucasné klinické praxi jsou pro

pfenos vyuzivany virové a nevirové metody.

3.6.3.1 Virové vektory
Retroviry jsou dnes nejéastéji pouzivané vektory v genové terapii. Jejich hlavni vyhodou je

schopnost stabilné integrovat geneticky material do hostitelského genomu.

Gama retrovirové vektory

Vibec prvni genova terapie, kterd se dostala do klinické zkousky, byla zalozena na prenosu
genl pravé pomoci y-retrovird. V ni byl vyuzit modifikovany virus zptsobujici leukémii u
mysi (MLV, murine leukemia virus) k pfenosu genu pro podjednotku cytokinového receptoru
yc do T a NK bunék, které pak byly podiany 11 détem s tézkou kombinovanou
imunodeficienci vazanou na chromozom X (SCID-X1) [66]. Zatimco SCID byla u téchto
malych pacientil uspésné ,,opravena®, u vyznamného poctu déti se casem vyvinula leukemie,
kterou vyvolala inseréni mutace zplsobena virovou transdukci v hematopoetickych
progenitorech. Vysledky, které byly na jednu stranu velmi povzbudivé, na stran€ druhé
poukdzaly na potiebu rozvijet vektory s vyrazné niz§im onkogennim potencialem.

Vektory jsou zaloZeny na vloZeni transgenu misto kodujicich sekvenci gama retroviru. Pro
usp&sné zabaleni transgenu do virovych ¢astic je jesté nutna exprese virovych genll gag, pol a
enc, které koduji kapsidové proteiny, replikacni enzymy a obalové glykoproteiny. Tyto geny
jsou transkribovany trans zpomocnych vektorii. Odd€lenim kodujicich sekvenci a
regulacnich sekvenci do 2 molekul DNA omezuje remobilizaci zpisobené retroviry, ¢imZ se
zvySuje bezpecnost [67, 68]. Celogenomové analyzy ukazaly, Ze gama retroviry se pfednostné
integruji do mista startu transkripce a CpG ostrovii [69]. Tato preference zvysuje onkogenni
transformaci bunék. Bunécnou expresi pak miiZze ovlivnit samotny silny virovy promotor ¢i
zkraceni genovych transkripti. Problémem miZe byt i virovy enhancer plisobici na aktivaci
promotoru protoonkogenu. Tato aktivace je nezéavisld na orientaci vlozeni a muiZze byt
ovlivnéna do vzdalenosti az n€kolika kilobazi [70]. VySe popsané typy inzeréni mutageneze
byly pozorovany zejména v genové terapii hematopoetickych kmenovych bunck. Zralé T-
lymfocyty jsou vic¢i onkogenni transformaci odolnéjsi diky proapoptickym a epigenetickym

mechanismtim, které brani klonalnimu ristu.
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Dnes se y-retrovirové vektory vyuzivaji zhruba v pétin€ vSech klinickych studii zalozenych na
pfenosu gentl. Gama retrovirové vektory byly prvnimi virovymi vektory pouzitymi k piiprave

CD19 CAR-T lymfocyti se stabilni expresi chimerického receptoru [71].

Lentivirové vektory

Vektory zalozené na lentiviru jsou strukturné podobné y-retrovirovym. Zakladni virové
sekvence jsou opét nahrazeny transgenem pro CAR receptor. Kromé gag, pol a env je navic
zapotiebi transkripce genu rev z trans-elementt. Protein Rev vazbou na jim rozpoznavané
elementy RRE (rev responsive element) zvySuje jaderny export transkripti gag-pol. Pro
jaderny import jsou zase dulezité cis sekvence oznaCované jako cPPt-CTS. Po infekci buiky
tyto sekvence usnadiiuji transport preintegraéniho komplexu do jadra. Déle do lentivirovych
vektorli prvni generace byly vlozeny geny pro obalové proteiny z jinych virl, nejcastéji VSV-
G, ktery rozpoznava receptor pro lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL receptor). Na rozdil
od y-retroviri proto neni lentivirova transdukce zavisla na bunééném déleni a pomoci
lentivirac  lze efektivné transdukovat Siroké spektrum bunék vcetné terminalné
diferenciovanych [72, 73].

Nejbéznéji  pouzivané jsou lentivirové vektory zalozené na viru lidské imunitni
nedostate¢nosti (HIV). Odstranéni esencialnich virovych gend z cis-regulacnich sekvenci
snizily moznost rekombinace a nasledné remobilizace virovych c¢astic. Riziko se jeste vice
sniZilo u 3. generace lentivirovych vektorli, kde byl virovy genom rozdélen na samostatné
plazmidy (viz obr. 7). Geny gag a pol jsou kodované na odlisSném plazmidu nez geny rev
nebo env. Vektor je tak slozeny ze tfi samostatnych plazmidii obsahujici nezbytné virové
sekvence pro zabaleni. Gen tat byl navic nahrazen konstitutivné aktivnim promotorem [74].
Nové pak byly do koncovych sekvenci LTR (long terminal repeats) vneseny delece za icelem
vytvofeni samoinaktivujicich (SIN) lentivirovych vektord, coZz naruSilo aktivitu
promotoru/zesilovace LTR, a tim se opét zvysila bezpecnost [75]. I tak americky ufad pro
kontrolu potravin a lé¢iv FDA (Food and Drug Administration) vyzZaduje, aby vSechny
terapeutické produkty byly dikladné otestovany na neptitomnost replikacné kompetentniho

retroviru (RCR)?, &imZ se bezpetnost bun&énych produkti jests zvysuje.

? pozadavky viz internetovy zdroj (5)
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Obr. 7: Lentivirovy vektor tfeti generace

Je tvofen dvéma samostatnymi plazmidy pro pakazovani, jeden kdduje geny gag a pol a druhy kéduje
rev. Dalsi plazmid kdéduje obalovy protein odvozeny od VSV-G. Plazmid kodujici transgen obsahuje
lentivirové sekvence LTR, které byly zménény na samoinaktivujici (SIN), ¢imZz je zabranéno
rekombinaci. Zkratky: LTR, long terminal repeat; VSV, virus vezikularni stomatidy. Obrazek prevzat
z publikace [75].

Nejnovejsim pristupem jsou hybridni lentivirové vektory, které jsou odvozeny od
alternativu, protoze jejich rodi¢ovské viry jsou u lidi apatogenni, avSak pii optimalizaci
protokolu mohou velmi G¢inné lidské bunky transdukovat [76].

Je nutné poznamenat, Ze vétSina T-bunék, které cirkuluji v periferni krvi, se nachazi v Gy fazi
bunécného cyklu a proto jsou odolné vuci lentivirové transdukci. Pomoci protilatek anti-CD3
a anti-CD28 jsou nejprve stimulovany k pfechodu do faze G, aby mohly byt nasledné
transdukovany [77].

Genova terapie pomoci lentivirovych vektor se ukazala jako slibnd terapeutickd volba pro
fadu onemocnéni. Prvni lentivirové transdukovand bunécnd terapie, tisagenlecleucel
(CTLO19, Kymriah), byla schvalena ve Spojenych stitech v srpnu 2017 pro 1éCbu
pediatrickych a dospivajicich pacientii s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) [78]. Nékolik
dal§ich buné¢nych terapii zaloZenych na buiikach modifikovanych pomoci lentivirového
vektoru je v pokrocilé fazi vyvoje. Zejména lentivirové vektory SIN tieti generace prokazaly
bezpecnost pii pouziti k prenosu genti do kmenovych bunck 1 do T-bunék. Ackoli existuje
teoreticky potencidl pro inzer¢ni onkogenezi zptisobené lentivirovymi vektory, zadné takové
ptipady nebyly zaznamenany [75] . Nicméné¢ je zapotiebi dlouhodob¢ sledovat pacienty, ktefi

genovou terapii podstoupili, aby se bezpec¢nost téchto vektori potvrdila.
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3.6.3.2 Genové modifikace zaloZené na nevirovych vektorech

Vyse popsané systémy genetickych modifikaci pomoci virovych vektori maji mnoho vyhod,
vcetné vysoké ucinnosti a stabilité prenost gentd. Nicméné jde o poméme slozity biologicky
komplex, ktery vyzaduje nakladné testovani biologické bezpecnosti. Z tohoto divodu je
vénovan klinicky vyzkum vyvoji alternativnich vektorovych systému nezavislych na virovych

vektorech.

Transpozony

DNA transpozony ¢ili transpozibilni elementy (TE) jsou semiparazitické sekvence DNA,
které jsou schopné meénit svou pozici v genomu. Transpozon obsahuje gen pro transpozazu,
ktery je ohraniceny invertovanymi repeticemi (TIRs, terminal inverted repeats) s vazebnym
mistem pro transpozdzu. Transpozdza se navaze na sekvence TIR, §tépi transpozon a vlozi je

na misto jiné (transpozice) mechanismem ,,cut and paste* [79].

Systém Sleeping Beauty (SB)

TE elementy jsou opakujici se sekvence, které jsou soucasti témét vSech genoma. Jen lidsky
genom je piiblizn€ z 50% tvoien elementy TE. Drtiva vétSina TE v pribéhu evoluce v sobé
nahromadila mutace, které je inaktivovaly. Moderni genové inzenyrstvi dokédze tyto
nahromadéné mutace odstranit. Piikladem je prvni synteticky DNA transpozon pojmenovany
Sleeping Beaty (SB), ktery byl ,,probuzen* z genomu lososovitych ryb (losos obecny a pstruh
duhovy) [80]. SB ptedstavuje prvni DNA zaloZenou na TE elementech, ktera je pln¢ aktivni u
obratlovcl, a zarovenl geneticky material, pro néjz se pfirozen¢ nevyskytuje aktivni kopie
anebo nebyla dosud izolovana [80]. V soucasnosti je dostupnd hyperaktivni verze SB
(SB100x), ktera patii k nejaktivnéjSim transpozoniim u obratlovct [81].

Systétm SB se sklada ze dvou komponentli — transpozazy (SBase) a integracni kazety
(transpozon). Na koncich transpozonu jsou invertované repetice (IR) o velikosti 210-250 bp a
ptimé sekvence DNA s opakovanymi motivy (DR) na konci kazdé IR (oznacované pak jako

IR/DR doména) - viz Obr. 8.
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Obr. 8: Transpozonovy systém Sleeping Beauty

(A) Struktura pfirozeného transpozonu. Gen transpozazy je ohraniCen invertovanymi repeticemi
(IR) se sekvencemi s opakujicimi se motivy (DR), které obsahuji vazebna mista pro
transpozazu (bilé Sipky).

(B) Vektorovy systém pro integraci transgeni zalozeny na SB. Pavodni gen transpozazy je
nahrazen transgenem. Transpozdza je exprimovana ze samostatného plazmidového vektoru.

Obrazek ptevzat z publikace [82].

SB transpozice probihd mechanismem ,,cut-and-paste®, béhem kterého je transponovatelny
gen vystfizen transpozadzou a integrovan do cilového mista DNA. Zjednodusené, dva
monomery transpozazy se navazou na vazebna mista v IR elementech a vytvoii synapticky
komplex, ve kterém jsou dva konce transponovatelného elementu sparovany a drZeny
pohromadé podjednotkami dimeru transpozédzy. Ta provede excizi a ndslednou nidhodnou

reintegraci do mista s dinukleotidy TA [83, 84] — viz Obr. 9.
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Obr. 9: Integrace transgenu pomoci transpozazy

Mechanismus ,,cut-and-paste®, kdy je transpozon vystfiZzen z jednoho mista a integrovan do cilového
mista obsahujici dinukleotid TA. Po vlozeni se dinukleotid duplikuje. Jednofetézcové mezery
v integratnim misté i zlom v dsDNA jsou opraveny repara¢nim mechanismem hostitelské bunky.
Pokud je misto vystfizeni opraveno mechanismem nehomolognim spojovanim konct (NHEJ), vytvoii

se tzv. stopa transpozonu. Obrazek prevzat z publikace [85].

Systém PiggyBac (PB)

PiggyBac je TE element piivodné izolovany z bakuloviru, kam pteskocil z kultury bunck
odvozené od mury kovolesklece cizokrajného (Trichoplusia ni) [86]. Element je 2.475 bp
dlouhy, na konci ohrani¢eny invertovanymi repeticemi (TIRs) o wvelikosti 13 bp a
asymetrickymi invertovanymi repeticemi (13 bp). Jediny otevieny cteci ramec o velikosti
782 bp koduje transpozazu [87]. PiggyBac je funkéni i1 v jinych organismech véetné kvasinek,
prvokd, rostlin a obratlovct. Cilovym mistem inserce tohoto TE je misto s nukleotidy TTAA.
Systém PB je alternativou pro ptenos geni k systému SB. Oproti nému ma PB vétsi kapacitu
pro pienos genll o vétSich velikostech. PB transpozony oproti SB maji tendenci integrovat se

blize k mistim zacatkiim transkripce [88].

Pouzitim transpozonil je stabilné modifikovano asi 10-30% transfekovanych bunék. MnoZstvi
vstupni DNA ovliviiuje i pocet integrovanych kopii na buniku. Transfekci nizkou davkou (15-

50 ng na 1x10° bundk) se prenese 1 molekula transgenu/genom u 1-10% transfekovanych
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bun&k. Transfekce s vysokou davkou (> 500 ng DNA na 1x10° bun&k) pienese u systému PB
1-9 kopii transgenu/genom, ale u SB100x dosahuje az 40 integraci/buiiku [89]. Vyhodou
pouziti transpozonil oproti retrovirovym vektoriim je i moznost inserce gent o vétsi velikosti.
Maximadlni kapacita retrovirovych vektori je asi 6 kb, zatimco SB i PB systémy zprostiedku;ji

stabilni transgenni pfenos 1 vétSich molekul, a to az do velikosti 200 kb [90, 91].

VECTORS
High Efficiency Transduction High level of expression
High Transgene Expression Stable genomic integration

Less immunogenic compared to viral

High Reproducibili
6 P 2/ vectors
Well characterized systems Facilitates implementation of clinical trial

Flexibility of pseudotyping env genes of Plasmid DNA is not cost prohibitive and not
choice to maximize transduction efficiency hazardous to produce

Nucleofection of whole resting PBMC and
subsequent T cells expansion

DISADVANTAGES

VECTORS

Tedious work for production,
Potentially dangerous

Low to mid/variable transfection efficiency

High cost of production Possibility of transposase integration
Requirement for packaging cell lines

Possible oncogene activation

Pre-activation of lymphocytes

Tab. 3: Srovnani systému pro pienos genti pomoci virti a transpozont. Tabulka pfevzata z publikace
[92].

3.6.3.3 Elektroporace mRNA

Jde o bezpecngjsi alternativu k predchozim pfistupiim. Vyhodou elektroporace mRNA je to,
Ze neni potieba, aby vstoupila do jadra, jako je tomu u plazmidovych DNA. Je mozno tak
transfekovat builkky klidové nebo buiky, které se pomalu mnozi. Vzhledem k tomu, zZe
nedochazi ke genomové integraci, nehrozi inzeréni mutageneze. Na druhou stranu pienos
mRNA je nestabilni s relativné kratkou zivotnosti, ¢ili kodovany protein ma jen prechodnou
expresi. To ovS§em miiZze byt zase vyhodou u nékterych terapii CAR-T bunikami, které jsou
doprovazeny nezadoucimi ucinky kvuli zkiizené reaktivit¢ CAR-T bunék a zdravych tkani

[93, 94].
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3.6.4 Expanze CAR-T bunék
Pro terapeutické davky CAR-T lymfocytl existuje nékolik platforem pro jejich expanzi.
Bioreaktor WAVE

Jde o vak umistnén}'l na tfepaéce S houpaci zékladnou. K vaku jsou pfipoj eny sondy a éerpadla
odpadniho média, a k udrzeni stalé teploty [95].

G-Rex

Jde o kultivaéni nadobu s membranou propustnou pro plyny, ktera je umistnéna na dné
nadoby. Tato platforma umoznuje rist bunék o vysoké koncentraci, aniz by byla ohrozena
dodavka plynt. Vyhodou je péstovani bunck v inkubatoru a pfesn€ stanoveny rezim vymény
média [96].

Systém PRODIGY

Jde o automaticky uzavieny systém, ktery v sobé kombinuje selekci T-bunék na zaklade
magnetické separace, aktivaci bunék, virovou transdukci a expanzi bun¢k. Pfiprava bun¢k je

reprodukovatelnd a velmi standardizovana [97].

Po expanzi jsou bunky kryoprezervovany, nez se podaji pacientovi.

(C)

/ Touch Screen

Tubing Set f‘; ’ ,
\\ . raion” | membrana
Roller Pump / i

Centnfuganon/ TubeSealer
cell culture

chamber i ’ °
b 3 Bar code reader
a‘&’
a

Obr. 10: Ukézka vyrobnich systémt pro expanzi CAR-T lymfocyti pro klinické ucely

(A) Bioreaktor WAVE. Ptevzato z internetového zdroje (2).
(B) G-Rex. Pievzato z internetového zdroje (3).
(C) PRODIGY. Ptevzato z internetového zdroje (4).
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3.6.5 Kontrola vyroby CAR-T bunék pro klinické tcely
Jak uz bylo zminéno, veskeré kroky vyroby podléhaji protokolim spravné vyrobni praxe a
vysledny produkt pfed podanim pacientovi je testovan na fadu parametrii. V nasledujici

tabulce jsou uvedeny ptiklady testu.

Table2 Examples of CAR-T cell release tests
Release testing for CAR-T introduced Release testing for CAR-T intro- Release testing for CAR-T intro-
Parameter by retroviral and lentiviral vector duced by transposon/transposase duced by mRNA electroporation
Safety * Gram stain/sterility e Gram stain/sterility e Gram stain/sterility
* Mycoplasma s Mycoplasma * Mycoplasma
¢ Endotoxin level » Endotoxin level e Endotoxin level
e Copies of transgene insertion
e RCR/RCL
Purity e %CD3+Tcells * %CD3+Tcells e %CD3+Tcells
® %CAR-T cells * %CAR-Tcells
e Residual tumor burden * Residual AAPCs
* Residual beads
Identity * % CARTcells
Potency Invitro CTL or IFN-ysecretion
Reference 25 22 47
AAPC, artificial antigen-presenting cells; CAR, chimeric antigen receptor; CTL, cytotoxic T lymphocyte; IFN, interferon; RCL, replication-competent lentivirus;
RCR, replication-competent retrovirus.

Tab. 4: Priklady testi nutnych pro uvolnéni CAR-T produktd, které byly pfipraveny riznymi
genetickymi modifikacemi. Tabulka pievzata z publikace [63].

3.7 Vedlejsi ucinky terapie CAR-T bunkami

Lécbu pomoci CAR-T lymfocyti mizou doprovézet i vedlejsi ucinky s riznym stupném
zévaznosti. Na rozdil tfeba o cytotoxicity spojené s chemoterapii, ktera je asto nespecificka a
muze zpusobit trvalé multiorgdnové poskozeni, cytotoxicita zpiisobena expanzi CAR-T bunék
a jejich protinddorovou aktivitou je Casto reverzibilni, pokud dojde k vycerpani lymfocyti

nebo k jejich eradikaci.

3.7.1 Syndrom cytokinové boure (CRS, Cytokine Release Syndrome)

Jde o nejcastéjsi cytotoxicitu spojenou s podanim CAR-T bunck. U vétSiny pacientl jsou
pfiznaky mirné, jen nékteti maji zavazny pribéh. Prvnim ptiznakem CRS je obvykle horecka.
MtZe se objevit uz né€kolik hodin po infuzi bunék, ale 1 po vice neZ tydnu. Teplota mize
piesahnout 40°C a byva Casto doprovazena ztuhlosti, malatnosti, bolestmi hlavy, artralgii a
myalgii. CRS mulze rychle pfejit az do stavu ohroZeni Zivota spojeného s tachykardii,
hypotenzi a hypoxii [98]. S vysokym rizikem zdvazného pribéhu CRS jsou lidé s velkou

nadorovou naloZi, s komorbiditami a ti, u nichz se CRS vyvine do tfi dnii po infuzi.
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CRS je systémova zanétliva odpoveéd organismu. Po podani pacientovi CAR-T buiky
specificky rozpoznaji a eliminuji nadorové buiiky s cilovym antigenem. Takto aktivované
CAR-T bunky zacnou proliferovat a uvoliiovat fadu prozanétlivych cytokint, které nasledné
aktivuji dal$i bunky imunitniho systému [98, 99]. Pacienti maji zvySené laboratorni markery
zanétu jako je C-reaktivni protein a feritin. Rovnéz u vétSiny z nich je méfitelnd zvySena
hladina cytokinii, ale stupeil jejich zvySeni nemusi korelovat se zavaznosti CRS nebo
odpovédi na lécbu. Zvysena je hladina efektorovych cytokint, jako jsou INF-y nebo solubilni
IL-2, stejné tak cytokind, které jsou spojovany s aktivaci makrofagu, jako jsou IL-6 a IL-10
[98, 100].

K potlaceni CRS se voli kortikosteroidy, které jsou dikysvé uc€innosti pouzivané u
komplikaci zptsobenych aktivovanymi T-lymfocyty, jako jsou reakce $tépu proti hostiteli a
ruzné zanétlivé procesy [101]. Podéani kortikosteroidi muze mit ale negativni dopad na
proliferaci terapeutickych lymfocyti. Nicméné v praci Porter et al. byl popsan ptipad, kdy
pacient kratce po infuzi CAR-T buné€k dostal kortikosteroidy. I po 6-ti mésicich u n¢j CAR-T
buiiky perzistovaly v krvi ve vysokém mnozstvi [102]. RovnéZz i v dalSich pracich bylo
ukdzéno, ze v nckterych piipadech kratkodobé podani kortikosteroidi k 1écbé Zzivot
ohrozujiciho CRS nema vliv na proliferaci nebo uc¢innost CAR-T bunék [103, 104].

CRS lze zmirnit i pfimym zasahem na hladiny cytokint. Interleukin 6 (IL-6) je prozanétlivy
cytokin, ktery se zapojuje v riznych procesech, jak v ramci imunitniho procesu, jako je reakce
akutni faze, angiogeneze, diferenciace B-bunék, produkce autoprotilatek. IL-6 je produkovan
monocyty/makrofagy, dendritickymi buiitkami, fibroblasty, keratinocyty, endotelovymi
buiikami, adipocyty, monocyty aj. V roce 2017 byl FDA schvalen antagonista receptoru pro
IL-6, tocilizumab. Protilatka rychle potlacuje CRS a stala se standardem v péci o pacienty
s touto komplikaci [105]. Mezi dal$i terapeutické mozZnosti patii siltuximab, monoklonalni

anti-1L-6 protilatka, i kdyZ neni dosud pfili§ k 1é¢bé CRS pouzivana [106].

3.7.2 Neurotoxicita

Druhou nezédouci komplikaci spojenou s podanim CAR-T bunék je neurologicka toxicita.
Objevuje se u velké ¢asti pacientli 1éCenych CAR-T buiikami (u 67% pacientli s leukémii a
62% pacientl s lymfomem), a pro nékteré z nich ma fatalni nasledky. Dfive se neurotoxicita
oznacovala jako encefalopatie spojena s CAR-T buitkami, dnes jako neurotoxicita asociovana
s imunitnimi  efektorovymi bunkami, tzv. ICANS (Immune Effector Cell-Associated
Neurotoxicity Syndrome). Syndrom ICANS se obvykle objevuje mezi prvnim az tfetim
tydnem po infuzi CAR-T lymfocyti. Casto doprovazi CRS, ale byly zaznamenany piipady,
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kdy se vyskytl nezavisle na CRS. Mezi ¢asné projevy syndromu ICANS patii expresni afézie,
ttes, letargie. Nasledné se mohou pfidat zachvaty, otupélost az koma. Mirné ptiznaky vymizi
do jednoho tydne po zahajeni 1€Cby, ale zdvazny ICANS muze vést az k intracerebralnimu
krvaceni a mozkovému edému. Syndrom ICANS je bézny v ramci bunécné terapie pomoci
CAR-T bungk cilenych na antigen CD19. Naproti tomu nebyl dosud pozorovan pti 1écbé
solidnich nadort. Zda se, ze buitkky CAR-T s kostimulacni doménou CD28 piedstavuji vyssi
riziko pro rozvoj ICANS [107]. VétSina 1écebnych center podava profylakticky l1éky proti
zachvatim, jako je levetiracetam, prvni den po infuzi s CAR-T buné¢k.

Co vyvolavéa neurotoxicitu, neni zndmo. Neurotoxicita se velmi casto objevovala u lidi,
kterym byly podany CD19 CAR-T bunky. Zpocatku proto existovaly urcité obavy, ze by se
CD19 mohl exprimovat v centralnim nervovém systému. JenZe neurotoxicita se objevovala 1
u pacientl s lécbou CD22 a BCMA CAR-T lymfocyty. Navic klinické studie ukazaly, Ze
syndrom ICANS nekoreluje s infiltraci CAR-T bun€k do centralniho nervového systému.
Dnes se vice pfiklani k tomu, Ze roli pfi rozvoji neurotoxity po podani CAR-T bunck hraji
myeloidni buiiky. Klinickd data ukézala, Ze zvySené hladiny cytokinii IL-1 a IL-6, které jsou
produkovany myeloidnimi bunikami, koreluji s rozvojem ICANS. Analyza mozkomiSniho
moku pacientl, kteti vyvinuli zdvaznou neurotoxicitu, prokazala 17x vyssi nartst infiltrace
myeloidnich bunék CD14+ v porovnani s pacienty s nizkou neurotoxitou. O aktivaci
makrofagl a mikroglii svéd¢i 1 vysoké koncentrace MCP-1, IL-10, IL-6a a IL-8 nalezené u
zavaznych piipadi ICANS [107-109].

Lécba pacientii se syndromem ICANS zahrnuje podptirnou 1é¢bu a podavani kortikosteroidu.
Dexamethason nebo methylprednisolon jsou voleny k Ié¢bé stiedné tézkych az tézkych
ICANS. Paradoxné podani tocilizumabu mtize ICANS zhorsit. Jak ukazala studie ZUMA-1, u
pacientt, kterym byly podavany CD19 CAR-T buiiky a profylakticky tocilizumab, sice doslo
ke snizeni téZkych stavii CRS, ale zvysil se vyskyt ICANS. Tocilizumab totiz nemiiZe
prekonat hematoencefalickou bariéru. V periferni krvi blokuje receptor pro IL-6, a tim i

paradoxné brani vychytavani cytokinu IL-6 z bariery [105, 110].

3.7.3 Syndrom nadorového rozpadu (TLS, Tumor lysis syndrome)

Jde o dal§i b&znou toxicitu, zejména u CAR-T terapie hematologickych malignit, se
symptomy ptekryvajicimi se s CRS. V disledku rychlého rozpadu nadorové tkane¢ béhem
terapie se uvolnuji intracelularni latky vedouci k fadé¢ metabolickych poruch, jako jsou
hyperurikémie, hyperkalémie, hyperfosfatémie, hypokalcémie ¢i metabolicka acidéza. Tyto
poruchy mohou vést k zZivot ohrozujici arytmii nebo akutnimu selhani ledvin [111, 112].
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K 1écbé se opét pouzivaji vysoké davky kortikosteroidii a tocilizumab. Klinické ptiznaky
muze zmirnit podani CAR-T bunék s receptory modifikovanymi pro jejich vypnuti (viz

kapitola 3.8).

3.7.4 Toxicita zpisobena po§kozenim zdravé tkané

V anglické odborné literatuie oznacovana jako ,,On-Target, Off-Tumor Toxicity“. Je
zpusobena napadenim zdravé tkané, ktera ma nizkou expresi zacilené¢ho antigenu. Do této
skupiny se fadi i aplazie B-bunck s hypogamaglobulinemii zpiisobenda CD19 CAR-T
buitkami. Nejde o zivot ohrozujici komplikaci, ale miize zpisobovat opakované infekéni
onemocnéni. Stav Ize zvladnout intraven6znim podédnim imunoglobulina [113].

K napadeni zdravé tkané také maze dojit v ptipadé, kdy populace CAR-T bunék neocekavané
napadne jiny antigen, na ktery by mély cilit, nebo se aktivuji nezavisle na specifité k antigenu.

V anglické odborné literatuie je oznaCovana jako ,,Off-Target Toxicity*.

3.7.5 Genotoxicita
Potencialni riziko onkogenni inzeréni mutageneze muzou predstavovat integrace virovych

vektord pouzitych k transdukci T-bunék. Bylo popsano v kapitole 3.6.3.1.

3.7.6 Imunogenicita
Kromé vyse popsanych toxicit existuji 1 dalSi, zminila bych uz jen imunogenicitu. VétSina
CAR-T receptori je odvozena od mysich protilatek. Ty mohou potenciondlné vyvolavat

alergické reakce az zdvazné anafylaxe [114].
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3.8 Nové pristupy v konstrukci CAR receptoru pro prekonani toxicity
Dalsi strategii pro kontrolu cytotoxicity je zaclenéni molekularnich mechanismt do CAR
receptoru s cilem ,,deaktivovat™ podle potteby T-lymfocyty. K t¢émto mechanismim patii tzv.

sebevrazedné geny ¢i spinace pro vypnuti.

3.8.1 Vyuziti sebevrazednych gent

Nejvice zndmym sebevrazednym genem je gen pro tymidin kindzu viru herpes simplex (HSV-
TK). Tymidin kinaza fosforyluje ganciklovir (GCV), coz je synteticky purinovy analog. Po
zabudovani GCV-trifosfatu do DNA fetézce DNA polymerdzou béhem replikace dojde
k inhibici syntézy a nasledné bun&tné smrti (Obr. 11a). NejrozSifen&jsi vyuziti systému
HSV-TK/ganciklovir je potlaceni GVHD u pacientii po alogenni transplantaci, kterym byly
podany lymfocyty modifikované timto sebevrazednym genem [115, 116]. Ptikladem vyuziti
tohoto sebevrazedného genu v CAR-T lymfocytech jsou pfipravené anti-CD44v6 CAR-T
lymfocyty proti varianté antigenu CD44 izoformy 6 [117].

I kdyz byla snaha zafadit HSV-TK i do CAR-T bungk, SirSi uplatnéni v praxi se nenaslo.
Dutivodi je hned nékolik, je tieba zminit ten, ze prolécivo GCV je klicovou farmakologickou
latkou pro 1écbu cytomegalovirové infekce a plného Gcinku, tj. k vyvolani apoptozy T-bunek,
je dosazeno az po néckolika dnech, coz je nepfijatelné vzhledem k akutni toxicité, ktera

bezprostfedné ohroZuje Zivot [118]. Pfistup byl nahrazen G€innéjSimi vypinaci.

Kaspaza 9 jako indukovany bezpecnostni spinac

DalSim sebevrazednym systémem je fuzni gen modifikované lidské kaspazy 9 (iCasp9) a
vazebného proteinu FK506 (FKBP). Poté, co se dostane mald sloucenina induktoru AP1903
do buné¢k exprimujici tento fuzni protein a navaze se na FKBP, zplisobi jeho dimerizaci a tim
naslednou aktivaci kaspazy (Obr. 11b) [119]. Farmakokinetika AP1903 byla sledovana u
dobrovolnikii v placebem kontrolované studii s eskalovanou davkou. Latka byla dobfe
snaSena az do mnozstvi 1mg/kg, s plazmatickymi hladinami pfimo imérnymi podané latce.
K rychlému sniZeni na 1% maximalni plazmatické koncentrace se doséhlo uz za 10 hod [120].
V préci [121] bylo ukézéno, Ze uz 20 nM koncentrace AP1903 po 24 h eliminuje 90% anti-
CD20 CAR-T buné¢k exprimujicich iCasp9. Po 72 hod uZ bylo mrtvych 98% bunck. Kromé

toho, koncentrace 200 nM nem¢ély vliv na riist netransdukovanych T-bunék.
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Obr. 11: Mechanismy piekonani cytotoxicity koexpresi sebevrazedného genu v CAR-T bunkach

(a) Tymidin kinaza zviru herpes simplex fosforyluje netoxické 1é¢ivo GCV, které je pak
inkorporovano do fetézce DNA béhem replikace. Bunécnd smrt je zplisobena zastavenim

replikace.

(b) Molekula AP1903 zptisobuje dimerizaci kaspazy 9 flizované s vazebnym proteinem pro tuto

molekulu. Dojde k aktivaci vnitini apoptické drahy.

(¢) Koexprese CD20 nebo zkraceného receptoru pro epidermalni ristovy faktor ({EGFR) v CAR-

T bunkach umoziuje jejich eliminaci prostfednictvim bunécné cytotoxicity zavislé na

komplementu/protilatce po podani monoklonalni protilatky.

Obrazek ptevzat z publikace [122].

3.8.2 Zkracené membranové receptory

T-bunky, které exprimuji CAR receptor a zaroven molekulu CD20 nebo zkraceny receptor
pro epidermalni ristovy faktor (tEGFR, truncated), 1ze G¢inn¢ eradikovat monoklonalnimi
protilatkami rituximabem nebo cetuximabem prostiednictvim bunikami zprostfedkované
cytotoxicity zavislé na komplementu (CDC) nebo na protilaitkaich (ADCC) (Obr. 11¢). Ke
zmirnéni cytotoxicity zplsobené CAR-T bunkami se do tady preklinickych a klinickych
zkouSek dostal predev§im tEGFR. Ackoliv bylo dosaZzeno vyznamnych ucinkl pii kontrole

toxicity, jeho dalsi vyvoj by mohla omezit biodistribuce terapeutické protilatky a ji zpisobené

poskozeni normdlni tkané€ exprimujici endogenni EGFR [123].
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3.8.3 CAR receptory nové generace

Cileni na dva antigeny’

Jde o pristup, kdy lymfocyty exprimuji dva samostatné CAR receptory specifické pro dva
nadorové antigeny. Do téchto dvou receptori jsou rozdeleny i sekvence pro plny aktivacni
signal. Tim by se mélo zajistit, ze zasazeny budou pouze nadorové bunky, nikoliv ty zdravé.
V preklinickych studiich byly zkouSeny dudlni CAR receptory, jejichz dvé extracelularni
domény se vdzou na dva rtizné antigeny a kazda z nich je spojena se samotnou intracelularni
aktiva¢ni doménou (Obr. 12f). U tohoto typu CAR receptoru ovSem panuji obavy, zda by

nemohlo dojit k ¢astecné signalizaci prostiednictvim jednoho z receptort [124].

Inhibi¢ni CAR receptory (iCAR)

Jde opét o dva receptory specifické na dva antigeny, pfi¢emz jeden antigen je exprimovan
vyluén€ normalni tkani. Vazbou receptoru na tento antigen dojde k inhibici zprostfedkované
signdlnimi doménami odvozenych od molekul PD-1 a CTLA-4 [125]. Tim je zacileno pouze

na maligni tkan (Obr. 12e).

CAR receptory aktivované piepinatem*

CAR receptor je tvofen opét vazebnou doménou specifickou pro urcity antigen, kostimulacni
doménou a casti tvofené elementem s motivem ITAM z podjednotky CD3&. Druha ast
podjednotky CD3§ se exprimuje samostatné. V aktivaci kromé rozpoznéani antigenu hraje
dilezitou roli mala molekula, ktera po dimerizaci zprostfedkuje sestaveni tplné intraceluldrni
domény (Obr. 12g). Cili zapnuti je zavislé na molekule, kterou je mozné piesné Casové
davkovat reverzibilnim zptisobem. Tim se zmirfiuje cytotoxicita, protoZe ani malad molekula ¢i

antigen by nemély CAR aktivovat samostatné [126, 127].

Maskované CAR receptory (mCAR)
Soucasti téchto receptort je peptid, ktery blokuje vazebné misto pro antigen, a linker citlivy
na proteazu. Proteazy b&zné aktivni v mikroprostfedi nadoru $tépi linker, a tak uvolni peptid,

coz umozni CAR-T buiikdm vazbu na antigen pouze v misté nadoru (Obr. 12h) [128].

3 v odborné anglické literatufe oznadovany jako logic-gated CAR nebo AND gate
* v odborné anglické literatute oznacovany jako on-switch CAR
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Obr. 12: CAR receptory nové generace s bezpecnostnimi mechanismy zajistujici tkdnovou specifitu

(e) Inhibiéni CAR receptory. Jeden receptor v intracelularni ¢asti nese signalni domény
koinhibi¢nich receptori. Po jeho vazbé na antigen specificky pro zdravé bunky dojde
k inhibi¢nimu signalu.

(f) CAR receptory logicky tizené kotransdukci. Navazanim receptoru na prvni antigen dojde
pouze k suboptimalni aktivaci. PIné aktivace je dosazeno kostimula¢nim signalem po navazani
druhého receptoru na jiny antigen.

(g) CAR receptory aktivované prepinacem. K aktivaci dojde po navazani antigenu a zaroven
pripojenim aktivacnich domén zprosttedkované heterodimerni molekulou.

(h) Maskované¢ CAR receptory. Vazebna doména je stericky blokovana peptidem pfipojenym
k receptoru linkerem. Po vstupu CAR-T bun¢k do tkani obohacenych na proteazy dojde k
Stépeni linkeru a uvolnéni vazebné domény.

Obrazek ptevzat z publikace [122].

Synteticky Notch (synNotch)

Nedavno byl v laboratofi Wendelly Limy vyvinut novy dudlni receptor nazyvany synteticky
Notch. Je tvofen doménou vazajici prvni antigen, na niz je navdzéno jadro odvozené od
receptoru Notch. Jadro je tvofeno extracelularni regulaéni doménou nasledovanou
tramsmembranovou doménou. Intracelularni ¢ast tvoii arteficidlni transkripéni faktor (Obr.
13A) [129, 130]. Po navazani antigenu dojde ke konformacni zméné v regulaéni doméng.

Vysledkem je odhaleni mist St€peni pro metaloproteinazu a sekretdzu, které proteolyticky
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odstépi transkripéni faktor. (napt. TetR-VP64 nebo Gal4-VP64). Odstépeny transkripcni
faktor aktivuje expresi druhého CAR receptoru specifického na druhy antigen. Tento druhy
CAR receptor nese vSechny aktivaéni domény, proto tento systém funguje jen tehdy, jsou-li
na bufice pfitomny oba dva antigeny (Obr. 13B) [131]. V ramci pouziti tohoto systému je

nutné jesté overit imunogenicitu transkripénich faktort, které nejsou lidské.
(A) (B)
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Obr. 13: Synteticky Notch receptor

(A) Struktura syntetického Notch receptoru. Jadro Notch je tvoteno regulacni oblasti (NRR, Notch
regulatory region) a transmembranovou doménou proteinu Notch (TMD, Transmembrane
domain). Intracelularni cast pfedstavuje arteficialni transkripéni faktor. Obrazek pievzat
z publikace [131].

(B) Po rozpoznani antigenu syn-Notch receptor indukuje transkripci druhého CAR receptoru.
CAR-T buiiky jsou pln¢ aktivovany pouze tehdy, kdyz dojde k rozpoznani obou dvou
antigend. Obrazek pievzat z publikace [132].

3.8.4 mRNA

Bezpe¢nost CAR-T bunék mohou také zvysit strategie, které fidi dobu aktivity vytvoreného
receptoru. Tim muze byt uz jednou zminovana elektroporace mRNA, ktera ¢asové omezuje
expresi CAR receptori. V piipad¢ toxicity zpisobené CAR-T bunkami dojde k jejich

eradikaci béhem nékolika dnti, kdyZ zhasne exprese receptoru [122].
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3.9 Lécba CAR-T lymfocyty

Soucasny rezim terapie je zalozen na obecném protokolu. T-lymfocyty jsou ziskany
leukaferetickym odbérem z periferni krve pacienta. Bunky se aktivuji pomoci protilatek nebo
kulicek potazenych protilatkou. Nasleduje prenos CAR receptoru pomoci retrovirové nebo
lentivirové transdukce ¢i elektroporaci.  Modifikované CAR-T bunky jsou in vitro
pomnozeny na dostatecny pocet. Pied infuzi CAR-T piipravku pacient dostava lymfodeplecni
chemoterapii v zavislosti na onemocnéni, jde o rtizné davky cyklofosfamidu, ¢i kombinace
fludarabin a cyklofosfamid, ¢i rezim zalozeny na bendamustinu. Lymfodeplecni chemoterapie

zvysuje perzistenci CAR-T bunc¢k [133-135].

3.9.1 Hematologicka nadorova onemocnéni
Imunoterapie pomoci CAR-T bunc¢k se pouziva zejména pii 1écbé lymfomt, leukémii,
myelomu a dalSich hematologickych malignit a je povazovana za ucinnou lécbu

s kontrolovatelnou a tolerovatelnou toxicitou.

3.9.1.1 Schvilené anti-CD19 CAR produkty

V roce 2017 FDA schvalil dva produkty anti-CD19 CAR-T bunék pro 1é¢bu hematologickych
onemocnéni, Tisagenlecleucel a Axicabtagene ciloleucel.

Tisagenlecleucel (Kymriah, diive CTLO19, firma Novartis) byl povolen pro 1écbu
relabujici/refrakterni (r/r) ALL u déti a mladych dospélych do véku 25 let. V nésledujicim
roce byl povolen i pro dosp€lé pacienty s relabujicim/refrakternim velkobunéénym B
lymfomem (DLBCL) po dvou nebo vice linii terapie, véetné jinak neurcené/neklasifikované
DLBCL, bunééného lymfomu vysokého stupné (high-grade) a DLBCL vznikajiciho
z folikularniho lymfomu. Tisagenlecleucel jsou autologni buiiky modifikované ex vivo
pomoci lentivirovych vektorl s kostimulaéni molekulou 4-1BB v CAR receptoru. Evropska
agentura pro 1écivé ptipravky (EMA) schvalila Tisagenlecleucel v roce 2018 [78, 136].
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta, diive KTE-C19, firma Gilead) je schvélen pro lécbu
dospélych pacientii s r/r DLBCL po dvou nebo vice linii terapie, vfetné¢ mediastinalniho
DLBCL, bunécného lymfomu vysokého stupné (high-grade) a DLBCL wvznikajiciho
z folikularniho lymfomu. Axicabtagene ciloleucel jsou autologni buitky modifikované ex vivo
pomoci retrovirovych vektort s kostimula¢ni doménou CD28 v CAR receptoru [137]. EMA
schvalila tento produkt o rok pozdé&ji, rovnéZ pro r/r DLBCL a primarnich mediastalnich

velkobunéénych lymfomt po dvou nebo vice liniich systémové terapie [138].
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V roce 2020 FDA povolil pouziti Brexucabtagene autoleucel (Tecartus, diive KTE-X19,
firma Gilead) k 1é¢bé dospélych pacientil s refrakternim/relabujicim lymfomem z plastovych
bunék (r/r MCL). Brexucabtagene autoleucel jsou autologni bunky modifikované ex vivo
pomoci retrovirt s jednou kostimulaéni doménou CD28 v CAR receptoru [139].

Poslednim ptipravkem, ktery byl schvalen FDA prakticky nyni (inor 2021), je lisocabtagene
maraleucel (Breyanzi, JCARO17, firma Bristol Myers Squibb), uréeny pro 1é¢bu dospélych
sr/r DLBCL, ktefi jsou po dvou nebo vice liniich systémové terapie’. Lisocabtagene
maraleucel jsou autologni CD19 CAR-T buiiky sjednou kostimulacni doménou 4-1BB

modifikované ex vivo pomoci lentivirt [140].

3.9.1.2 Nejcastéjsi cile terapie CAR-T bunék u hematologickych malignit
Nyni budou strué¢né popsany antigeny CD19, CD20 a BCMA, které jsou ¢astym cilem terapie
CAR-T bunc¢k u hematologickych malignit, jejichz Uspé$né 1é€bé pak bude vénovana

nasledujici kapitola. Antigenim CD19 a CD20 se rovnéZ vénovala ¢ast experimentalni prace.
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Obr. 14: Ilustrativni znazornéni zrani B-bunék, exprese antigentt CD19 a CD20 a neoplazie B-bunck
spojené s ruznymi stadii vyvoje.

Pozn. CD19 je exprimovan jesté na plazmablastech (nejsou zakresleny).

Zkratky: GC, zarodecné centrum; ALL, akutni lymfoblasticka leukemie; MCL, lymfom z plastovych
bunék; BL, Burkittiv lymfom;, DLBCL, difuzni velkobunécny B lymfom; MZL, lymfom margindlni
zony, CLL/SLL, chronicka lymfocytirni leukemie/maly lymfocytarni lymfom; MALT, lymfoidni tkan
asociovand se sliznici; WM, Waldenstromova makroglobulinémie; MM, mnohocetny myelom. Obrazek
prevzat z publikace [141].

> Pievzato z internetového zdroje (6).
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Antigen CD19

CD19 je transmembranovy glykoprotein typu I nalezejici do rodiny imunoglobulinti Ig. CD19
je specificky exprimovan normélnimi a neoplastickymi B-butikami. Patii mezi pan-B znaky®.
Exprese je trojnasobné vyssi ve zralych buiikdch ve srovnani s nezralymi B-bunikami. Neni
exprimovan na hematopoetickych kmenovych bunkich a exprese se ztrdci v terminalné
diferenciovanych plazmatickych buinikach (Obr. 14) [141]. Béhem lymfopoézy se CDI19
kriticky podili na stanoveni prahu signalizace B-bunék tim, Ze moduluje intracelularni
signalizaci zprostiedkovanou i nezprostiedkovanou B-bunénym receptorem (BCR). Hraje
roli pfi vyvoji nezavislém na vazb&é antigenu i pii aktivaci B-bun¢k indukované

imunoglobulinem. CD19 je tedy kriticky pro dosazeni optimalni imunitni odpovédi [142].

Antigen CD20

CD20 je aktivovany glykosylovany transmembranovy fosfoprotein nalezici k rodiné
tetraspanind. Jeho exprese béhem vyvoje a diferenciace B-bun€k zacind o néco pozdéji a je
ztracena o néco diive nez u CD19 (CD20 uz neni exprimovan na plazmablastech, Obr. 14)
[143]. Funkce CD20 je neznamd. Diive se myslelo, Ze hraje roli jako kandl pro véapenaté
ionty, protoze ektopickd overexprese generovala tok vapniku do bunck [144, 145]. Dnes se
priklani k tomu, Ze by se mohl ucastnit signalizace zprostiedkované BCR receptorem, jde ale

o dost rozporuplnou roli [146].

Antigen BCMA

Antigen pro zrani B-bunék BCMA (B-cell maturation antigen)’ je &lenem superrodiny
receptoru pro tumor nekrotizujici faktor (TNFR). BCMA je exprimovan hlavné zralymi
pamétovymi  B-lymfocyty a plazmatickymi builkami a s minimalni expresi
v hematopoetickych kmenovych buiikdch nebo mimo hematopoetickou tkan. Reguluje
proliferaci a preziti B-buné€k, jakoz 1 jejich zrani a diferenciaci do plazmatickych bunégk.
Membranové vazany BCMA muze byt odStépen z bunéného povrchu y-sekretazou do
cirkulace. Ligandy BCMA jsou faktor aktivujici B-bunky (BAFF, B-cell activating factor) a
ligand indukujici proliferaci (APRIL, proliferation-inducing ligand). Overexprese a aktivace
je asociovana s progresi mnohocetného myelomu, coz z néj €ini atraktivni terapeuticky cil

[147, 148].

% Pan-leukocytarni markery slouzi k rozliseni zralych, nezralych a potencidlné malignich leukocytii v bunééné
populaci.
7 oznacovany téz jako TNFRSF17 nebo CD269
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CAR-T Clinial Trials in Hematologic Malignancies by Most Common
Targets
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Obr. 15: Pocet klinicky studii podle cilovych antigent

Studie s CAR-T lymfocyty pro lécbu hematologickych malignit. V grafu je vyneseno pouze 7
nejbéznéji zacilenych antigenil. Pocty k roku 2019. Obrazek ptevzat z publikace [149].

3.9.1.3 B-ALL

Akutni lymfoblasticka leukemie je maligni klonalni onemocnéni krvetvorby vychazejici
z prekurzorovych B-bunék (B-ALL) nebo T-bunék (T-ALL), pficemz B-ALL je asi 3x
Cast¢j8i nez T-ALL. Jednd se o nejcastéjSi onkologické onemocnéni v détském véku
s incidenci 3-4/100.000 déti ro¢né€. U dospélych patii mezi vzacné malignity s incidenci 1-
1,6/100.000 obyvatel rocné [150].

Relaps ALL postihne ve vékové skuping€ > 18 let az polovinu nemocnych, a asi 5% pacientti
ma onemocnéni priméarné refrakterni na indukéni 1é€bu [150]. Jedinou lé€ebnou moznosti pro
tyto pacienty byl aZ doneddvna zachranny chemoterapeuticky rezim néasledovany u mladsich
nemocnych alogenni transplantaci krvetvornych bunék. V dnesni dob¢ je k dispozici cilena
terapie monoklondlnimi protildtkami a jejich konjugaty nebo inhibitory kinaz [150]. Pokud 1
tato terapie selze, posledni moZnosti pro pacienty je terapie CAR-T bunkami. S ni bylo
v klinickych studii zaméfenych na 1é¢bu r/r B-ALL dosazeno velmi povzbudivych vysledkii.
Ve studii faze I-1la provadéné na détské klinice ve Philadelphii bylo zahrnuto 60 déti a
mladych dospélych, u kterych po terapii tisagenlecleucelem bylo dosazeno uplné remise u
93% pacientti. Nasledné ctytleté sledovani prokazalo vyznamnou kontrolu nemoci bez dalsi
terapie [151]. Na zéklad¢ téchto vysledkli navazovala studie ELIANA (Novartis), probihala
v 11 zemich, a bylo do ni vzato 75 pacientl mladsich 21 let. U 61 z nich (81%) bylo béhem 3
meésicl dosazeno remise. Celkového preziti bez nemoci a celkového preziti po 12 mésicich

dosahlo 50%, resp. 76% pacienti [152]. Vysledek této studie ptispé€l ke schvaleni FDA pro

53



tisagenlecleucel u mladych dospélych s r/r B-ALL. Vysledky studie ELIANA byly v roce
2018 aktualizovany — trvalé odpovédi dosahovalo 29 pacienti (45%) s dobou sledovani
s medianem 24 mésicti [153]. Uginnost prokazaly i dalsi klinické studie s uplnou odpovédi u

67% - 93% pacienti [154].

3.9.1.4 Difuzni velkobunécny B-lymfom

Difuzni velkobunécny B-lymfon je nejbéznéjSim typem ne-Hodgkinova lymfomu (NHL), coz
pfedstavuje zhruba 30% piipadu NHL kazdy rok. DLBCL lymfocyty odpovidaji tfem
podtypim bungk, jednak lymfocyty podobné normalnim germinalnim B-buiikdm a normalnim
aktivovanym B-bunkdm, a zbylych 10-15% ptedstavuji neklasifikované lymfocyty.
Histologicky se jednd o difuzni proliferaci velkych nadorovych B-lymfoidnich buné¢k, které
nahrazuji normélni architekturu lymfatické wuzliny ¢i extranodélni tkdné. Incidence
onemocnéni je asi 5,6-6,6 ptipadu na 100.000 obyvatel roéné [155, 156].

Klasicky rezim 1é€by R-CHOP (kombinace rituximabu s cyklofosfamidem, doxorubicidem,
vinkristinem a prednisonen) vede k vyléceni 50-60% pacientd. Zhruba 15% pacientd je
refrakternich a 35% pacientt zrelabuje do 3 mésicti od zahajeni 1éCby.

V progresi nebo relapsu je standardni lé€bou pacientli, u kterych je mozna transplantace,
zachrannd chemoterapie nasledovana konsolidacni autologni transplantaci kmenovych bunék
[155]. Kompletni odpoveéd’ je dosazena jen u 7% pacienti s medianem celkového pieziti 6,2
mesice [157].

V klinické studii faze Ila podani tisagenlecleucelu 28 pacientiim s r/r DLBCL bylo dosaZeno
po 3 meésicich odpovédi u 50% pacientli, pficemz 43% znich po 6 mésicich dosdhlo
kompletni odpovédi [158]. Na vysledky této studie navazala mezindrodni studie JULIET, kam
bylo zahrnuto 93 pacientd. Median sledovani byl 14 mésicii po infuzi (k 3. 1. 2019). Celkové
odpovédi dosdhlo 52% pacientli, pficemz 40% dosédhlo kompletni odpovédi. Median
celkového preziti pacientil, ktefi dostali infuzi, je 12 mésicti [159]. Vysledky studie JULIET
byly podkladem pro schvaleni tisagenlecleucelu FDA do klinické praxe.

DalSich uspéchti v 1écbé r/r DLBCL doséhla anti-CD19 CAR-T terapie s axicabtagene-
ciloleucelem v klinické studii ZUMA-1, kdy 4 ze 7 pacientli odpovédéli tpln€ a zbyli 3
zustali i po roce v remisi [110]. Na ni navazovala II. faze studie ZUMA-1, kam bylo zatazeno
111 pacientt, celkové odpovédi dosahlo 82% a kompletni odpoveédi 54% pacientd [160],
vysledky pozdéji vedly ke schvaleni axicabtagene-ciloleucelu FDA. Aktualizované vysledky

54



obou fazi (k roku 2020) s medidnem sledovani 2 roky ukdazaly trvalou odpovéd u 37%
pacientti [161].

Nejnovéjsi CD19 CAR-T pripravek, lisocabtagene maraleucel, byl zkousen v ramci studie
TRANSCEND, kdy byl podan 344 pacientim, znich alespoii jednu davku dostalo 269
pacientlti. Median sledovani celkového preziti byl 18,8 mésicli. Ze souboru 256 pacientt, ktery
byl hodnocen, bylo dosazeno odpovédi u 73%, tplné odpovédi pak u 53% pacienti [162].
Vysledky studie podpoftily schvaleni piipravku lisocabtagene maraleucel FDA zacatkem

letosniho roku.

3.9.1.5 Mnohocetny myelom

Mnohocetny myelom je maligni B-lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované
osteolytickymi lozisky kosti a infiltraci kostni dfené¢ patologickymi plazmocyty.
Charakteristickd je pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu M-Ig v séru a/nebo moci.
MM piedstavuje asi 1% vSech nadorovych onemocnéni, a vice nez 10% vSech
hematologickych malignit. Vyskyt je asi 4 ptipady na 100.000 obyvatel/rok. Vyskyt MM
roste s vékem, median véku pfi diagndze je 65 let. MM se stale povazuje za nevylécitelné
onemocnéni s nevyhnutelnym relapsem [163, 164].

Myelomové buiiky ziidka kdy exprimuji CD19, takZe pro 1écbu se hledaji jiné cile. Jednim
znich je antigen BCMA. V souasné dobé se zkousi né€kolik anti-BCMA CAR produkti.
V ramci studie EVOLVE byly do 1écby pomoci anti-BCMA CAR-T lymfocytl zafazeni
pacienti s /MM, ktefi podstoupili 3 nebo vice ptredchozich 1é€ebnych rezimi vcetné
autologni transplantace. Produkt obsahuje lentivirové konstrukty s plné¢ huméannim scFv, 4-1
BB kostimula¢ni a CD3¢ aktivaéni doménou. Ze 44 pacientli, 82% doséhlo kompletni nebo

¢astecné odpovedi, pricemz 48% mélo velmi dobrou/lepsi parcidlni odpoveéd’ [147, 165].

3.9.1.6 Akutni myeloidni leukémie

AML je vysledkem klonalni expanze transformovanych hematopoetickych kmenovych bunck
a genetickymi abnormalitami v€etné chromozomalnich pfesmykii a mutaci ve vice genech.
AML je fenotypicky a geneticky heterogenni onemocnéni. Leukemické blasty se hromadi
v kostni dfeni, pozdé&ji Casto zasahuji 1 lymfatické uzliny, slezinu, jatra, varlata a centralni
nervovy systém. Postihuje zhruba 3-4 ze 100.000 obyvatel s medidnem stfedniho v€ku 67 let.
Pétiletého pieziti dosahuje zhruba 20% pacientii. Kompletni remise dosahne 66% starSich

pacientt, ale v této skupiné 16% znovu zrelabuje [166, 167].
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Hlavnim problémem terapie AML CAR-T buiikkami je nepfitomnost unikatnich antigent

malignich myeloidnich bunék, které by je odlisily od zdravych progenitorovych bunék. Cili se

antigeny, jako jsou CD123, antigen LeY, CD33, folatovy receptor, FLT3 aj. [168]. Aby se

zabranilo zasazeni normalnich krvetvornych buné¢k, zkou$i se rtizné varianty receptort

ptizptisobené k jejich vypnuti (viz kapitola 3.8.3). Piednost se rovnéz dava kostimulacni

molekule CD28 pied 4-1BB, a to kvuli nizs$i perzistenci CAR-T lymfocytd in vivo.

Problémem je i samotnd vyroba autolognich CAR-T bunék, protoze 2/3 pacienti ma

nedostatecny pocet bun€k pro jejich piipravu diky vysokému procentu blastl v periferni krvi

[169].

V soucasné dobé probihd s CAR-T lymfocyty n€kolik klinickych studii zamétenych na rizné

hematologické malignity, v nasledujici tabulce je uveden jejich piehled.

Disease CAR-T cell Therapy Targets

Phase

CD19
CD22
Dual CD19 and CD22
Dual CD28 and CD137 CD33 (NCT02799680)
CD20/CD22/CD10 (NCT03407859)
CD33/CD38/CD56/CD123/CD117/CD133/CD34/Mucl
Acute Lymphoblastic Leukemia (NCT03473457)
CD123 (NCT03556982)
CD38 (NCT03754764)
CD7 (NCT04004637)
4SCAR-CD22/CD123/CD38/CD10/CD20/TSLPR
(NCT04016129)
XYF19 (NCT04037566)

N/A
1/1
1/n
I
1/n

BCMA
BCMA and/or CD19
CD138 (NCT01886976)
CD138/BCMA/CD19/more (NCT03196414)
BCMA/CD38/CD56/CD138/alternative antigens
(NCT03271632, NCT03473496)
Multiple Myeloma CD38 (NCT03464916)
NY-ESO-1 (NCT03638206)
IM21 (NCT03711864, NCT04537442)
Dual BCMA and CD38 (NCT03767751)
Integrin B7/BCMA/CS1/CD38/CD138 (NCT03778346)
CD44v6ANL (NCT04097301)
CD4 (NCT04162340)
SLAMF7 (NCT044959339)
CS1 (NCT04541368)

b/Il, |
1/1

1/n
1/n

I/1, N/AL
1/1
I, 1
1/1
I
1/n
I
1/n

CD19
Non-Hodgkin Lymphoma Dual CD19 and CD20
CD19/CD20/CD22/CD30 (NCT03196830)
CD20
Dual CD19 and CD22 (NCT04303247, NCT04412174)

56



Diffuse Large B Cell Lymphoma CD19 I, 1
Dual CD19 and CD20/CD22 in vivo
Hodgkin Lymphoma CD30 I

NK/T-Cell Lymphoma

T-Lymphoblastic Lymphoma CD7 (NCT04004637, NCT04572308) I, N/A
Acute Myeloid Leukemia
NK Cell Lymphoma CD7 (NCT04033302) 1/1
T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia
Adult T-Cell Lymphoma/Leukemia
Anaplastic Large Cell Lymphoma
Ang|0|mmunobl.ast|c T-Cell Lymphoma CD30 (NCT04008394)
Hodgkin Lymphoma
NK/T-Cell Lymphoma
Peripheral T-Cell Lymphoma
Anaplastic Large Cell Lymphoma
Extra-nodal NK/T-Cell Lymphoma
Diffuse Large B Cell Lymphoma
Peripheral T-Cell Lymphoma CD30 (NCT04526834)
Primary Mediastinal Large B-Cell
Lymphoma
Lymphoma CD30(NCT02259556, NCT02917083) /1,1
4SCAR20/22/70/PSMA/13/79b/GD2 (NCT04429438) 1/1
Chronic Lymphocytic Leukemia CD19 (NCT03085173) I
CD33
CD123 I/|II
CLL-1+CD33 |
Muc1/CLL1/CD33/CD38/CD56/CD123 (NCT03222674) N/A
CD38/CD33/CD56/CD123/CD117/CD133/CD34/Mucl N/A
Acute Myeloid Leukemia (NCT03473457) I
CD123/CLL1 (NCT03631576) N/A
CLL-1/CD33 and/or CD123 (NCT04010877) v
CD44v6ANL (NCT04097301) i
CD19 (NCT04257175) il
CD38 (NCT04351022)
NKG2D (NCT03018405)
Acute Myeloid Leukemia CD33/CD38/CD56/CD117/CD123/CD34/Mucl CAR T- 1/11
Myelodysplastic Syndrome cells + Eps8 or WT1 peptide specific dendritic cell I
(NCT03291444)
;;:Itoe dt/slrle::;?c L;‘::;er';‘rfe CLL1-CD33 (NCT03795779) |
. . CD123-CD33 (NCT04156256) |
Myeloproliferative neoplasms
Chronic Myeloid Leukemia IL-1RAP (NCT02842320) N/A

CD4+ T-Cell Lymphoma

LCAR-T2C (NCT04219319)

Tab. 5: Ptehled klinickych zkouSek CAR-T bunék v1écbé hematologickych malignit. Tabulka

ptrevzata z publikace [139].

3.9.2 Solidni nadory

Ve srovnani s CD19 CAR-T terapii leukémii a lymfomi 1écba solidnich nadorti dosahuje

malych klinickych  vysledk.

Jednim

z prvnich neuspécht byla

smrt pacientky

s metastazickym kolorektalnim karcinomem kratce po podani CAR-T bun¢k 3. generace
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cilenych na antigen HER2/neu®. V tomto ptipadé, CAR-T buiiky napadly i epitelidlni buiiky
plic, které rovnéz exprimuji ve velmi nizkych hladindch antigen HER2/neu. Jiz 15 minut po
infuzi bunék pacientka pocitovala respiracni potize. Rentgen hrudniku prokazal vyznamny
plicni infiltrat a pacientka zemiela 5 dni po 1écbé [36]. Pro uspéSnou terapii solidnich nadort
je tedy potieba piekonat 2 podstatné problémy — nalézt vhodny antigen a piekonat

imunosupresivni prostiedi pevného nadoru.

3.9.2.1 Nadorové mikroprostiedi

Nadorovou masu tvoii heterogenni populace nddorovych bun€k, ale i nadorové kmenové
bunky, infiltrujici hostitelské bunky, sekretované faktory a proteiny extraceluldrni matrix -
souhrnné vS§e oznacované jako nddorové mikroprostiedi. Jde o ,,dynamické® prostiedi, kdy se
méni vzajemny vztah mezi nddorovymi buiikami a slozkami mikroprostiedi s tim, jak nador
roste. Nadory jsou infiltrovany riznymi buiikami adaptivni i vrozené imunity s pro- tak i
protinddorovymi ucinky [170, 171]. Pevné nadory se obvykle sestavaji z velkého poctu
imunitnich supresorovych bunék, jako jsou regula¢ni T-buiiky (Tregs), myeloidni supresorové
bunky (MDSC) a makrofagy spojené s nadorem. VSechny tyto buriky chrani nadorové bunky
pred imunitnim systémem hostitele, tak 1 pred CAR-T lymfocyty [171, 172].

Na rozdil od hematologickych malignit, se kterymi efektorové T-bunky sdili hematopoeticky
ptivod a maji tak vyssi sklon k migraci do kostni diené a lymfatickych uzlin, solidni nadory
pro CAR-T bunky ptredstavuji rozdilné prostiedi. Mikroprostiedi, imunitni suprese T-bunck,
ale i fyziologické bariéry jsou pficinou, pro¢ terapie CAR-T lymfocyty u pevnych nadora
selhava. Rovnéz heterogenita antigeni TAA ptispiva k uniku nadorovych bunék. Nékteré
prekazky budou v nasledujicim textu popsané, vcetné moznych sofistikovanych modifikaci

CAR-T lymfocytt, které mohou pomoci tyto problémy piekonat.

¥ téZ oznaCovan jako ERBB2
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Obr. 15: Idealni CAR-T buiika s vlastnostmi, které ji dovoluji prekonat nadorové mikroprostredi.

CAR-T bunka je modifikovana tak, ze exprimuje chemokinové recpetory (CCR2b, CCR4 aj.) pro
vazbu chemokinid vylu¢ovanych nadory, a tim je motivovana k migraci smérem k nadoru. Je schopna
infiltrace do nadorového stromatu diky expresi receptorti specifickych pro vazbu integrinii a dalSich
adhezivnich molekul. Expresi proteinu FAP muize builka snizit pocet nddorovych fibroblastii a tim
inhibovat riist nddoru. Produkce heparandzy umozni §tépit extraceluldrni matrix. Anti-VEGFR-2
CAR-T bunka ovliviiuje vaskularizaci nddoru. CAR-T burika, ktera produkuje cytokiny IL-12 nebo
IL-15 1épe odolava nepfatelskému prostfedi nddorii, 1épe preziva a ma vyssi cytotoxickou aktivitu.
Cytokiny tak ptsobi proti U¢inkim IL-10 a TGF-f. CAR-T bunka, kterda sekretuje anti-PD-LI
protilatku ptisobi proti supresi zprostfedkované ligandem PD-L1, ale mize pomoci ni prilakat i NK
bunky. Obrazek prevzat z publikace [173].

Homing a fyzické bariéry

Prestup CAR-T bunék z krevniho tecist¢ do nadoru je vysoce regulovany proces zavisly na
selektinech, integrinech a chemokinovych receptort. Nadory ¢asto vylucuji chemokiny, pro
které T-lymfocyty nemaji receptory, a tim nejsou atrahovany smérem k nadoru. Modifikace
T-bunék receptory pro chemokiny vyrazné pfispiva k infiltraci. Naptiklad zvySend migrace
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byla pozorovéana u anti-GD2 CAR-T bunc¢k modifikovanych receptorem CCR2b pro
chemokin CCL2, ktery je vylu¢ovan buitkami neuroblastomu [174]. Podobného ucinku bylo
dosazeno 1 u anti-CD30 CAR-T bun¢k modifikovanych k expresi CCR4 pro vazbu CCL17 a
CCL22 produkovanym Hodgkinovym lymfomem [175]. Na druhé stran¢ pevné nadory
vylucuji chemokiny, jako jsou CXCLI12 nebo CXCLS5, které aktivné inhibuji migraci CAR-T
bunc¢k [176]. Naptiklad podani inhibitoru receptoru CXCR4 (receptor pro CXCL2) vyvolalo
rychlou akumulaci T-buné¢k v nadoru na zvifecich modelech adenokarcinomu pankreatu
[177]. RovnéZ naruSeni cév nadort a tim i omezeny pfistup zivin, brani jeho vyvoji, a
souCasn¢ zvySuje infiltraci efektorovych bunék. Na cévnim endotelu je overexprimovan
receptor (VEGFR-2) pro ristovy faktor (VEGF). T-buniky modifikované anti-VEGFR-2 CAR
receptorem vedly k regresi mySich nddort [178]. Fibroblasty nddori a myeloidni buiky
produkuji proteiny extracelularni matrix (ECM), kterd mlze branit samotné penetraci CAR-T
bunck. Modifikace CAR-T bunék pro produkci enzymu heparazy (HPSE) jim pomaha $tépit
heparan sulfat proteoglykany [179], které jsou hlavni soucasti ECM. Modifikace serinovou
protedzou FAP (Fibroblast activation protein) jim usnadiiuji jeji remodelaci [180] a zaroven

sniZzuje pocet fibroblastil a tim inhibuje rist nadoru [180].

Imunosupresivni mikroprostiedi

Tvoti ho pfedevs§im bunky Tregs, MDSC a makrofagy spojené s nadorem, ale i cytokiny a
rozpustné faktory jako jsou TGF-f a IL-10, stejné tak checkpoint inhibitory.

Aktivované lymfocyty exprimuji proteiny PD-1, CTLA-4, TIM3 (T-cell membrane protein) a
LAG-3 (Lymphocyte activating gene 3), které patii mezi tzv. kontrolni body imunitniho
systému (checkpoint). Tyto proteiny kontroluji aktivaci T-bunék a chrani organismus pied
autoimunitnim poSkozenim. Nadorové bunky produkuji casto ligandy PD-L1 a PD-L2.
Kombinaci CAR-T bun¢k se soucasnym podanim protilatek, které blokuji CTLA-4
(ipilimumab) nebo PD-1 (nivolumab a pembrolizumab) se zvySuje protinadorovd odpovéd’
[181]. Byly rovnéz piipraveny CAR-T bunky, které secernovaly pfimo anti-PD-L1[182] nebo
koexprimovaly dominantn€ negativni receptor PD-1, ktery vazal PD-L1, ale nesignalizoval
[183].

Transformujici rastovy faktor TGF-B potlacuje aktivitu efektorovych T-bunék a vede
k diferenciaci smérem k regulaénim T-bunkdm. Vyfazeni receptoru pro TGF- na CAR-T
buitkach pomoci metody CRISP/CAS9 zabranuje jejich vycCerpani [184], stejné tak exprese
dominantné negativniho receptoru zabrani u¢inkim TGF-B [185]. VyuzZiti tzv. TRUCK CAR
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receptort schopnych vylucovat prozénétlivé cytokiny, napiiklad IL-12, zlepSuje nejen
perzistenci a u¢inek CAR-T bungk, ale poméaha ptekonat ptisobeni TGF-f [186].
CAR-T buiikky mohou byt geneticky upraveny tak, aby inhibicni signaly TGF-, IL-4 nebo

PD-1 pfevadély na stimula¢ni signaly.

3.9.2.2 Nejcastéjsi cile terapie CAR-T bunék u pevnych nadori

Gangliosid GD2

Jednim z nejvice slibnych antigeni, na ktery se zamétuje CAR-T imunoterapie, je
disialogangliosid GD2. Je exprimovan fadou solidnich nadorii vcetné¢ neuroblastomu a
normalné se nachazi se na perifernich nervech. GD2 se jevi jako bezpec¢ny cil terapie zalozené
na schvalené terapeutické protilatce. U pacientli se sice objevuji vyznamné vedlejsi ucinky,

které jsou vSak klinicky zvladnutelné [187-189].

Antigen PSMA

Specificky membranovy antigen prostaty PSMA je glykoprotein typu II exprimovany
zejména na epitelech prostaty, s velmi nizkou expresi bunék prsu, tlusté¢ho stfeva, jater a
ledvin, ale 1 centralnim a perifernim nervovym syst¢tmem [190]. Jde o glutamat
karboxypeptidazu, ktera v mozku metabolizuje neurotransmitér NAAG. Jeho dalsi funkce je
neznadma, ale je spojovany s progresi tumoru a karcinogenezi [191]. U karcinomu prostaty
dochdzi kjeho vyrazné upregulaci. 1 kdyz antigen PSMA patii ke slibnym cilim

imunoterapie, zacileni je spojeno s rizikem autoimunitnich poruch.

Mesothelin

Je glykoprotein ukotveny v membrané pomoci GPI (glycosylphosphatidylinositol), ktery
vznikd po odStépeni solubilniho proteinu v mist¢ Arg295 zprekurzoru. Presna funkce
mesothelinu neni zndma. U mys$i v pfitomnosti IL-3 stimuluje tvorbu kolonii megakaryocyt
[192]. Aberantni exprese mesothelinu v nddorovych bunkach pfispiva k jejich proliferaci a
invazi [193]. Exprese byla popsana u bunck mezoteliomu a nadoru vajecniku [194] a u
normalnich bun&k mezotelu’ [194, 195]. I kdyZ terapie CAR-T buiikami je opét spojena s ,,on
target, off tumor* toxicitou, prozatim u pacientii, kterym byly CAR-T buiiky podany, nebyla

pozorovana zadna rozsahla nebo zavazna poskozeni normalnich tkani [196].

? Vystelka t&lnich dutin pochazejici z coelomového epitelu — mezodermélniho pivodu.
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3.9.2.3 Klinické zkousky s CAR-T buiikami u solidnich nadori

Jak ilustruje Obr. 16, pocet studii s CAR-T buiikami pro 1é¢bu solidnich nadorti je vyrazné
niz§i nez pro hematologické malignity, zcela jist¢ z divodu nizké UspéSnosti terapie. Pro
klinické studie zamétené na terapii solidnich nadort pomoci CAR-T buné¢k byly pouzity uz
bunécéné produkty nové generace, presto vysledky byly velkym zklamanim, jak ilustruji data

v tabulce 6.

CAR T TRIALS - PER ORGAN CLASS

oral cavity and pjg,
larynx

Skin
Breast,
Genital system

Urinary system

Brain and
other nervous
systems

Hematological Multiple solid

malignancies

Obr. 16: Podil klinickych studii s CAR-T lymfocyty zaméfenych na riiznad nadorova onemocnéni

Klinické zkousky v USA v roce 2019 bez dlouhodobych follow-up a retrospektivnich studii. Nejvetsi
podil klinickych indikaci ptipada na hematologické malignity. Obrazek pfevzat z publikace [197].

CAR-T cell Therapy Targets Cancer Subtype Outcome
HER2 Sarcoma SD 24% (4/17)
Glioblastoma PR 7% (1/15)
SD 27% (4/15)
Pancreatic Cancer SD 45% (5/11)
PSMA Prostate PR 40% (2/5)
PSCA Metastatic pancreatic, gastric, or SD 53% (8/15)
prostate cancers PD 20% (3/15)
GD2 Neuroblastoma CR 18% (3/11)
CAIX Renal Cell Carcinoma NR
Mesothelin Pancreatic 2/6 SD
Ovarian 6/6 SD

Tab. 6: Vysledky nékterych klinickych zkousek CAR-T bunééné terapie u solidnich nadort.

Zkratky: PR, partial response, cdstecné presné definované zmenseni souctu velikosti vSech loZisek
nadoru; PD, progressive disease, presné definované zvétSeni souctu velikosti vsech loZisek nadoru SD,
stable disease, minimalni zmeny velikosti loZiska nedosahujici parametru PR nebo PD; CR, complete
response, uplné vymizeni vSech detekovatelnych loZisek; NR, no response. Data pievzata z publikaci
[55, 198].
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3.10 Priciny selhani terapie pomoci CAR-T lymfocytu

V poslednich nékolika letech probéhla/probiha celd fada klinickych studii s CD19 CAR-T
buikami. Vysledky bezesporu ukazuji, ze terapie ma 1é¢ebny efekt. Presto se 1éCba potyka
s vysokou mirou relapsu. Srovndni vysledkd je velmi obtizné, protoze studie jsou velmi
heterogenni. Jen samotna kohorta pacientii je riznoroda, pacienti se 1isi vékem, nemocemi,
stratifikaci rizika, ptedchozi chemoterapii a lymfodepleCnim rezimem. LiSi se i produkty
CAR-T bun¢k — rizné generace receptori s riznymi kostimulacnimi doménami a rtiznym
zpusobem pfipravy.

Pacienti, ktefi zrelabovaly po CD19 CAR-T 1é¢bé miizeme rozdélit na dvé kategorie: s CD19"
a CD19 relapsem

CD19 pozitivni relaps

Rada faktort, které jsou p¥i¢inou neuspéchi 1é¢by, uz byla popsana. Selhani terapie muze
zpusobovat limitovand expanze CAR-T bunék nebo jejich nedostatecna perzistence v téle.
Rovnéz jejich vyCerpani, resp. stupent diferenciace CAR-T bunék zpiisobeny opakovanou
expozici antigenu oslabuje jejich funkci. Buiiky jsou rychle vy€erpany u pacientd s vysokou
nadorovou nélozi, naopak nizka naloz zase snizuje proliferaci a diferenciaci CAR-T bun¢k.
Nepftetrzitd aktivace bunék vede k jejich predcasné senescenci. Nadorové buiiky mohou
uniknout 1 diky imunosupresivnimu prostfedi (produkce IL-10, TGF-f nebo IDO) ¢i expresi
PD-L1 [199].

CD19 negativni relaps

CD19 relaps je rezistentni k CD19 CAR-T reinfuzi a nelze mu zabranit ani zvySenou
perzistenci nebo zlepSenou funkci lymfocytti. Objevuje se zhruba u 10-20% pacientii s ALL
po terapii. Grup et al. ptepokladaji minoritni populaci CD19™ blastii, z které se selekénim
tlakem terapie vyvine dominantni klon. Pfedpoklad je zaloZen na analyze vzorku, kde jesté
pfed zahajenim CAR-T terapie takové blasty byly nalezeny [103]. Dalsi pfi¢inou vzniku
CD19 negativniho relapsu je ztrata antigenu CD19 na nadorovych bunikach, CD19 neni totiz
esencialni pro pteziti a proliferaci ALL bunék [200]. Experimenty Sotillové et al. prokéazaly
jednak ztratu celého chromozému 16, na kterém je gen pro CD19 lokalizovany [201]. DalSim
popsanym mechanismem byl alternativni sestiih RNA exonu 2 zpisobeny sestfihovym
faktorem 3 (SRSF3, serine and arginine-rich splicing factor 3). V disledku sestfihu se

exprimoval protein CD19 zkraceny na N’konci, ktery jiz nebyl CD19 CAR-T lymfocyty
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rozeznavan [201]. DalSim popsanym mechanismem byla zména nadorovych bunék z linie

lymfoidni na myeloidni. To bylo pozorovano u dvou détskych pacientli s B-ALL s piestavbou

genu MLL (myeloid/lymfoid or mixed lineage leukemia), kterym byly podany CD19 CAR-T

lymfocyty. Pacienti sice dosahli kompletni remise, ale mésic po infuzi CAR-T bunék se u

nich vyvinula akutni leukemie (AML) [202].

3.11 Vyhled do budoucna

V ptedchozim textu byla fada perspektiv ohledné sméru vyzkumu a vyvoje receptord

popséna. Nyni budou jen struén¢ shrnuty nové pfistupy a inovace zaméefené na ,,genetické

ptepracovani“ CAR-T bunék. Divodem je snaha o dosazeni 1écebné odpovédi v terapii

pevnych malignit.

Zaméreni Moznosti Feseni

Hledani vhodnych cilG CAR-T
terapie

(rozsifeni i o dalsi TAA)

CAR napodobujici TCR receptor specificky pro peptidy
prezentované molekulami HLA

CAR cilené na vice antigenl (synteticky Notch receptor
indukujici expresi CAR)

vyladéni afinity CAR k preferencnimu zacileni na antigen
s vysokou hustotou

indukovatelné sebevrazedné spinace

Zacileni na nadorové stroma, resp. CAR specificky pro FAP
pro kontrolu ristu nadoru

Zvyseni infiltrace CAR-T bunék °
do solidnich nadora °

inhibice receptoru CXCR4 (blok osy CXCL12/CXCR4)
modifikace receptory pro chemokiny (CXCR2,CCR2b)
zvySeni adheze CAR-T bunék

modifikace heparandazou (pro degradaci proteoglykana)

Regulace molekul kontrolnich
bodu imunity

kombinovana blokdda PD-1 a CTLA-4 (nivolumab,
ipilimumab)

geneticka inaktivace genu pro PD-1

exprese PD-1 bez signdlni ¢asti receptoru

koexprese CD40L

Uprava mikroprostredi pomoci

potladeni Gcink( cytokinl IL-10, TGF-B, IL-35 pro podporu
proliferace a cytolytické funkce CAR-T bunék

exprese dominantné negativni formy receptoru pro TGF-
signalizace prostfednictvim IL-4 pro podporu expanze a

cytokinu aktivity CAR-T bunék
e exprese IL-12, IL-18, IL-15 pro zvySeni protinddorové
aktivity
Zmény spojené e vyufziti inhibitor( IDO (indoleamin-2,3-dioxygenaza)

s metabolismem

Tab. 7: Zpracovano podle [203].
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Prace s primarnimi bunikami a bunéénymi liniemi

4.1.1 Kultivaéni média a aditiva

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich RO883)
s pridavkem: 10% teleci fetalni sérum FBS (Gibco, 10270-106); teplotné inaktivované
2 mM L-glutamin (Gibco 25030-024)
20 mM HEPES; pH 7,5 (MERCK 54457)
penicilin 100 U/ml (Gibco 15140)
streptomycin 0,1 mg/ml (Gibco 15140)

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose; MERCK D6545)
s pridavkem: 10% teleci fetalni sérum; teplotné inaktivované
2 mM L-glutamin
20 mM HEPES; pH 7.5
penicilin 100 U/ml
streptomycin 0,1 mg/ml

CellGenix GMP DC (CellGenix GmbH, 0020801)
s pridavkem: 10% teleci fetalni sérum FBS; teplotné inaktivované
penicilin 100 U/ml
streptomycin 0,1 mg/ml

Do médii, ve kterych byly kultivované lymfocyty, byly pfidavany cytokiny (jednotlive/
v rizné kombinaci v zavislosti na experimentu)

° IL-2 (Proleukin S, Novartis) — 1.000 U/ml
° IL-4 (Miltenyi Biotec) — 20 ng/ml
¢ IL-7 (Miltenyi Biotec) — 10 ng/ml

Vsechny primarni bufiky a bunéné linie byly kultivovany pii teploté 37°C v 5% CO,

atmosfére.

4.1.2 Bunéc¢né linie

K562 °  zdroj DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
° odvozena z kostni dfen¢€ od 53-leté pacientky s CML

suspenzni buniky s morfologii lymfoblastu

°  kultivovana v médiu RPMI-1640

HEK 293T °  poskytnuty J.A. Kleinschmidtem, DKFZ, Némecko
°  lidské embryonalni ledvinné buniky produkujici velky T antigen viru SV40
° adherentni buniky kultivované v médiu D-MEM

RAMOS °  zdroj ATCC (The American Type Culture Collection)
° odvozené z nadorové tkané 3-letého chlapce s Burkittovym lymfomem
°  suspenzni buiiky, CD19+, CD20+
°  kultivované v médiu RPMI-1640
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LNCaP °  zdroj ATCC

prostaticka linie odvozena z metastazi v lymfatické uzliné 50-ti letého muze
° adherentni linie, PSMA+

¢ kultivované v médiu D-MEM

Jurkat °  zdroj ATCC

imortalizovand linie lidskych T-lymfocytt

odvozena z periferni krve 14-ti letého chlapce s diagnostikovanou akutni T-
bunécnou leukémii

suspenzni linie

°  kultivované v médiu RPMI-1640

4.1.3 Izolace mononuklearnich bunék z periferni krve (PBMCs)

Zdrojem PBMCs byly buffycoaty, které byly poskytnuty Transfuznim oddélenim UHKT
s informovanym souhlasem darcii. Buiiky byly separovany pomoci gradientni centrifugace
pfes hustotni gradientni médium Ficoll-Plaque PLUS (hustota 1.077 g/ml; firma GE
Healthcare). Krev byla natedéna PBS v poméru 1:1 a navrstvena na hustotni gradientni
médium v poméru 20 ml média: 30ml fedéné krve. Nésledovala centrifugace s pomalym
rozbéhem a pomalym brzdénim se zrychlenim 800g 30min pii pokojové teploté. Po
rozvrstveni bunék na zaklad¢ hustotniho gradientu byly z vrstvy mlééného prstence odebrany
mononukledrni buiiky. Buniky byly 3x promyty v 50 ml PBS s centrifugaci pfi postupném
snizovani zrychleni 400g, 200g a 100g. Buiiky byly resuspendovany v médiu CellGenix nebo

PBS. Byl stanoven pocet a viabilita vyizolovanych bun¢k.

4.1.4 Pocitani bunék, viabilita
Pocet a procento Zivych bun¢k bylo stanoveno manudlnim pocitanim bunécné suspenze
smichané v poméru 1:1 s 0,4% roztokem trypanové modii (Merck) v Biirkerové komiirce

v mikroskopu Meopta DN 816Bi pfi zvétSeni 400x.

4.1.5 Transfekce adherentnich bunék

Transfekce byla provadéna pomoci transfekéniho Ccinidla Metafectane (Biontex) podle
ptilozeného protokolu. Zkracen¢, adherentni buiiky byly den pieden vysety do 6-ti jamkové
desticky (velikost 9,5 cm?) vtakovém poctu, aby nasledujici den byly narostlé na
subkonfluentni koncentraci 60%. Smés transfekéniho ¢inidla (6ul) a DNA (2-3 ng) byla
namichédna v roztoku PBS. Samotna transfekce probihala do 1 ml médiu bez antibiotik. Za 24

hod bylo médium vyménéno za Cerstvé s antibiotiky.
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Pokud transfekce slouzila k produkci lentivira (viz dale), za dalSich 24 a 48 hod bylo médium
sebrano pro nasledujici transdukei.

Pokud transfekce slouzila k ovéfeni exprese nebo k pfipravé bunc¢k nesouci pozadovany
antigen, bylo rovnéz 24 hod po transfekci vymeénéno médium za Cerstvé a bunky za dalSich
24-48 hod byly analyzovany na pritokovém cytometru nebo pouzity pro dalsi funkéni

experimenty.

4.1.6 Priprava primarnich lidskych T-bunék exprimujici CAR receptory
Zdrojem T-lymfocytl byly mononuklearni buniky vyizolované z buffycoatii, do kterych byly

vneseny CAR receptory pomoci lentivirové transdukce nebo elektroporace.

4.1.6.1 Piiprava lentivira

Pro ptipravu virovych partikuli byly vyuZzity komer¢ni lentivirové pakazovaci plazmidy 2.
generace od firmy Addgene.

psPAX2 - plazmid nese gen HIVI-gag pro GAG protein podilejici se na sklddani viru
podobnych partikuli a gen HIVI-pol, ktery koduje 2 proteiny, reverzni transkriptazu a
integrazu

pMD2.G - plazmid nese gen V'SV-G pro obalovy protein

pWPXL'"- je klonovaci vektor, mezi sekvencemi 3'LTR a 5'LTR (long terminal repeat),
které zprosttedkovavaji integraci transférové sekvence do hostitelského genomu, je vlozen
gen pro GFP (zeleny fluorescen¢ni protein) pod promotorem EF-la. Vektor byl pouZit pro
zaklonovani CAR receptori vyménou za gen pro GFP.

Buiikky HEK 293T byly transfekovany vSemi tfemi plazmidy, tj. transferovy vektor, psPAX2 a
pMD2.G v nasledujicim poméru 2:1:1. Na jamku o velikosti 9,5 cm” bylo pouzito 1,5ug:
0,75ng :0,75ng DNA, transfekce probihala v 1 ml média D-MEM bez antibiotik. Nasledujici
den bylo médium vyménéno za 1 ml média RPMI s antibiotiky. Za dalSich 24 hod bylo znovu
médium vymeénéno, sebran¢ médium (obsahujici virové partikule, tzv. LV supernatant) se
ptefiltrovalo pies 0.22 pm filtr nebo bylo sto€eno 5 min pii 1500 rpm a bylo pouzito okamzité
k infekci T-lymfocyti nebo bylo uchovéano pro dalsi pouziti pfi -80°C. Za dalSich 24 hod se

znovu LV supernatant sebral a zpracoval se stejnym zplisobem.

' Mapa vektoru je soucasti piilohy ¢&. 2
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4.1.6.2 Infekce pomoci lentivira a stimulace T-bunék

Infekce probihala v 6-ti jamkové kultivaéni desti¢ce, nasledujici rozpis je pro 1 jamku. Jeden
az dva miliony Ccerstvé vyizolovanych a promytych mononuklearnich bunék bylo
resuspendovano v 1 ml LV supernatantu (Cerstvé sebrany nebo rozmrazeny) s ptidavkem 4
pg/ml polybrenu (Merck) a pfeneseno do jamky s naadherovanymi stimula¢nimi protilatkami.
Ke stimulaci byly pouzivané protilatky anti-CD3 a anti-CD28 (obé Miltenyi Biotec).
Protilatky nafedéné v PBS na koncentraci 1ug/ml se nechaly navadzat na povrch plastiku po
dobu 1 hod pii teploté 37°C. Poté byl povrch kultivaéni jamky 2x oplachnut PBS a ihned
pfevrstven LV supernatantem s builkami, aby nedoSlo kjeho vyschnuti. Nasledné se
kultivaéni desticka stacela pii 800g 60 min pfi teploté 30°C. Po centrifugaci se destika
umistnila do inkubdatoru. Po 2 hod kultivaci byl k buiikam pfidan 1 ml ¢erstvého média RPMI
s ptidavkem IL-2 v kone¢né koncentraci 1.000 U/ml. Buniky byly udrZzovany v exponencialni
fazi ristu po dobu 2-3 tydni ptidavanim Cerstvého média RPMI s IL-2 v mnozstvi 1.000 U/ml

na kone¢ny objem kultiva¢niho média.

4.1.6.3 Elektroporace bunék PBMCs

Elektroporace byla provadéna pomoci transfekéniho systému Neon od firmy Invitrogen.
Soucasti systému jsou elektroporacni jehly, elektroporaéni kyvety, pufr T a pufr E2
(Electrolytic buffer). Samotnd elektroporace probihala podle pfilozeného manudlu.
Elektroporaci byly do bunék vnaSeny 2 zakladni plazmidy transpozonového systému
piggyBac firmy Hera Biolabs.

PiggyBac Transposase (pBASE) vektor — koduje super-piggyBac transpozéazu, kterd
s vysokou uc¢innosti integruje transpozon do hostitelského genomu.

PiggyBac Transposon (pPB UBC)" — jde o prazdny klonovaci plazmid, kde mezi
sekvencemi 5'TR a 3'TR (transposon region), které zprostiedkovavaji integraci transféroveé
sekvence do hostitelského genomu, jsou vloZzeny promotor UBC a polyadenyla¢ni sekvence

bGH polyA.

Cerstvé vyizolované PBMCs byly resuspendovany v médiu CellGenix v koneéné koncentraci
10-15 x 10° b/ml a ponechany v inkubétoru do druhého dne. Nasledujici den byly PBMCs 2x
promyty PBS a resuspendovany v poctu 8 mil bun¢k ve 100ul pufru T s namichanou DNA
v mnozstvi 2 pg plazmidu pBASE a 4 pug PB plazmidu s transgenem. Resuspendované bunky

byly pieneseny do elektroporac¢ni jehly, ktera byla potom umistnéna do elektroporacni kyvety

" Mapa vektoru je soucasti piilohy &. 3
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naplnéné pufrem E2. Buiky byly elektroporovany jednim pulsem o délce 20 ms a napéti
2300 V. Po elektroporaci byly buiikky okamzité pieneseny do vytemperovaného média
CellGenix v poctu 2-4 elektropora¢ni reakce na 400 ul média. Za 24 hod byly T-lymfocyty
stimulovany aktiva¢nimi protilatkami (kapitola 4.1.6.4) a bylo k nim pfidéno stejné mnozstvi
cerstvého média s cytokiny o pozadované koncentraci na vysledny objem média. Poté, co
bunky zacaly vyrazné proliferovat, byly udrzovany po dobu 3-4 tydny v exponencialni fazi

rastu v koncentraci cca 1-5 mil bb/ml.

4.1.6.4 Aktivace T-lymfocytu elektroporovanych PB plazmidy

CAR-T bunky byly aktivovany v zavislosti na experimentu bud’ nespecificky pomoci
protilatek anti-CD3 a anti-CD28 nebo specificky pomoci protilatek proti CAR receptoru.
Vyjimkou byly CD19 CAR-T lymfocyty, které¢ byly stimulovany bez protilatky, ale pomoci
antigenu CD19 exprimovaného na B-lymfocytech (ty jsou zastoupeny ve smési PBMCs).
Seznam aktivacnich protilatek je uveden v tabulce 8. Protilatky byly imobilizované na povrch
kultivaéniho plastiku ¢i byly navdzané na kulicky a pfidany pfimo k buiikdm. Bunky byly
aktivovany protilatkami 24 hod po elektroporaci.

a) Imobilizované protilatky: Protilatky nafedéné v PBS v poméru 1:100 byly naneseny

na povrch kultivaéniho plastiku a nechany 1 hod pfi 37°C. Poté, co bylo PBS
s nenavazanymi protildtkami odsato, byl povrch 2x proplachnut PBS, aby se
odstranily zbytky neadherované protilatky. Okamzité¢, aby nedoSlo k vyschnuti
povrchu, byly do kultivacnich jamek pieneseny buiiky, které¢ byly stimulovany 2-4
dny.

b) Protilatky vazané na kulicky: Byly pouZivany magnetické kulicky Dynabeads Protein

G (Invitrogen). 5 ul vychozi suspenze kulicek bylo 2x promyto PBS a resuspendovéano
ve 20 ul PBS. Ke kulickam byl pfidan 1 ul protilatek anti-myc/anti-flag/anti-CD34
nebo 0,25 pl trastuzumabu/rituximabu. Protilatky se nechaly vazat na kulicky 20
minut pfi pokojové teploté s obCasnym vortexovanim. Poté byly 2x promyty PBS a
resuspendovany v 10 ul PBS. Toto mnozstvi se pak ptfidavalo k 800 pl bunécné
suspenze v jedné jamce 24 jamkové desticky. Kulicky byly vét§inou ponechany po
celou dobu kultivace (doSlo k jejich vyfedéni), ev. byly po 2-4 dnech odstranény

magnetickou separaci.
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Protilatka Klon Firma Koncentrace zasobni protilatky
Anti-CD3, pure-functional grade OKT3 Milteneyi Biotec 100 pg/ml
Anti-CD28, pure-functional grade 15E8 Milteneyi Biotec 100 pg/ml
Anti-c-Myc 9E10 Exbio 1 mg/ml
Anti-c-Myc tag biotin 9E10 Exbio 1 mg/ml
Anti-DDDDK tag (anti-flag) F-tag-01 Exbio 1 mg/ml
Anti-huCD34 QBEnd-10 Exbio 1 mg/ml
Herceptin (Trastuzumab) - Roche 21 mg/ml
Mabthera (Rituximab) - Roche 10 mg/ml
Erbitux (Cetuximab) - Merck 5 mg/ml
Avastin (Bevacizumab) - Roche 25 mg/ml

Tab. 8: Seznam pouzivanych aktivacnich protilatek
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4.1.7 Priitokova cytometrie

4.1.7.1 Pouzivané protilatky

Protilatka Fluoroform Klon Firma Koncentrace Redéni
zasobni
protilatky*
anti-CD19 FITC HIB19 eBioscience 1:100
anti-CD20 APC LT20 ExBio 1:100
anti-CD69 PE FN50 ExBio 1:400
anti-ING-g PE B27 BioLegend 3:100
anti-1L-21 APC 3A3-N2 BioLegend 1:20
anti-CD3 BV786 UCHT1 BD Horizon 1:100
anti-scFv AF647 Jackson 1,5 mg/ml 1:200 pro bunky
(goat-anti-mouse) ImmunoResearch Jurkat
1:500 pro CAR-T
lymfocyty
anti-myc FITC 9E10 ExBio 1 mg/ml 1:100
anti-CD25/IL-2R AF488 Hul07 RD Systems 0,2 mg/ml 1:20
(Basiliximab)
anti-DYKDDDDK tag AF488 L5 BioLegend 0,5 mg/ml 1:1000
(anti-FLLAG)
anti-CD34 FITC QBEnd-10 ExBio
Herceptin (Trastuzumab) - - Roche 21 mg/ml 1:1000
Mabthera (Rituximab) - - Roche 10 mg/ml 1:1000
Erbitux (Cetuximab) - - Merck 5 mg/ml 1:1000
Avastin (Bevacizumab) - - Roche 25 mg/ml 1:1000
anti-human IgG Fc AF647 HP6017 BioLegend 1:100
*pokud vyrobce uvadi

Tab. 9: Seznam primarnich a sekundarnich protilatek pouzivanych pro barveni bunék na analyzu
pratokovym cytometrem.
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4.1.7.2 Extracelularni barveni bunék

Buiiky v po¢tu 0,5 az 1 mil byly dvakrat promyty studenym PBS (600 x g, 5 min, 4°C) a
resuspendovany v 50 ul FACS'? pufru s nafedénou protilatkou/protilatkami s néaslednou
inkubaci 30 min na ledu ve tmé. Poté byly bunky opét dvakrat promyty PBS a
resuspendovany ve 400 pul FACS pufru a pteneseny do FACS zkumavek.

e Pokud v barvici smési byla primarni protilatka bez fluoroformu, po promyti primérni
protilatky se stejnym zplsobem buiniky barvily jest¢ sekunddrni fluorescencné
znacenou protilatkou.

V pftipadé¢, Ze bylo potieba v ramci jednoho barveni detekovat mysi scFv ¢ast CAR receptoru
pomoci anti-scFv (= goat-anti-mouse) AF647 a zarovenn dalsi lidské povrchové markery
pomoci mysich protilatek, bylo nutné nejdiive samostatné obarvit scFv, poté builkky dvakrat
promyt PBS a zablokovat sekundarni protilatku pomoci 10% mysi séra (Sigma-Aldrich)
fedéném ve FACS pufru 10 min na ledu ve tmé&. Buniky byly poté znovu 2x promyty PBS a
nasledné zbylé markery barveny primdrnimi protildtkami stejnym zptsobem, jak je popsano

vyse.

4.1.7.3 Barveni mrtvych bunék

K rozliSeni zivych a mrtvych bunék se ve vétsiné ptipadi pouzivalo DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole, Sigma-Aldrich), které bylo na konci barveni ptidano piimo k buiikdm do FACS
zkumavky v konec¢né koncentraci 1,25 ng/pl.

V nékterych piipadech bylo pouZito barveni pomoci LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell
Stain Kit (Molecular Probes, Life Technologies). Bunky byly barveny jesté pfed samotnym
barvenim primarnimi protilatkami. Tj. ke sklizenym bunikam, které byly 2x promyty PBS, byl
pfidan LIVE/DEAD fedény 1:100 v PBS. Buiiky byly barveny 20 min ve tmé& pii pokojové
teploté. Poté byly opét dvakrat promyty PBS a barveny stejnym zpiisobem, jak je popsano
v kapitole 4.1.7.2. V kapitole 4.1.8 jsou podrobné popsany postupy pro barveni mrtvych

bunék v ramci funkénich testu.

4.1.7.4 Intracelularni barveni bunék

Popsano v kapitole 4.1.8.5.

4.1.7.5 Méreni na pritokovém cytometru
Me¢feni probihalo na pfistroji BD LSR Fortessa TM (BD Biosciences). Pomoci nebarvené a

jednobarevnych kontrol bylo nastaveno vhodné napéti detektorii. Nasledné byly proméieny

12 slozeni: 1% BSA (bovine serum albumin) v PBS s 0,01% NaN;
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vzorky. Pokud to experiment vyzadoval (pfi pouziti vice fluoroforti najednou, které se
casten¢ prekryvaji ve svych spektrech), byly pfedem pomoci kompenzacnich kuliek s
navazanymi protilatky (podle pfilozeného manudlu) a kontrolou mrtvych bun¢k barvenych
LIVE/DEAD nastaveny kompenzace (s laskavou pomoci dr. Musila). Zaroven byly
prométeny FMO kontroly (Fluorescence minus one, buiiky barvené vS§emi protilatkami kromé
jedné, kterd vaze znak naSeho z4jmu) pro stanoveni nespecifického barveni pozadi. Poté byly

proméieny vicebarevné vzorky.

4.1.7.6 Vyhodnoceni dat z priitokového cytometru

Data byla analyzovana pomoci softwaru Flowjo 7.6.5 (TreeStar). Po vyneseni parametru SSC
versus FSC na scatter plotu byla zagetovana buné¢na populace, z ni vynesenim SSC-W versus
SSC-A (pro lymfocyty) nebo FSC-H versus FSC-A (pro bunétné linie) byly zagetovany
jednotlivé buiiky (singlety). Zobrazenim kanalu Indo-1-Violet byly rozliSeny Zivé a mrtvé

buiiky. Jednotlivé bunééné znaky byly zagetovany z populace zivych bunék.

4.1.8 Funkcni testy

4.1.8.1 Cytotoxicky test

Tercové (cilové buiiky) v exponencidlni fazi ristu byly odebrany z kultury a ptimo v médiu
barveny 5 uM karboxyfluorescein succinimidyl esterem (CFSE) od firmy Merck 10 min pfi
pokojové teploté ve tmé&. Poté byly buiiky dvakrat promyty PBS a resuspendovany v Cerstvém
médiu v dvojnasobné cilové koncentraci bunék. PouZzit¢é médium bylo stejné, ve kterém se
kultivovaly efektorové buniky, ale bez ptidavki cytokint.

Efektorové bunky byly dvakrat promyty PBS a resuspendovany v Cerstvém médiu bez
cytokini o vhodné vychozi koncentraci bunék. Z této suspenze pak byly fedici fadou
pfipraveny jednotlivé alikvoty. Smichdnim ter¢ovych bunék s jednotlivymi alikvoty
efektorovych bunék v objemovém poméru 1:1 byly pfipraveny smiSené lymfocytarni kultury
v riznych pomérech a kultivovany 24 hod. Nésledujici den byl pfimo do média piidan
propidium jodid (PI) (Merck) o vysledné koncentraci 250 ng/ml. Cel4 bunééna suspenze byla
pfenesena do FACS zkumavky a proméfena na pratokovém cytometru. Procento zabitych

bunék bylo ziskdno zagetovanim populace bun¢k CFSE+ PI+ z parentalni populace CFSE+.
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4.1.8.2 Stanoveni aktivity laktat dehydrogenazy jako markeru cytotoxicity

Ke stanoveni byl pouzit komer¢ni kit Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo
Scientific). Aktivita LDH se stanovovala podle ptilozeného manualu. Absorbance se méfila
na piistroji Microplate Reader M1000 PRO (Tecan) pii doporucenych vinovych délkach

vyrobcem. Pro hodnoceni byl pouzit program Magellan (Tecan).

4.1.8.3 Aktivace lymfocyti sledovanim exprese ¢asného aktiva¢niho antigenu CD69

Byly pfipraveny smésné lymfocytarni kultury stejnym zptisobem, jak bylo popsano v kapitole
4.1.8.1 s tim rozdilem, ze se bunky nebarvily CFSE. Po 24 hod kultivaci buné¢na kultura byla
2x promyta PBS a obarvena protilatkou anti-CD69 PE v kombinaci s anti-myc FITC nebo
anti-scFv AF647 podle postupu popsaném v kapitole 4.1.7.2. Bunky byly analyzovany na

pratokovém cytometru.

4.1.8.4 Stanoveni hladiny cytokini INF-y a IL-21 metodou ELISA

Hladina cytokini se stanovovala v médiu, ve kterém byly 24 hod kultivované smésné
lymfocytarni kultury. Sebrané médium se 2x sto€ilo (400g a 800g 5 min) pro odstranéni
bunék a debris a bylo okamzité podrobeno analyze nebo se uskladnilo pfi teploté -20°C do
dne analyzy.

Pro stanoveni byly pouzity komer¢ni kity zalozené na metodé¢ ELISA, a to Human INF-y
ELISA MAX Deluxe SET (BioLegend), Human INF-y Standard TMB ELISA Development
Kit (PeproTech) a Legend Max Human IL-21 ELISA Kit (BioLegend).

Soucasti kitu od firmy PeproTech nebyl substrat TMB (3,3",5,5 -tetramethylbenzidin), byl
proto pouzit substrdt TMB od firmy Sigma-Aldrich, fedény na koncentraci 0,1mg/ml
v 100 mM octanu sodném o pH 6,0. Zaroveil soucasti kitu nebyl streptavidin-HRP, byl pouzit
Pierce High Sensitivity NeutrAvidin-HRP (ThermoScientific).

Soucasti obou kit pro stanoveni INF-y neni kultivaéni plastik. Byly pouzivané 96 jamkové
desticky Polysorb (Nunc).

Absorbance se méfila na piistroji Microplate Reader M1000 PRO (Tecan) pii doporucenych
vlnovych délkach vyrobcem, v pfipadé pouziti substratu TMB od firmy Sigma-Aldrich se

méfilo pti 450 nm s korekei pti 630 nm. Pro hodnoceni byl pouzit program Magellan (Tecan).

4.1.8.5 Stanoveni intraceluliarni produkce cytokini INF-y a IL-21
K buitkam, které byly nasazeny do testu, byl po 2 hod inkubace pfidan BD GolgiPlug (BD
Biosciences) v koncentraci 1ug/ml. Po 20 hod byly builkky 2x promyty PBS a nasledné
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barveny LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell Stain Kit (Molecular Probes, Life
Technologies) fedéném 1:100 v PBS 20 min ve tm¢ pii pokojové teploté. Builky byly
promyty FACS pufrem a fixovany eBioscinece IC Fixation Buffer (Thermo Fischer
Scientific) 20 min ve tmé pii pokojové teploté. Bunky byly promyty permeabilizacnim
pufrem eBioscience Permeabilization Buffer (Thermo Fischer Scientific) a poté barveny 30
min ve tm¢ pii pokojové teploté protilditkami fedénymi ve stejném permeabilizacnim pufru.
Byly pouzity nasledujici protilatky: anti-CD3 BV786, anti-INF-g PE, a anti-IL-21 APC.
Bunky byly 2x promyty FACS pufrem a resuspendovany ve FACS pufru a analyzovany na

pritokovém cytometru.

4.2 Praces DNA
4.2.1 Plazmidy

Seznam vSech pouZivanych nebo nové zkonstruovanych plazmidi je uveden v piiloze €. 1.

4.2.2 Elektroforéza DNA
K separaci DNA byl pouZzivan agarézovy gel 0,5-3% (SeaKem, Lonza). Pro vizualizaci bylo

. ‘e ™
pouzivano fluorescenéni ¢inidlo GelRed

Nucleic Acid Gel Stain (Biotinum). Jako markery
molekulové hmotnosti byly pouzivané MassRuler low range DNA Ladder (Thermo
Scientific), Lambda DNA/Eco 1301 (Styl) Marker 16 (Fermentas) a GeneRuler DNA Ladder,
Low Range (Fermentas). Gel byl dokumentovan na piistroji UVP EC3 Imaging System

(UVP).

4.2.3 Izolace DNA
Izolace DNA z gelu
Pro izolaci DNA z gelu byl pouzivan komerc¢ni kit Gel Extraction Kit (Qiagen; ID 28604)

podle ptilozeného manualu.

Izolace DNA z bakterii

Pro izolaci €isté plazmidové DNA byly pouzivané komer¢ni kity QIAprep Spin Miniprep Kit,
a dale Qiagen Plasmid Midi, Maxi a Giga Kit (vSe firma Qiagen). Protokoly pro izolaci jsou
soucasti kit. Plazmidy byly rozpustény v TE pufru o vysledné koncentraci 2-5 pg/ul

s vyjimkou plazmidi, které byly sekvenovany, ty se rozpoustély v deionizované vodé.
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Pro izolaci DNA, ktera slouzila pouze k restrikénimu ovéteni ziskanych klont, byly vyuzity
pufry P1, P2 a P3 z pfedchozich kitti. DNA byla izolovana z 1 ml bakteridlni kultury narostlé
pies noc. Po stoCeni bun¢k pii 5.000 g 10 min pfi pokojové teploté¢ byla peleta
resuspendovana v 150 ul pufru P1. K resuspendované peleté se ptidalo 150 pl pufru P2,
opatrné promichalo a nechalo 5 min lyzovat pii pokojové teploté. Pfidanim 210 pl pufr P3 se
srazily proteiny, které byly odstranény centrifugaci 10 min pfi 15.000 g pfi teploté 4°C. DNA
byla precipitovdna pienesenim cCistého supernatantu do nové zkumavky a pfidanim 1 ml
isopropanolu (Penta) s naslednou centrifugaci 10 min pfi 15.000 g pii teploté 4°C. Peleta
DNA byla promyta 200 pl chlazenym 70% etanolem (Penta) a znovu stoena 5 min pii
otd¢kach 15.000 g a teploté¢ 4°C. Poté byla peleta vysuSena pii laboratorni teploté a

resuspendovana ve 20 pl deionizované vode.

4.2.4 Stanoveni koncentrace DNA
Mnozstvi DNA bylo stanoveno na pfistroji NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies).

4.2.5 Klonovani

Restrikéni Stépeni DNA

Pro Stépeni DNA byly pouZivany restrikéni enzymy a pufry od firmy New England Biolabs.
Pro ziskani fragmentti pro klonovani bylo $tépeno 5 pg plazmidu enzymem o koncentraci
1U/1ug DNA ve 20 ul reakei 2 hod pii teploté 37°C (resp. teploté doporucené vyrobcem pro
dany enzym). Pro bézné restrikéni ovéfeni bylo Stépeno 0,5 ug DNA v 10 pl reakci za

stejnych podminek.

Defosforylace 5'koncii DNA

Pro defosforylaci byl pouzivan enzym CIP (Calf Intestinal Phosphatase) od firmy New
England Biolabs, ktery byl pfidan po $t€peni DNA piimo do restrikéni reakce. Defosforylace
probihala 30 min pfi 37°C s naslednou inaktivaci enzymu CIP pfidanim 1,5 ul 10% SDS, 1,5
ul 0,5M EDTA a 6 ul vody a inkubaci 30 min pfi 80°C.

Ligace
Pro ligaci koncit DNA byl pouzivan enzym T4 DNA Ligase od firmy New England Biolabs.

Liga¢ni reakce byla pfipravena podle pfiloZzeného manudlu. Jako kontroly byly paralelné
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michany 2 ligacni reakce, kde v prvni reakci byl vynechan insert (pro kontrolu ovéfeni

ucinnosti fosfatdzy, pro vylouceni recirkulizace vektoru), v druhé reakci byl vynechan insert

a ligaza (pro vylouceni nenastépeného vektoru). DNA byla ligovana 12 hod pii teploté 16°C.

Klonovani metodou In-Fusion

V nékterych ptipadech byly vektory klonovany pomoci metody In-Fusion. Reagencie byly od

firmy Clontech — CloneAmp HiFi PCR premix a 5x In-Fusion HD Enzyme Premix. Postup

pro PCR a klonovani In-fusion se drzel manualu piiloZzené¢ho vyrobcem.

Seznam pouzitych primeri a oligonukleotidi

Nazev Sekvence Modifikace
koncit

C4 AATCCAGTCCTCTGGTGTGC

F98 oligo 1 CGGAGGTTTGTTGGGTCCGTATGAGTTGTGGGAGCTTTCTCAT S _fosfat
GGAGGCAAGCTTGGTAC

H98 oligo 2 CAAGCTTGCCTCCATGAGAAAGCTCCCACAACTCATACGGACC 5’ _fosfat
CAACAAACCTCCGGTAC

D12 oligo 1 CGGAGGTTGGCTGGAGATGCACTGGCCCGCACACTCCGGAGG 5’ _fosfat
CAAGCTTGGTAC

D12 oligo 2 CAAGCTTGCCTCCGGAGTGTGCGGGCCAGTGCATCTCCAGCC 5’ _fosfat
AACCTCCGGTAC

. AGCTTGGAGGCGACTACAAAGACGATGACGACAAGGGCGGTCC , ,

FLAG oligo 1 CGGGA 5’-fosfat

FLAG oligo 2 éggngCCGGGACCGCCCTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCGC 5’_fosfat
AGCTTGGAGGCGACTACAAGGACCACGACGGTGACTACAAGG

3xFLAG oligol ACCACGACATCGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGCGGTC  5'-fosfat
CCGGGA
AGCTTCCCGGGACCGCCCTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGA

3xFLAG oligo2 TGTCGTGGTCCTTGTAGTCACCGTCGTGGTCCTTGTAGTCGCC 5’-fosfat
TCCA

CD20 epitop CGGAGGTTGTTGGTGGGAGTGGACCATCGGCTGCGGAGGCAA 5 _fosfit

oligo 1 GCTTGGTAC

CD20 epitop CAAGCTTGCCTCCGCAGCCGATGGTCCACTCCCACCAACAACCTC , ,

. 5’-fosfat

oligo 2 CGGTAC

12P oligo 1 CGGAGGTGACCACACCTTGTACACCCCCTACCACACACACCCT 5’ _fosfat
GGAGGCAAGCTTGGTAC

12P oligo 2 CAAGCTTGCCTCCAGGGTGTGTGTGGTAGGGGGTGTACAAGGTG 5’ _fosfat
TGGTCACCTCCGGTAC

12P N oligo 1 CGCGTGGCGGCGGTGGCGACCACACCTTGTACACCCCCTACCA 5 _fosfit
CACACACCCTGGCGGCGGTGGCCCCGGGA

12P N oligo 2 CGCGTCCCGGGGCCACCGCCGCCAGGGTGTGTGTGGTAGGGGGT 5 _fosfit
GTACAAGGTGTGGTCGCCACCGCCGCCA
AGCTTAGCGGCGGCGGAGGCAGCGAGCTGCCCACCCAGGGCAC

CD34 oligo 1 CTTCAGCAACGTGTCCACCAACGTGTCCCCCGCCAAGCCCACC  5'-fosfat
ACCGCCCCCGGGA
AGCTTCCCGGGGGCGGTGGTGGGCTTGGCGGGGGACACGTTGGT

CD34 oligo 2 GGACACGTTGCTGAAGGTGCCCTGGGTGGGCAGCTCGCTGCCTCC  5'-fosfat
GCCGCCGCTA

CD25a oligo CGGCGGCGGAGGCTCCTGCTGGTATCACTACATCTGGGAGTGC 5 _fosfit

mimotop 1 TCCGGCGGCGGAGGCAAGCTTGGTAC
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CD25a mimotop

CAAGCTTGCCTCCGCCGCCGGAGCACTCCCAGATGTAGTGATAC

5’-fosfat

oligo 2 CAGCAGGAGCCTCCGCCGCCGGTAC

CD25a endo CGGCGGCGGAGGCTCCTGCGAGCGGATCTACCACTTCGTGTGC 5’ _fosfat

oligo 1 TCCGGCGGCGGAGGCAAGCTTGGTAC

CD25a endo CAAGCTTGCCTCCGCCGCCGGAGCACACGAAGTGGTAGATCCGC 5’ _fosfit

oligo 2 TCGCAGGAGCCTCCGCCGCCGGTAC

E72 oligo 1 CGGAGGTGTGCTGCCCAAGACCCTGTGCGGCGGCGGAAGCGG 5 _fosfat
AGGCAAGCTTGGTAC

E72 oligo 2 CAAGCTTGCCTCCGCTTCCGCCGCCGCACAGGGTCTTGGGCAGC 5_fosfat
ACACCTCCGGTAC

CD20 epitop 2 CGGCGGCAGCTGCCCCTACTCCAACCCTTCCCTGTGCAGCGGC 5 _fosfat

oligo 1 GGCAAGCTTGGTAC

CD20 epitop 2 CAAGCTTGCCGCCGCTGCACAGGGAAGGGTTGGAGTAGGGGCAG 5 _fosfat

oligo 2 CTGCCGCCGGTAC

Rp5-L oligo 1 CGGAGGTTCCCAGGACAAGTTGACCCAGTGGCCTAAGTGGCT 5 _fosfat
GGAGTCCGGAGGCAAGCTTGGTAC

Rp5-L oligo 2 CAAGCTTGCCTCCGGACTCCAGCCACTTAGGCCACTGGGTCAACT 5”_fosfat
TGTCCTGGGAACCTCCGGTAC

T2A IL21 TGGAAGAAAACCCGGGCCCGATGAGGTCAAGTCCTGGCAACATG

forward GAACGCATTGTGATTTGCCTGA

T2A IL21 reverse  AACAAAACTTTTAACTAGTATGTCGACCC

Tab. 10: Sekvence primert a oligonukleotidt

e vSechny primery a oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Generi-Biotech
e u oligonukleotidl je tuéné zvyraznéna sekvence kodujici epitop a barevné zvyraznéna
restrikéni mista Stépeni, ktera pak slouzila jako unikatni mista k ovéfeni vlozeni
epitopu do nové konstruovanych vektorii (viz kapitola 5.3.1):
= Cervené: HindIII

=  modfe: Xmal

Parovani oligonukleotidovych sekvenci

Pro annealing oligonukleotidi byla namichdna reakce obsahujici 2 pl kazdého
oligonukleotidu o vysledné koncentraci 1 pg/ul, 5 pl pufru 10x NEBuffer 4 (New England
Biolabs) a doplnéné deionizovanou vodou na kone¢ny objem 50 pl.

Annealing oligonukleotidd byl docilen béhem fizeného poklesu teploty z 98°C na 28°C pfi
zméné teploty 1°C/2min na cykléru C1000 touch Thermal Cycler (BioRad). Sparované
oligonukleotidy byly fedény v poméru 1 pl reakéni smési a 250 pl deionizované vody. Pro
ligaci byl pouzit pomér 1 pl nafedénych sparovanych oligonukkleotidii a 100 ng $tépencho
plazmidu na 20 pl liga¢ni reakce (viz kapitola 4.2.5 Ligace). Pro transformaci kompetentnich

bakterii pak byly pouzity 2 pl z liga¢ni smési.
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PCR

PCR slouzila k uréeni poc¢tu vlozenych tagi do vektort (viz kapitola 5.3.1). PCR reakce o
celkovém objemu 10 pl byla namichana z 2x koncentrovaného gb SG PCR Master Mix
(Generi-Biotech) a dvojice primert C4 a ptislusného oligo1, kazdy o vysledném mnozstvi 1
pmol. Jako templat byl pfidan 1 pl vyizolované DNA z bakterii (metodou izolace pro
restrikéni ovéteni kloni). Byl pouzit cyklér C1000 touch Thermal Cycler (Bio-Rad). PRC
produkty pak byly analyzovany elektroforeticky.

Pouzivany program (Touchdown PCR):

1. 95°C 4 min

2. 94°C 1 min
3. 75°C  30s;-1°C each cycle } 30x
4, 72°C 1 min

5. 94°C 1 min

6. 57°C  30s } 30x
7. 72 °C 30s

8. 95°C

Sekvenovani

Pro sekvenovani byly pfipraveny vzorky o celkovém objemu 8 pl, které obsahovaly primer
C4 vmnozstvi 5 pmol a plazmidovou DNA v mnoZstvi 3ng/100pb. Dalsi reagencie byly
pfidany servisnim pracovistém PfF UK, Laboratofi sekvenace DNA a nasledné sekvenovany.

De¢lka piectené sekvence byla 400 bp.

Pouzité programy
Pro in silico klonovani byly pouzity programy Clone Manager 6 (Sci-Ed Software) a
SnapGene 4.1 (GSL Biotech).

4.3 Prace s bakteriemi
4.3.1 Bakterialni kmeny
Escherichia coli kmen HSTO8 (Stellar Competent Cells)
e komercni chemicky oSetfené kompetentni buiiky od firmy ClonTech
e kultivované pii teploté 37°C
Escherichia coli kmen Stbl2
e ziskdno z PfF UK
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e kultivované pii teploté 30°C
Escherichia coli kmen XL-1 Blue
e 7ziskano z PfF UK

e kultivované pii teploté 37°C
4.3.2 Média pro kultivaci bakterii
LB agar High Salt (Duchefa Biochemie, T1507.0100)

LB Broth Low Salt (Duchefa Biochemie, L1703.0500)

Pouzivani selek¢ni antibiotika

Ampicilin (BB Pharma) — pfiddno do média na kone¢nou koncentraci 100 pg/ml

Kanamycin (USB Corporation) — piiddno do média na kone¢nou koncentraci 50 pg/ml

4.3.3 Priprava kompetentnich bakterii

Pokud nebyly pouZity komer¢ni kompetentni buriky (Stellar Competent Cells, Clontech), byly
kompetentni bakterie pfipraveny nasledujicim zplisobem. Z inokula bylo zaockovano 200 ml
tekutého LB média a bakterialni kultura se nechala rust pii 37°C/30°C do optické denzity
ODag00 = 0,6. Poté byly bunky na 15 min pfeneseny na led. Buiiky byly stoceny pti 7.000 g
10 min 4°C. K peleté se pomalu pfikapavalo 15 ml studeného 0,1M CaCl, a bufiky byly
opatrné resuspendovany a znovu ponechany 15 min na ledu. Po nasledném stoceni pii 5.000 g
10 min 4°C byly opatrné resuspendovany ve 4 ml roztoku 0,1M CaCl, a 15% glycerolu,
rozplnény po 50 pl do zkumavek a nechany nékolik hodin na ledu. Nésledné byly uskladnény
pii teploté -80°C. Takto pfipravené buiiky byly pouZivany po dobu 6 mésici.

4.3.4 Transformace bakterii

Komer¢ni kompetentni buniky (Stellar Competent Cells, Clontech) byly transformovéany podle
protokolu pfilozeného vyrobcem. Ostatni buniky byly transformovany podle nésledujiciho
postupu. Kompetentni buiiky byly rozmrazeny na ledu, poté k nim byl pfidan 1 ng cirkularni
DNA nebo 2 pl ligacni smési, bunky byly inkubovany 20 min na ledu. Nasledoval teplotni
Sok pii 42°C po dobu 45 s nasledovany okamzitym zchlazenim na ledu po dobu 2 min.
K buiikkdm byl pfidan 1 ml LB média bez antibiotika. Buiiky byly tfepany 2 hod pii teploté
37°C/30°C pii otackach 200 rpm. Poté byly vysety o rizné koncentraci na pevny LB agar

s ptislusnym selek¢nim atibiotikem.
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4.4 Pokusy se zviraty

Pokusy na zvifatech byly provadény v Centru pro experimentalni biomodely 1. LF UK podle
§15d odst. 3 (navrhovani pokusti a projektd pokusi) a odst. 4 (provadéni pokusi na
pokusnych zvifatech, péce o pokusna zvifata a usmrcovani pokusnych zvifat) zakona ¢.

246/1992 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozd¢jsich predpisi.

Piiprava bunék pro aplikaci mySim

Byly piipraveny dvé skupiny CAR-T lymfocytl. Prvni skupina mononukledrni bunék byla
elektroporovana tfemi plazmidy pBASE, pPB PSMA CAR myc a pPB mCherry. Druha
skupina byla elektroporovana ttemi plazmidy pBASE, pPB PSMA CAR myc H98 CD34 a
pPB GFP. Nasledujici den po elektroporaci byly buiiky aktivované protilatkou anti-myc
imobilizovanou na plastik a k buitkdm byly pfidany cytokiny IL-2, IL-4 a IL-7. Buiky byly
udrzované v exponencidlni fazi po dobu asi 14 dnl. Nasledné byla ovéfena uspéSnost
elektroporace barvenim protilatkou anti-scFv AF647 spolecné s detekci ptisluSného
fluorescenc¢niho proteinu (GFP/OFP) na prutokovém cytometru.

Z téchto dvou skupin po dvojim promyti PBS byla piipravena smé¢s CAR-T lymfocyti

v poméru 1:1 o koncentraci 25 mil bunék / 1 ml PBS.

Aplikace CAR-T bunék my$im"

Experimentalni skupiny tvofily 3 imunodeficietni mysi NOD.Cg-Prkdc*II2rg™ ™"/SzJ
(Jackson Laboratory) samiciho pohlavi a stafi 6 tydni. Mysim byla intravendzni injekci do
ocasu aplikovana davka 100 mil CAR-T bunék. Zarovén byl stejnym zplisobem mySim podan
trastuzumab o davce 1 nebo 0.2 pg. Kontrolnim mysim nebyl trastuzumab aplikovan. Za 24
hod byla vS§em mySim z ocasni zily do heparinu odebrana krev a prvni skupiné¢ znovu podan
trastuzumab o davce 1 pg. Za dalSich 48 a 120 hod byla myS$im znovu odebrana Zilni krev.

Mysi byly Sesty den po aplikaci usmrceny a byla jim odebréana slezina.

Analyza bunék na pritokové cytometru'?
Krevni bunky po lyzi ¢ervenych krvinek (lyzacnim pufrem o slozeni 8,3 mg NH4CL / 1 ml
0,01 M tris-HCI pH 7,5; chemikalie od firmy Sigma-Aldrich) byly analyzovany na FACSu na

13 Pokusy proved! dr. Otahal.
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zaklad¢ detekce GFP/OFP. Slezina byla mechanicky rozbita a pipetovanim rozdisociovana na

jednotlivé buiiky, které byly stejnym zpisobem analyzovany na FACSu.
4.5 Statistické vyhodnoceni

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci parového t testu v programu GraphPad Prism 7
(GraphPad).
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5. VYSLEKDY
5.1 Bispecifické CAR receptory pro lécbu hematologickych malignit

Cilem této prvni experimentalni ¢asti prace bylo ovéfit funkénost novych bispecifickych CAR
receptor namifenych proti malignim bunkam vychazejicich z B-lymfocytarni fady. Jako
cilové antigeny byly vybrany CD19 a CD20. Jde o ideélni cilové antigeny, dobte validované,
s expresi vyhradné na prekurzorovych a zralych B-buiikkach. CAR-T lymfocyty cilené na tyto
antigeny se s velkym uspéchem pouzivaji pro 1écbu B-ALL, B-NHL nebo folikularniho
lymfomu.

Diivodem pro ptipravu receptorii, které jsou specifické pro vice antigent zaroven, je snaha
zvysit protinddorovy ucinek CAR-T lymfocytl tim, ze se zabrani malignim klontim uniknout

smrti v ptipadég, Ze pfestanou exprimovat jeden z antigentl.

5.1.1 Konstrukce bispecifickych CAR receptori

Lentivirové plazmidy pLV CAR19 a pLV CAR20 byly zkonstruovéany v laboratofi jiz dfive a
jsou podrobnéji popsané v publikaci [204]. Receptor CARI19 je odvozen od mysi
monoklonélni protilatky anti-CD19, klon B-D3 a receptor CAR20 od mysi monoklonalni
protilatky anti-CD20, klon MEM-97. Sekvence obou CAR receptori koduji ve sméru 5'— 3~
nasledujici podjednotky — signalni sekvenci pro sméfovéani receptoru do plazmatické
membrany, jednofetézcovy variabilni fragment (ScFv) anti-CD19 nebo anti-CD20 a
kostimulaéni molekulu 4-1BB spojenou se sekvenci pro podjednotku molekuly CD3§
(obr. 17). Z téchto dvou plazmidii vychazi i nové zkonstruované bispecifické plazmidy pLV
biCAR19-20 a pLV biCAR20-19. Jsou navrzeny tak, aby kazdy CAR receptor rozpoznaval
soucasn¢ dva povrchové antigeny CD19 a CD20. Jde o identické konstrukty, li§i se pouze
pofadim vazebnych domén, které jsou oddéleny kratkym linkerem (G4S)4 (obr. 17). Sekvence
bispecifickych CAR receptori byly vlozeny do lentivirového vektoru pWPXLd'* vyménou za
gen pro zeleny fluorescencni protein (GFP). Exprese receptorii je fizena eukaryotickym
promotorem EF-1la, ktery zajiStuje stabilné vysokou hladinu transgenu v sav€ich bunkach.
Cela sekvence je ohranicena specifickymi sekvencemi LTR (long terminal repeat), které
zajistuji jeji integraci do genomu hostitelské buniky béhem virové transdukce.

K ovéfeni exprese konstrukti byly plazmidy pfechodné transfekovany do bun¢k HEK 293T.
Za 48 hod po transfekci se pomoci pritokové cytometrie uspe€sné detekovala povrchova

exprese obou vektord. Ze stejnych bunék byl ptipraven bunécny lyzat k ovéreni exprese CAR

' Mapa vektoru pWPXLd je soucasti piilohy &. 2
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receptori pomoci metody Western Blot. Proteiny byly detekovany protilatkou anti-CD3§

s o¢ekavanou velikosti 58 kDa'’.
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Obr. 17: Schématické znazornéni monospecifického a bispecifického CAR receptoru.
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-+

biCAR20-19 CD28 leader CD20 sc-Fv

Jde o receptory 2. generace s kostimula¢ni doménou 4-1BB. Monospecifické CAR receptory nesou
fragment scFv, ktery je specificky pro antigen CD19 nebo CD20. V ptipadé bispecifickych CAR

receptoril jsou stejné fragmenty scFv vlozeny za sebou a oddéleny kratkym linkerem.

5.1.2 Priprava lentivira

Lentiviry byly produkovény buiikami HEK 293T kotransfekovanymi pomocnymi plazmidy
pSPAX, pMDL2G a lentivirovymi vektory s monospecifickymi (CAR19 a CAR20) a
bispecifickymi (biCAR19-20 a biCAR20-19) receptory. Zaroven byly bunky transfekovany i
vektorem pWPXLd nesouci gen pro GFP. Viry s timto proteinem pak nasledné slouzily jako
pozitivni kontrola transdukce.

Pro ovéfeni spravného sbaleni lentivirovych partikuli byly Cerstvé lentivirové supernatanty

pouzity k transdukci buné€k Jurkat. Kontrolni buniky infikované virem s GFP vykazovaly jiz

'3 Bispecifické vektory byly zkonstruovany dr. Srollerem, ktery provedl i ovéfeni povrchové exprese na FACSu
a ovéfeni metodou Western Blot.
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48 hod po transdukci vysokou expresi GFP, jak je patrné z obrazku z fluorescenéniho
mikroskopu (obr. 18). Analyzou pritokové cytometrie pak 5. den po transdukci bylo v této
kontrolni skupiné detekovano 98% GFP pozitivnich Zivych bunck. Stejny den byly
analyzovany i1 bunky Jurkat transdukované CAR receptory. Protoze CAR receptory jsou
odvozené od mysich monoklonalnich protilatek, k detekci povrchové exprese CAR receptori
byla pouzitd anti-scFv, kozi protilaitka proti mySi (goat anti-mouse), konjugovana
s AlexaFluor 647 (AF647). Jako negativni kontrola byly stejnou protilaitkou barveny
netransdukované bunky Jurkat. Vysledek méfeni je ukazan na obr. 19. Z n¢j je patrné, ze se
uspésné podaftilo pfipravit funkéni lentivirové partikule schopné infikovat cilové buiky
s pomérné vysokou ucinnosti. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u konstruktu CAR19, ktery
infikoval 90% bunék, u ostatnich konstrukti bylo dosazeno mensi ucinnosti transdukce (50-
70%). U téchto konstruktl je patrnd i rozdilnd exprese, kdy je vidét dvoji populace bunck

s vysokou expresi (srovnatelnou s CAR19) a populace s nizsi expresi CAR receptort.

Obr. 18: Bunky Jurkat infikované virem s GFP
Buniky 48 hod po transdukci zachycené ve viditelném svétle a pod UV.
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Obr. 19: Povrchova exprese CAR receptort v bunikach Jurkat.

Buné¢na linie Jurkat byla transdukovana lentiviry s mono- a bispecifickymi CAR receptory. Paty den
po transdukci byly buiiky obarveny protilatkou anti-scFv konjugovanou s AF647 a analyzovany
pomoci FACSu. Obarvené netransdukované bunky slouzily jako kontrola pro nastaveni pozitivni
exprese CAR. DAPI bylo pouzito k rozliSeni mrtvych bunék v populaci.
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5.1.3 Priprava T-bunék exprimujicich bispecifické CAR receptory

CAR-T buiiky byly pfipravené z Cerstvé vyizolovanych mononuklearnich bunék, které byly
infikovany cerstvé sebranym lentivirovym supernatantem a stimulovany monoklonalnimi
protilatkami anti-CD3 a anti-CD28. Za 24 hod byly buiiky znovu reinfikovany. Spolu s tim
byly i pfipraveny kontrolni T-lymfocyty, které byly infikované virem s GFP. T-bunky byly
udrzovany 3-4 tydny v exponencialni fazi rastu (1.000-2.000 b/ml) v médiu RPMI-1640
s pfidavkem IL-2 v mnozstvi 1.000 U/ml. Timto zplisobem byly piipraveny lymfocyty od
Sesti darct.

Exprese transgent byla oveéfovana pomoci pritokové cytometrie 10-14 dnl po transdukci.
Utinnost transdukce u kontrolnich T-lymfocytii exprimujici GFP byla mezi 30-60%. Stejna
uspé&snost transdukce byla u skupiny modifikované CAR19 receptorem, kde bylo detekovano
40-50% pozitivnich bun¢k. Druhy monospecificky CAR20 receptor se exprimoval s vetsi
variabilitou, kdy od jednotlivych darcti se podatilo ptipravit CAR-T lymfocyty s 15-43%
pozitivitou na receptor. Uspé&$nost transdukce bispecifickymi CAR receptory byla 42-49% pro
biCAR19-20 a 28-33% pro biCAR20-19. Na obr. 21 je vysledek analyzy CAR-T buné&k

ptipravenych od jednoho darce.
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Obr. 20: T-lymfocyty infikované virem s GFP

Nékolik kolonii T-bun€k 5 dni po transdukci zachycené ve viditelném svétle a pod UV.
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Obr. 21: Povrchova exprese CAR receptorti v T-lymfocytech.

Primarni T-buniky byly transdukovany mono- a bispecifickymi konstrukty, stimulovany protildtkami
anti-CD3 a anti-CD28 a expandovany. Po 14-ti denni kultivaci byly bunky obarveny protilatkou anti-
scFv AF647 a analyzovany pomoci FACSu. Obarvené netransdukované lymfocyty slouzily jako
kontrola pro nastaveni pozitivity. DAPI bylo pouzito k rozliSeni mrtvych bunék v populaci.

5.1.4 Funkd¢ni charakterizace bispecifickych CAR-T lymfocyti

Podafilo se pfipravit lymfocyty exprimujici CAR receptory od n€kolika darcii. Nasledné bylo
nutno overit 1 jejich funkénost, tj. zda jsou schopné rozpoznat cilovy antigen, vyvolat
aktivacni signal ptes CAR receptor a zprostfedkovat vysokou a specifickou cytotoxicitu.

K tomu bylo potfeba pfipravit cilové buiky, které by exprimovaly CD19 a CD20. Bunky
HEK 293T byly transientné transfekovany expresnimi plazmidy pCMV6-XL5-CD19 a
pCMV-Neo-Bam-CD20, piipadné¢ obéma kotransfekovany. Za 48 hod po transfekci byla
pokazdé ovétena povrchova exprese antigenti pomoci FACSu. Transfekované bunky byly
barveny protildtkou anti-CD19 FITC nebo anti-CD20 PE. Netransfekované barvené HEK
293T slouzily jako negativni kontrola. Transfekci se dafilo pfipravit kolem 55-72% CD19+ a
85-92% CD20+ pozitivnich bunék HEK 293T.

Nejdiive byla méfena cytotoxicita protindadorovych T-lymfocyti. Snahou bylo kultivovat
v riiznych pomérech CAR-T lymfocyty s teréovymi buiikami, které byly znageny CFSE'®.
Cytolyticka aktivita T-lymfocyti byla hodnocena po 24-48 hod kultivaci méfenim mrtvych
CFSE+ ter€ovych bun€k na FACSu. Toto provedeni pokust se ukdzalo jako problematické,
protoze transfekované bunky po obarveni CFSE a nasledném smichéni s lymfocyty jiz plné
neadherovaly k povrchu kultiva¢niho plastiku. Ze ziskanych udaji o poctu mrtvych bunck

v jednotlivych skupinach neslo udélat jednoznacny zavér o cytolytické aktivité¢ CAR-T bunék.

'® CFSE je vitalni barvivo, které prochézi membranou. V buiikéch je intracelularnimi esterdzami pfeménéno na
membranou nepropustnou slouceninu, ktera je fluoreskujici. CFSE tak netoxicky oznac¢i buiiky, znaceni vydrzi
nékolik dni.
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Zméfené hodnoty ukazovaly na to, Ze terCové builky umiraly spiSe v disledku neschopnosti
adherovat nez v dusledku lyze.

Oveéreni funkCnosti CAR receptori na stejném systému terCovych bunék bylo nakonec
provedeno alternativnimi testy. Byla sledovana aktivace CAR-T buné¢k po navazani receptoru
na antigen na zaklad¢ exprese Casného aktivacniho markeru CD69 a nasledné sledovana
produkce INF-y. K pfisedlym buiikam HEK 293T CDI19+, HEK 293T CD20+ (ev. dvojité
pozitivnim) nebo kontrolnim HEK 293T byly po opatrném odsati kultivaéniho média piidany
CAR-T lymfocyty v RPMI médiu bez cytokinl. Za 24 hod byla bunécna suspenze sebrana,
centrifugaci oddélené médium bylo metodou ELISA vySetieno na mnoZzstvi vyprodukovaného
INF-y. Buniky byly obarveny protilatkami anti-scFv AF647 (k odliSeni efektorovych a
ter¢ovych bunék) a anti-CD69 PE. Zmény v expresi molekuly CD69 jsou ukazany na obr. 22.
Rozdily v poctu CAR+ CD69+ bunék jsou vidét uz mezi jednotlivymi skupinami mono- a
bispecifickymi CAR-T lymfocyty v kontrolni skupiné kultivované s terovymi bunkami
neexprimujici zadny antigen. Je mozné, ze i samotné buiitky mohou c¢éastecné nespecificky
aktivovat lymfocyty. Tyto zmény jsou pravdépodobné zplsobené rozdiln¢ aktivovanymi
lymfocyty, které byly do testu nasazeny a které jsou zplsobené samotnou kultivaci CAR-T
buné¢k pfi expanzi. Podstatnéjsi jsou ale zmény v poctu CAR+ CD69+ bunék pii kokultivaci
s tercovymi bunkami nesouci cilovy antigen. To je patrné u monospecifickych CAR-T
lymfocytl, kde doslo az k dvojnasobnému nartstu poctu bunck pozitivnich na CD69, pokud
byly kultivované s buikami pozitivnimi na cilovy antigen. Zatimco k témé&f Zadné zméné
nedoslo u lymfocytt kultivovanych s buitkami pozitivnimi na druhy antigen (ne cilovy) a
pocet aktivovanych lymfocytii odpovidd skupiné lymfocyti kultivovanych jen s buiikami
HEK 293T. U bispecifickych CAR-T lymfocytii doSlo k aktivaci molekuly CD69 po kultivaci
jak s CD19+ tak 1 CD20+ ter¢ovymi buitkami. Porovndnim vysledkl pro bispecifické CAR-T
lymfocyty se zd4, Ze by mohl Iépe fungovat biCAR19-20, protoze jsou tam vyraznéjsi rozdily

v poctu aktivovanych bunék.
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Obr. 22: Exprese ¢asného aktivacniho markeru CD69

CAR-T lymfocyty byly 24 hod kultivované s tercovymi bunkami. Celd bunécna suspenze pak byla
obarvena protilatkami anti-scFv AF647 a anti-CD69 PE a analyzovany na FACSu. Zmény exprese
molekuly CD69 jsou ukazany na histogramech, které byly nastaveny pro gate CAR+ a zaroveit DAPI-.
Netransdukované lymfocyty barvené anti-scFv slouzily jako kontrola k nastaveni pozitivity CAR
receptoru.

Stejny pokus byl ovéten jesté¢ dvakrat s lymfocyty pifipravenymi od jinych dvou darci.
Vysledky ze vSech tfech aktivacnich testil pak shrnuje graf na obr. 23A. Pro lepSi porovnani
mezi mono- a bispecifickymi CAR-T lymfocyty je pocet bunék CAR+ CD69+ vynesen
relativné, kdy jednotlivé skupiny CAR-T lymfocytd kultivované se samotnymi buitkami HEK
293T jsou vyneseny jako 1 (100%) a ostatni skupiny jsou k této hodnoté staZzeny. Trend
v aktivaci CD69 byl potvrzen. Opét se ukazuje, Ze pravdépodobné biCAR19-20 receptor bude
zprostiedkovavat lepSi aktivaci bunc¢k. Zmény jsou bez statistické vyznamnosti, coz
pravdépodobné zpiisobily zminéné rozdilné zmeény v expresi CD69 bunék nasazenych do
testu, moznou roli hraje i variabilita darcq.

Stejnym zplsobem je vynesen graf i pro hladiny INF-y, ktery byl zméfen v médiu po
skonceni kokultivace (obr. 23B) a da se 1 stejné interpretovat, coZ jen potvrzuje predchozi

vysledky.
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Obr. 23: Aktivace a cytotoxicita mono- a bispecifickych CAR-T lymfocyta

(A) Exprese casného aktivacniho markeru CD69. Zmény hladiny exprese CD69 po aktivaci
bunkami exprimujici/neexprimujici cilovy antigen. Vysledek je ze dvou nezavislych pokust
s lymfocyty od dvou riznych darct. Pro nadzornéjsi srovnani, pocet CD69+ bunék je vynesen
relativng, kdy exprese jednotlivych skupin CAR-T bunék aktivovanych netransfekovanymi
buitkami byla stanovena jako 100% (resp. 1). Bez statistické vyznamnosti.

(B) Produkce cytokinu INF-y po aktivaci CAR-T lymfocytti bunkami exprimujici/neexprimujici
cilovy antigen. Vysledek je ze tfi nezévislych pokust s lymfocyty od tfi riznych déarca. Pro
nazorngj$i srovnani, hladina INF-y vynesena jako relativni hladina, kdy produkce jednotlivych
skupin CAR-T bunék aktivovanych netransfekovanymi bunikami byla stanovena jako 100%
(resp. 1). Bez statistické vyznamnosti.

(C) Aktivita laktat dehydrogenazy uvolnéné do okoli po lyzi ter€ovych bunék CAR-T lymfocyty.
Vysledek z jednoho méteni. Pro nazornéjsi srovnani, aktivita LDH vynesena jako relativni
hodnota, kdy mnozstvi uvolnéné LDH netransfekovanymi butikami byla stanovena jako 100%
(resp. 1).

Cytotoxicita vyvoland mono- a bispecifickymi CAR-T lymfocyty byla métena alternativnim
testem, a to stanovenim aktivity laktat dehydrogendzy (LDH) uvolnéné z bunc¢k do okoli
v disledku nevratného posSkozeni bunééné membrany. Test byl proveden obdobné, kdy
k transfekovanym/netransfekovanym HEK 293T bunkdm byly ptfiddny monospecifické a
bispecifické CAR-T lymfocyty. Méfeni bylo provedeno opakované, nicméné vétSina
ziskanych vysledkii nemohla byt hodnocena diky relativné vysokym hodnotam spontanni lyze
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tercovych bunck. Na obr. 23C je uveden vysledek z jednoho méfeni stanoveni aktivity LDH,
kde hodnoty spontanni lyze byly nizké. Vysledky poukazuji na cytotoxicky potencial vSech
piipravenych CAR-T lymfocytt.

Pro konecné a vérohodné ovéteni cytotoxického potencialu CAR-T bunék byl nakonec
proveden cytotoxicky test, kde tercovymi buitkami byly suspenzni RAMOS buiiky, které jsou
odvozeny od Burkittova lymfomu, tedy pfirozené¢ obsahuji antigeny CDI19 a CD20.
Cytotoxicky test byl proveden tak, jak je popsano v kapitole 4.1.8.1. Byly piipraveny smésné
lymfocytarni kultury v pomérech vynesenych na obr. 24. Z grafu je jasné patrny cytotoxicky
potencidl vSech CAR-T lymfocytl. V nizkych pomérech nejlépe funguje CARI19, ale pfi
vys$sich pomérech lepsiho cytotoxického ucinku dosahuji oba bispecifické CAR-T lymfocyty,
a opét se zda, Ze biCAR19-20 funguje o néco lépe.

100-
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L4 @ netransdukované
o 801 * CAR19
c & CAR20
> ® biCAR19-20
2 60l ® biCAR20-19
o
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Obr. 24: Cytotoxicka aktivita mono- a bispecifickych CAR-T lymfocytd vici antigenné specifické
nadorové linii.

CAR-T lymfocyty a kontrolni T-buriky byly kultivované 24 hod s buikami RAMOS v riiznych
pomérech v RPMI médiu bez cytokini. Nasledné¢ bunéfnd suspenze byla analyzovana pomoci
pratokového cytometru. Mrtvé RAMOS buniky byly stanoveny jako CFSE+ PI+. Vysledek ze dvou
biologickych duplikatt. (E, efektorové bunky,; T, tercové buiiky)

Podatilo se ovéfit, Ze nove€ zkonstruované bispecifické receptory biCAR19-20 a biCAR20-19
jsou pln¢ funkéni, tj. jsou exprimovany na povrchu CAR-T bunék, jsou schopné vazby na oba
cilové antigeny CD19 a CD20 a poskytuji aktivaéni signaly pro u¢innou lyzi naddorovych

bunék. Rovnéz se v této experimentalni Casti prace datilo modifikovat CAR-T lymfocyty
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pomoci lentivirovych vektor a po nespecifické stimulaci pomoci protilatek anti-CD3 a anti-
CD28 expandovat je s dobrou ucinnosti transdukce (vétSinou kolem 30-50% CAR+ bun¢k). V
dob¢, kdy se dokoncCovaly tyto pokusy, byl v laboratofi zaveden a optimalizovan novy a
jednodussi zplisob modifikace T-lymfocyti pomoci nevirovych vektorti zalozeny na
transpozonovém systému PiggyBac (PB) s naslednou specifickou aktivaci CAR+ buné¢k
pomoci protilatky anti-CAR nebo pomoci pfirozeného antigenu (CD19" B-bunék ptitomnych
v PBMCs v pipads pripravy CAR19 T-lymfocytit)'’. Touto modifikaci se reprodukovatelng
daii ptipravit CAR-T lymfocyty o velmi vysoké Cistoté¢ (> 80%) pro vSechny PB vektory.
Lentivirové vektory se proto opustily a nasledujici experimenty jsou zamétfené uz jen na
ptipravu PB vektorti. Tato modifikace T-lymfocyti je pak podrobnéji popsana v publikaci
[205].

7 Protokol v laboratofi zavedl a optimalizoval dr. Otahal.
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5.2 CAR receptory modifikované pro sekreci IL-21

V predchozich experimentech, které byly provedeny v laboratofi, a které jsou podrobnéji
popsany v praci [205]"®, se ukézalo, 7e kultivace CAR-T lymfocytd pro piidani cytokinu IL-
21 do kultivacniho média vede k expanzi 2 populaci nezralych bun¢k: centrdln¢ pamétovych
(Tcm) a kmenovych pamétovych (Tsem). Spolenym rysem téchto subpopulaci je, ze jde o
lymfocyty dlouhodobé piezivajici a po vystaveni antigenu jsou schopné rychlé proliferace a
diferenciace do efektorovych T-lymfocytii. Navic u téchto dvou subpopulaci byla zjisténa i
nizka exprese inhibi¢nich receptorti PD-1, LAG-3 a TIM-3.

Cilem druhé c¢asti experimentalni prace bylo pfipravit CAR-T lymfocyty, které by IL-21
sekretovaly samy a byly by tak alternativou ke CAR-T buiikdm, kterym je IL-21 dodavan
exogenné. Predpokladem je, ze tyto nové ptipravené CAR-T buiiky by byly schopné udrzet si
in vivo nizkou sérovou koncentraci cytokinu, ktery by mohl snizit systémovou toxicitu, a tim

by se zlepsil i1 protinddorovy ucinek.

5.2.1 Vektory pro CD19 CAR receptory a sekreci IL-21

Jako cilovy vektor pro konstrukci byl vybran transpozonovy vektor typu PiggyBac ze dvou
hlavnich divodi. Jednak kvuli snadnéjSi piipravé CAR-T lymfocytii s velmi vysokou
ucinnosti transdukce (> 90% CAR+ bunék), a dale kvuli vlastnosti samotného PB vektoru
integrovat dlouhé sekvence bez snizeni U€innosti transdukce. Do buiiky je tak mozZzno vnést
vice gentl, ¢imz odpada kotransdukce nékolika vektory, a zaroven je zaru€eno, Ze vSechny
buiiky ponesou vSechny vnasené geny.

Byly navrzeny dva typy konstruktti, kde gen pro IL-21 je pod konstitutivnim promotorem
(ten bude samostatné popsan v kapitole 5.2.1.3) a pod inducibilnim promotorem.

Aby se omezila sekrece IL-21 pouze na aktivované CAR-T lymfocyty, byl pro indukovatelny
PB vektor fidici expresi IL-21 zvolen synteticky slozeny promotor, ktery obsahuje 6
vazebnych mist pro nuklearni faktor aktivovanych T-bunék (NFAT), a minimalni promotor
IL-2 [206]. Pro zjednoduSeni je pak tento promotor v této praci nazyvan jako NFAT
promotor.

Vychozim vektorem, do kterého se transgen pro IL-21 vnaSel, je transpozonovy vektor
CAR19 (PB19), ktery byl v laboratofi zkonstruovan diive a vice je charakterizovan
v publikaci [205]. PB19 nese transgen pro CAR receptor specificky pro antigen CD19, jehoz
sekvence je totoznd s CAR19 ve vektoru pLV CARI19 (byl popsan v kapitole 5.1.1). Cela

'8 Clanek je prilozen k praci jako Publikace &. 1
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kodujici sekvence CAR19 byla z vektoru pLV CAR19 pieklonovana do prazdné¢ho pPB UBC
vektoru'”?°. Kédujici sekvence CAR19 je tedy v PB19 vektoru pod novym konstitutivnim
promoter UBC a s novou terminacni sekvenci bGH polyA. Proto pii navrhu vektoru s IL-21
byla zvolena jina terminac¢ni sekvence, a to sekvence SV40 polyA.

Do PB19 se tedy vkladala celd sekvence transgenu i s promotorem a polyadenyla¢ni sekvenci.
Pfi navrhu konstruktu se uvazovalo o tom, Ze se pfipravi 4 varianty plazmidt. Jednak ze se
NFAT-IL-21-SV40 polyA vlozi pted i za sekvenci CAR19, a to ve stejném i1 opacném smeéru
orientace transkripce CAR19 (obr. 25). Jednotlivé plazmidy pak byly zkracen¢ pojmenovany
tak, aby z nazvu bylo jasné potadi transgent IL-21 a CAR19 vcetné sméru transkricpe 1L-21
(obr. 25). Nazvy jednotlivych plazmidi tedy jsou NFAT IL-21 CAR19, IL-21 NFAT CARI19,
CAR19 NFAT IL-21 a CAR19 IL-21 NFAT.

NFAT IL-21 CAR19 {ERT SV40 polyA | UBC 3'TR
.......... > —_—

IL-21 NFAT CAR19 @ERLH SV40 polyA NFAT | UBC bGH polyA [ERE
B SR —_—

CAR19 NFAT IL-21 @ERLY UBC bGH polyA | NFAT sv40 polyA ERIR
—_— e ' 3

CAR19 IL-21 NFAT ‘@ERIN UBC bGH polyA | Sv40 polyA 3'TR

—_— B S

Obr. 25: Ilustrativni schéma konstrukti pro CD19 CAR receptor s inducibilni expresi IL-21

Byly navrzeny 4 varianty plazmidti. Mezi terminalni repetice 5'-TR a 3’-TR PB vektoru jsou vlozeny
2 transgeny, CAR19 a IL-21, kazdy s vlastnim promotorem a termina¢ni sekveci pro ukonceni
transkripce. Sipky zna¢i smér transkripce, plnad Sipka zna¢i konstitutivni expresi, prerusovana
inducibilni expresi.

NFAT je oznaceni pro minimalni promotor pro IL-2 s 6-ti vazebnymi misty pro jaderny faktor NFAT
(NFAT/IL-2) .

19 Vektor PB19 zkonstruoval dr. Sroller.
2% Mapa vektoru pPB UBC je souéasti piilohy &. 3
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5.2.1.1 Konstrukce vektori CAR19 s inducibilni expresi IL-21

Ve vektoru PB19 se pted zacatkem sekvence pro promotor UBC nachdzi unikatni restrikéni
misto pro Nhel. Na konci terminacni sekvence bGH polyA je dalsi unikatni restik¢ni misto
pro Sall. Do téchto dvou mist se pak vkladal gen pro IL-21. K navrzené nukleotidové
sekvenci pro NFAT-IL-21-SV40 polyA byly na jeji zacatek a konec ptidany jesté sekvence o
délce 100 bp. Tyto sekvence byly zkopirovany z plazmidu pTre-Tight-luciferase-HygR (firma
Addgene) a slouzi pouze ke kratkému oddéleni sekvenci obou promotori a terminacnich
sekvenci ve vyslednych plazmidech. Jde o nekddujici sekvence. Na oba dva konce sekvence
NFAT-IL-21-SV40 polyA s oddélujicimi sekvencemi pak byly pfidany jesté restrik¢ni mista
pro Nhel a Sall. Vysledna sekvence’' se nechala nasyntetizovat u firmy Genewiz do
klonovaciho plazmidu PUC57. Z n€ho byla vystépena synteticka sekvence defosforylovana a
nasledné zaligovana do vektoru PB19 bud’ do mista restrikéniho $tépeni Nhel (pro vysledné
plazmidy NFAT IL-21 CAR19 nebo IL-21 NFAT CAR19) nebo do mista restrikéniho Stépeni
Sall (pro vysledné plazmidy CAR19 NFAT IL-21 nebo CAR19 IL-21 NFAT).

DNA izolované z bakteridlnich klont byla posléze analyzovand pomoci restrikéniho §tépeni
k ovéteni vlozeni inserti a krozliSeni jejich orientace ve vektoru. Klony, které byly
pripraveny ligaci pfes restrikéni misto Sall, byly jednak dvojit¢ Stépeny pomoci Kpnl a
HindIII s ocekavanou velikosti hlavniho fragmentu 1584 bp pro CAR19 NFAT IL-21 nebo
1930 bp pro CARI19 IL-21 NFAT, a déle $tépeny pouze BsrGI s ocekdvanou velikosti
hlavniho fragmentu 1930 bp pro CAR19 NFAT IL-21 nebo 771 bp pro CAR19 IL-21 NFAT.
Oba dva plazmidy byly tuspésné ptipraveny. Klony, které byly pfipraveny ligaci ptes
restrikéni misto Nhel, byly $t€peny Xhol s oCekavanymi fragmenty o velikostech 1069 bp,
2051 bp a 4548 bp pro plazmid NFAT IL-21 CAR19 a s oekavanymi fragmenty o velikosech
112 bp, 2051 bp a 5505 bp pro plazmid IL-21 NFAT CARI19. Timto zplsobem se podafilo
pfipravit pouze plazmid NFAT IL-21 CARI19, mezi testovanymi klony nebyla 2. varianta

vektoru nalezena.

5.2.1.2 Ovéreni exprese CAR19 receptori s inducibilni expresi IL-21

Vzhledem k tomu, Ze ovéfit expresi IL-21 zinducibilniho promotru NFAT lze az po
uspéném navazani transkripéniho faktoru NFAT do tohoto promotru, nebylo mozné
pfipravené plazmidy transfekovat do bunécné linie HEK 293T. Proto byla exprese rovnou
ovéfena na lymfocytech. Cerstvé vyizolované mononuklearni buiiky byly nasledujici den

elektroporovany plazmidem pBASE s jednotlivymi plazmidy NFAT IL-21 CAR19, CAR19

21 ~ r . . . N v v
Navrzena nukleotidova sekvence je soucasti ptilohy ¢. 4
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NFAT IL-21 a CAR19 IL-21 NFAT. Jako kontrolni skupina byly elektroporovany PBMCs
ptvodnim plazmidem CAR19. Po elektoporaci byly buiiky pfeneseny do kultivacniho média
CellGenix. Buiky nebyly nijak aktivovany protilatkami, T-lymfocyty byly stimulovany
k proliferaci vazbou CAR receptoru na molekulu CD19 ptfitomné B-lymfocytech, které se
vPBMCs nachazeji. 24 hodin po elektroporaci byly do média pridany cytokiny IL-2, IL-4 a
IL-7. CAR-T lymfocyty byly udrzovany cca 3 tydny v exponencialnim rastu.

Bunky byly 12.den po elektoporaci obarveny protilatkou anti-scFv AF 647 k ovéfeni exprese
CD19 CAR receptoru a analyzovany na pratokovém cytometru. Jak je vidét na obr. 26,
podaftilo uspésné pripravit T-lymfocyty transdukované novymi vektory s vysokou Ucinosti
(ptes 90% transdukovanych buné¢k). VSechny nové pfipravené kontrukty exprimuji CAR

receptor.
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Obr. 26: Ovéteni povrchové exprese CAR19 receptord.

Primarni T-bunky byly elektroporovany s nové zkonstruovanymi vektory pro CD19-CAR receptory a
zaroven pro IL-21 s inducibilni expresi. Buiiky elektroporované pivodnim vektorem CARI19 slouzi
jako pozitivni kontrola s expresi CAR receptoru. Po 12-ti denni kultivaci byly buiky obarveny
protilatkou anti-scFv konjugovanou s AF647 a analyzovdny pomoci FACSu. Obarvené
netransdukované lymfocyty slouzily jako kontrola pro nastaveni pozitivity exprese CAR receptoru.
DAPI bylo pouzito k rozliSeni mrtvych bun¢k v populaci.
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K ptedbéznému ovéreni samotné exprese IL-21 z noveé zkonstruovanych vektora byla pouzita
metoda ELISA. T-lymfocyty byly aktivované prostiednictvim receptoru TCR pomoci
solubilni protilatky anti-CD3 nebo pies CAR receptor jeho vazbou na specificky antigen.
Schéma pokusu bylo nasledujici. Jeden milion CAR-T lymfocytl byly 2x promyty PBS a
smichany s bunkami RAMOS v 200 ul cerstvého média CellGenix bez pfidani cytokint.
K dalsi skupin¢é CAR-T lymfocytd, tj. rovnéz 1 mil bunék promytych 2x v PBS a
resuspendovanych v 200 ul Cerstvého média bez cytokinli byla pfidana solubilni protilatka
anti-CD3 UCHT-1 v mnozstvi 1 ug/ml. Jako kontrolni skupina neaktivovanych CAR-T bunck
byly samotné lymfocyty 2x promyté v PBS a rovnéz resuspendované v 200 ul média. Jako
pozitivni kontrola bylo pouzité samotné médium s pfidavkem exogenniho IL-21 v mnozstvi
50 ng/ml. Po 20 hod inkubaci bylo ze vSech skupin sebrano médium. Byla provedena metoda
ELISA pomoci komer¢niho kitu. Vysledek je ukdzan na obr. 27. Skupina, ve které bylo
samotné médium s nadbytkem exogenniho cytokinu IL-21 se dle ptfedpokladu pozitivné
zbarvilo a hodnota absorbance se dostala mimo rozsah metody (overflow). Z obrazku je
patrné, ze ze vSech tfech vektori CAR19 NFAT IL-21, CAR19 NFAT IL-21 a NFAT IL-21
CAR19 dochéazi po aktivaci T-lymfocytd k expresi IL-21. U nestimulovanych bunék
pravdépodobné dochazi k bazalni expresi IL-21 z NFAT promotoru. Vyrazny nartst v hladiné
I11-21 byl patrny zejména po stimulaci TCR receptoru. Z tohoto prvotniho vysledku se zdalo,
ze nemusi vSechny vektory fungovat stejn€¢ a nejvhodnéj$im pro dalsi pouziti se jevil vektor

NFAT IL-21 CARI19.
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Obr. 27: Inducibilni exprese IL-21

Pro ovéreni exprese IL-21 z inducibilniho promotoru NFAT bylo stanoveno mnozstvi produkovaného
cytokinu IL-21 metodou ELISA. Bunky transdukované vektory CAR19 NFAT IL-21, CAR19 IL-21
NFAT a NFAT IL-21 CAR19 byly 20 hod stimulované buiikami RAMOS CD19+ nebo solubilni
protilatkou anti-CD3. Jako negativni kontrola bylo pouzité samotné médium, jako pozitivni kontrola
médium, do kterého byl ptidan cytokin IL-21.

Produkce IL-21 zvektoru NFAT IL-21 CARI19 byla ovéfena jesté jednou nezavislou
metodou. MnoZstvi produkovaného IL-21 bylo méfeno promoci intracelularniho barveni na
prutokovém cytometru. Buiiky byly nasazeny obdobn¢ jako v pfedchozim pokusu. Kultivace
tentokrat probihala v 500 ul média CellGenix, kam byly pfiddny cytokiny 1L-2, 1L-4 a IL-7.
Do testu bylo nasazeno 3 milionti T-lymfocyti transdukovanych vektorem CAR19 nebo
vektorem NFAT IL-21 CARI19. Lymfocyty byly stimulované pfidanim 3 milionii bun¢k
RAMOS nebo promoci protilatek anti-CD3 a anti-CD28 navazanych na plastik. Jako
kontrolni skupina byly samotné neaktivované lymfocyty. Po 2 hodinéach, kdy byl nasazen test,
byl do viech skupin piidan GolgiPlug? v koncentraci lug/ml. Nasledujici den byly viechny
buniky obarveny anti-CD3 konjugovanou s BV786 (pro rozliSeni CAR-T lymfocyti od bunék
RAMOS), zafixovany a obarveny anti-INF-y PE a anti-IL-21 APC a analyzovany na FACSu
(obr. 28).

2 GolgiPlug je inhibitor, ktery obsahuje brefeldin A — ten inhibuje transport proteinii z endoplazmatického
retikula do Golgiho komplexu.
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Obr. 28: Intracelularni produkce cytokind INF-y a IL-21

T-lymfocyty exprimujici CAR19 nebo NFAT IL-21 CAR19 byly 24 hod stimulovany pomoci CD19+
buitkami RAMOS nebo protilatkami anti-CD3 a anti-CD28. Pomoci pritokové cytometrie byla
sledovana intracelularni produkce cytokini INF-y a IL-21. Nestimulované bunky slouzily jako

kontrolni.

Jak je zobr. 28 patrné, CAR-T buiky se podafilo uspéSné nastimulovat bunécnou linii
pozitivni na CD19, tj, bunkami RAMOS nebo protilatkami proti TCR a molekule CD28,
protoze se zvysil v populaci pocet bunck produkujici INF-y v rozmezi z 5-10% na 30-60%.
Navic CAR-T lymfocyty modifikované NFAT IL-21 CAR19 produkovaly i IL-21 z vektoru
v disledku aktivace transkripéniho faktoru NFAT, kdy bylo vidét zvySeni poctu bunck ze 4%
na 20-25% IL-21+ buné¢k.

5.2.1.3 Konstrukce vektoru CAR19 s konstitutivni expresi IL-21

Pro ptipravu CARI19 receptoru s konstitutivni expresi IL-21 byl navrZen bicistronicky vektor
s koexpresi 2 gentit CAR19 a IL-21, které jsou pod kontrolou jednoho promotoru. Mezi tyto
dva transgeny je vlozen tzv. samostépici peptid 2A. Obecné, tzv. 2A peptidy jsou virové
oligopeptidy o velikosti 18-22 AK, které béhem translace zprostiedkovavaji Stépeni
polypetidu [207, 208]. RozStépeni je dosazeno mechanismem, kdy ribozom pieskoci
vytvoteni glycyl-propyl peptidové vazby na C konci 2A peptidu [209]. Vysoce konzervovana
sekvence GDVEXNPGP 2A peptidu vytvoii sterickou zabranu, kterd vede k pteskoCeni

ribozomu a k opétovnému zahdjeni translace. Na prvni translatovany protein je navazan
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kompletni 2A peptid bez C-terminalho prolinu. Naopak na druhém translatovaném proteinu je
na N-konci navazan navic jeden prolin.

Do vektoru vychazejiciho z ptivodniho CAR19 (PB19) bylo navrzeno vlozit za CAR19 gen
pro IL-21, ktery je oddélen sekvenci pro T2A peptid®”. Exprese IL-21 by tedy byla pod
kontrolou promotoru UBC (obr. 29)

Pro zkonstrouvani nového vektoru se vyuzily sekvence ze dvou plazmidt, které byly
v laboratofi k dispozici. Prvnim byl plazmid pubcl9 T2A** (odvozeny od PB19), kde za
genem pro CARI19 jsou vlozeny dalsi geny odd€lené sekvencemi 2A. Prvni vlozeny gen je
oddélen T2A sekvenci. Tento konstrukt byl linearizovan dvojitym $tépenim pomoci Smal a
Sall. Tim z né&j byly odstranény insertované geny vcetné terminac¢niho signadlu bGH polyA.
Sekvence T2A byla z velké ¢asti zachovana.

Druhym vyuzitym plazmidem byl nefukéni plazmid se sekvenci T2A-IL12BA-E2A-IL18-
F2A-IL21. Slo o multicistronicky konstrukt, kde za GFP byly vloZeny geny pro cytokiny IL-
12, IL-18 a IL-21, ketré byly oddé€leny 3 riznymi 2A peptidy. Z tohoto plazmidu pak byl
pomoci PCR nasyntetizovan fragment obsahujici IL-21 vcetné terminacniho signalu bGH
polyA. Pro syntézu byly navrzeny primery s 15 bp piesahem na 5” koncich pro nasledné in-
fusion klonovani do cilového vektoru pubcl19 T2A. Navic forward primer byl jeste doplnén o
¢ast sekvence pro N'signalni peptid (v pivodnim konstruktu nebyla totiz signalni sekvence
kompletni). PreciStény PCR produkt pak byl pomoci enzymu z kitu In-Fusion spojen
s linearizovanym pubcl9 T2A, ¢imZ doslo k obnoveni sekvence T2A. Za ni nasleduje gen
pro IL-21 vcetné sekvence pro cely N'signdlni peptid. Spravné vloZeni fragmentu bylo
ovéteno restrikénim Stépenim DNA izolované ze ziskanych klont bakterii. Cilovy plazmid se

podafilo Uspésné pfipravit a byl oznacen jako CAR19 T2A IL-21 (obr. 29).

CAR19 T2A IL-21 5'TR bGH polyA JERI
ﬁ ﬁ

Obr. 29: Ilustrativni schéma konstruktu pro CD19 CAR receptor s konstitutivni expresi IL-21

Mezi terminalni repetice 5'-TR a 3’-TR PB vektoru jsou vlozeny 2 transgeny, CAR19 a IL-21, které
jsou oddéleny sekvenci pro T2A peptid. Sipky zna¢i smér transkripce a znaéi konstitutivni expresi.

3 Jde o 2A peptid odvozeny z viru Thosea asigna, proto nese oznaceni T2A.
** Plazmid pubc19 T2A zkonstruovala dr. Pokorna.
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5.2.1.4 Ovéreni exprese CAR19 T2A IL-21 receptoru

Exprese IL-21 byla uspésné ovétena po transfekci bunék HEK 293T vektorem CAR19 T2A
IL-21 metodou ELISA, kdy mnoZstvi sekretovaného cytokinu do média bylo zméteno 48h a
72 hod po transfekci. Jako kontrolni skupiny byly netransfekované bunky (obr. 30A).
Paraleln¢ na stejnych buiikach byla ovétena povrchova exprese CAR19 (obr. 30B).
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Obr. 30: Exprese vektoru CAR19 T2A IL-21

(A) Exprese IL-21 pod konstitutivnim promotorem byla ovéfena stanovenim sekrece cytokinu do
média pomoci metody ELISA 48h a 72h po transfekci HEK 293T timto vektorem.
Netransfekované bunky slouzily jako negativni kontrola.

(B) Exprese receptoru CAR19 byla ovéfena barvenim stejnych bunék protilatkou anti-scFv AF647
a mé&fenim na FACSu. DAPI slouzilo k rozliSeni zivych a mrtvych bunék.

Podrobnéjsi charakterizaci vSech konstruktit CAR19 s inducibilni 1 konstitutivni expresi IL-21
provedli dr. Pokorna a Mgr. Stach. Podle jejich vysledkt jako nejlepsi vektor pro navazujici
experimenty byl zvolen konstrukt NFAT IL-21 CAR19. Vysledky experimenttt Mgr. Stacha

jsou soucasti publikace [210]%.

5.2.2 Konstrukce vektoru PSMA CAR s inducibilni expresi IL-21

V ramci této experimentalni ¢asti prace byl pfipraven jest¢ jeden konstrukt s inducibilni
expresi IL-21 odvozeny od plazmidu PSMA CAR myc. Ten kéduje chimericky antigenni
receptor specificky na prostaticky membranovy antigen (PSMA), ktery je vysoce
exprimovany u nediferenciovaného metastazického karcinomu prostaty. CAR-T lymfocyty

specifické na PSMA jsou v laboratofi pouzivané jako modelové buiikky namifené na solidni

2> Clanek je piilozen k praci jako Publikace &. 2
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nador a jsou alternativou k pokusim s CAR19. Vektor PSMA CAR myc je vice popsan
v publikaci [205]. Je identicky s CAR19 (PB19), jen vazebna Cast je odvozena od mysi
protilatky specifické na antigen PSMA, za kterou hned nésleduje myc-tag epitop. Tento
epitop dovoluje jednak specificky aktivovat PSMA CAR-T lymfocyty pomoci protilatky anti-
myec, stejnou protilatkou fluorescenéné znacenou je mozné lymfocyty vizualizovat na FACSu.
Vektor NFAT IL-21 PSMA CAR byl pfipraven stejnym zptisobem jako analogicky NFAT IL-
21 CARI19, tj. vlozenim sekvence NFAT IL-21 SV40 polyA pftes restrikéni misto Nhel. DNA
izolovand z bakteridlnich kloni byla podrobena restrikéni analyze pro potvrzeni vloZeni
insertu a zjisténi jeho orientace. Ocekavané velikosti fragmentli po Stépeni Xhol byly 4587
bp, 2021 bp a 1069 bp pro NFAT IL-21 PSMA CAR a 5544 bp, 22021 bp a 112 bp pro IL-21
NFAT PSMA CAR.

NFAT IL-21 PSMA CAR se podatilo uspés$né ptipravit. Zajimavé je, ze v zadnych klonech
nebyl nalezen IL-21 NFAT PSMA CAR (stejné jako nebyl nalezen IL-21 NFAT CARI19).

5.2.2.1 Ovéreni exprese vektoru NFAT IL-21 PSMA CAR

Vyizolované PBMCs byly po elektroporaci vektorem NFAT IL-21 PSMA CAR nebo PSMA
CAR myc nechany v médiu CellGenix do druhého dne. Buiiky byly poté pfeneseny na novou
kultivaéni jamku s navdzanou protilatkou anti-myc a do média byly ptfidany cytokiny IL-2,
IL-4 a IL7. Buiiky byly po dobu 10 dni drZzeny v exponencialni fazi ristu. Poté byly obarveny
protilatkou anti-scFv AF647 a povrchova exprese PSMA CAR receptorti ovéiena na FACSu.
K ovéteni exprese IL-21 musely byt T-lymfocyty aktivovany. Den pfedem byly do jamky 6-ti
jamkové kultivacni desti¢ky vysety buniky LNCaP, které jsou pfirozené pozitivni na antigen
PSMA, v poctu 200.000 a 600.000 b/j. Nasledujici den bylo kultivaéni médium opatrné
vyménéno za 0,4 ml média CellGenix bez cytokinti s 1 mil promytych bunék NFAT IL-21
PSMA CAR. Do prazdné jamky byly nasazeny jen samotné NFAT IL-21 PSMA CAR
lymfocyty, ke kterym byla pfidana solubilni protilatka anti-CD3, klon UCHT1, v mnoZstvi
lug/ul. Jako neaktivovana kontrola slouzily samotné NFAT IL-21 PSMA CAR lymfocyty.
Stejné nasazeni testu bylo provedeno i pro kontrolni skupinu PSMA CAR myc T-lymfocytt.
Po 24 hod inkubaci bylo médium sklizeno a sekretovany IL-21 byl detekovan metodou
ELISA. Povrchova exprese PSMA CAR byla u nového konstruktu ovéfena, stejné tak 1L-21
byl detekovatelny jen ve skupiné NFAT IL-21 PSMA CAR lymfocytl, které byly aktivovany
(obr. 31)
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Obr. 31: Ovéteni exprese vektoru NFAT IL-21 PSMA CAR

(A) Exprese IL-21 byla detekovana pomoci metody ELISA. NFAT IL-21 PSMA CAR a PSMA
CAR myc lymfocyty byly ponechany 24 hod bez aktivace, nebo aktivovany solubilni
protildtkou anti-CD3 nebo antigenem PSMA pfirozené¢ se exprimujicim na bunécné linii
LNCaP. Jako pozitivni kontrola poslouzil cytokin IL-21 (2000 pg/ml) ze standardu
dodavaném v kitu. Rovnéz bylo analyzovano samotné médium.

(B) Povrchova exprese receptoru bunék NFAT IL-21 PSMA CAR byla detekovand pomoci
protilatky anti-scFv AF647. Netransdukované bunky obarvené stejnou protilatkou slouzily

jako kontrola pro nastaveni pozitivity. Barvenim pomoci DAPI byly identifikovany zivé

buiiky.
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5.3 CAR receptory obsahujici multi-epitopy

Specifickou aktivaci CAR+ bunék pomoci protilatky anti-CAR po elektroporaci plazmidu
nesouci CAR receptor 1ze vyselektovat populaci T-lymfocytti s vysokym zastoupenim CAR+
pozitivnich bunék (> 90%). Cilem tfeti ¢asti experimentalni prace bylo pfipravit konstrukty
obsahujici epitopy/mimotopy*® specifické pro daldi protilatky, pomoci kterych by se
aktivovaly CAR-T lymfocyty. Mélo jit o protilatky, které se pouzivaji v klinické praxi ¢i v
souladu s GMP, aby mohly byt pouZity pro rutinni vyrobu CAR-T lymfocyti v Ustavu
hematologie a krevni transfuze. Ve vyrob¢ by pak nahradily TansAct CD3/28 firmy Miltenyi
nyni pouzivany k aktivaci CAR-T buné¢k. Zvysila by se tak vyrazné ¢istota CAR-T produkti,
aktivaci pomoci TansActu CD3/28 je totiz ziskdno jen 20-28% CAR+ bun¢k v konecném
produktu (Ustni sdéleni). Jak se ukdzalo a v dal§im textu bude i pospéano, nckteré protilatky
misto k aktivaci bunék vedly k jejich pfedCasné smrti. Byly tedy nefekané pfipraveny i
konstrukty s epitopy, které fungovaly jako bezpecnostni switch k vypnuti CAR-T bunék. Tyto
varianty by pak mohly v budoucnosti slouzit k rychlé depleci CAR-T bunék, které by pii
1é¢bé vyvolaly zavazné nezadoucti U€inky.

Seznam novych epitopli a mimotopt, které byly nové vkladany do CAR konstruktd, je uveden
v tabulce 11. Aminokyselinové sekvence mimotopi byly ziskdny z literatury vénované
technologii fagového displeje. Jde o metodiku, kdy randomizovand DNA knihovna urcitého
proteinu je vloZena do fagovych castic, a in vitro se testuje vazba protilatky na maly usek
proteinu (peptidu) vystaveného na povrchu faga [211]. Z literatury byly vybrany mimotopy
H98, 12P, D12, E72, CD25a, Rp5-L a CD20, na které¢ se vazaly protilatky dnes bé&zné
pouzivané v klinické praxi, jmenovité trastuzumab, bevacizumab, cetuximab, basiliximab a
rituximab. Dale byly vybrany sekvence dvou epitopii, CD20 epitop 2 a CD34, které byly jiz
popsané v literatuie jako vloZzené multi-epitopy do CAR receptoru [60] a GispéSné vyzkousSené.
CD20 epitop 2, ktery je rozpoznavan rituximabem, byl autory pouzivan jako epitop pro
rychlou depleci CAR-T bunék a epitop CD34 byl vyuzivan k selekci CAR+ bunék pomoci
kitu humanCD34 microBead firmy Miltenyi Biotec [60]. Tento kit se bézné pouziva
v klinické praxi pro selekci CD34+ bun¢k a jeho pouziti je tedy v souladu s GMP. Déle byly
vybrany sekvence pro FLAG-tag a 3x FLAG-tag jako alternativa k doposud v laboratofi
pouzivanému epitopu pro myc-tag. V pfipadé ovéfeni protilatky anti-FLAG pii uspésné

aktivaci CAR-T bun¢k byly v planu s firmou Exbio pfipravit komercéni kulicky potazené

2 Mimotop je peptid, ktery mimikuje strukturu epitopu. Diky tomu protilatka specifickd pro dany epitopovy
antigen rovné€z vaZze mimotop. Mimotopy se bézn¢€ ziskavaji z knihoven fagového displeje.
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s touto protilatkou, které by spliiovaly podminky GMP a mohly by byt tak vyuzity pfi vyrobé.

K jejich ptipraveé uz nedoslo.

Mimotop/epitop Sekvence aminokyselin Protilatka Publikace
H98 LLGPYELWELSH Trastuzumab [212]
12P DHTLYTPYHTHP Bevacizumab [213]
D12 WLEMHWPAHS Bevacizumab [214]
E72 VLPKTLCGGGS Cetuximab [215]
CD25a mimitop CWYHYIWEC Basiliximab [216]
CD25aneoepitop ERIYHFV Basiliximab [216]
CD20 mimotop CWWEWTIGC Rituximab [217]
CD20 epitop 2 CPYSNPSLC Rituximab [60]
Rp5-L QDKLTQWPKWLE Rituximab [218]
FLAG DYKDDDDK anti-FLAG [219]
3x FLAG DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK  anti-FLAG [220]
CD34 epitop ELPTQGTFSNVSTNVS anti-CD34 [60]

Tab. 11: Seznam mimotopU/epitopt, které byly vkladany do vektort jako tagy, vcetné
aminokyselinovych sekvenci, protilatek, které jednotlivé tagy rozeznavaji, a publikaci, z kterych byly
sekvence prevzaty.

5.3.1 Konstrukce vektori pro CAR receptory s vloZenymi multi-epitopy

Piiprava novych vektorti vychéazela z pivodniho PB plazmidu pro PSMA CAR myc, kam
byly jednotlivé epitopy vklddany pomoci Castecné prekryvajicich se oligonukleotidfi. Pro
jednotlivé mimotopy/epitopy byla navrzena cDNA s optimalizaci kodénli pro expresi
v lidskych bunikach. Tato sekvence pak byla zakladem forward oligonukleotidu. Zaroven do
tohoto oligonukleotidu bylo vloZeno unikétni restrikéni misto (viz tab. 10, kapitola 4.2.5).
Sparované oligonukleotidy byly pifimo zaklonovany do ptesahli vzniklych restrikénim
Stépenim v ptivodnim vektoru, ktery byl S§t€pen v oblasti hinge, v misté tésné za epitopem pro
myc.

K identifikaci bakterialnich klond s vlozenymi oligonukleotidy bylo vyuZzito restrikéni Stépeni
DNA v nové vneseném unikatnim restrikénim misté. PCR reakce s pouZzitim dvojice primera
C4 a stejnym forward oligonuklotidem s ndslednou gelovou analyzou produkti slouzila
k rozliSeni klonti, do kterych se epitop vlozil pouze jednou. K ovéfeni vloZeni ve spravné

orientaci pak byla provedena sekvenacni reakce s pouZzitim C4 primeru.
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Pro ptipravu vektorti s dvéma navic vlozenymi epitopy byl vyuzit stejny postup. Druhy epitop
byl vkladan pomoci sparovanych oligonukleotidi do restikéniho mista vneseném
oligonukleitody pro prvni epitop’.

Timto zpiisobem bylo ptipraveno 12 vektorti pro PSMA CAR receptory. Jejich seznam vcetné
schématického diagramu se zakreslenymi kombinacemi jednotlivych epitopti jsou uvedeny na
obr. 32. Nasledn¢ u nich byla ovéfena exprese a vazba protilatek na jednotlivé epitopy (viz
kapitola 5.3.2). Epitopy, na které se protilatky vazaly, byly vlozeny i do dalSich CAR
receptorti (obr. 32).

Jednak byly piipraveny dalsi tii vektory odvozené od vektoru CLL-1 CAR myc®®. Vazebnou
¢ast tohoto receptoru tvofi fragment sc-Fv odvozeny od humanizované monoklondlni
protilatky specifické na antigen CLL-1. Tento antigen je exprimovany na myeloidnich liniich
a AML blastech, T-buniky exprimujici tento receptor jsou uréené pro 1écbu akutni myeloidni
leukemie [221]. Vektor CLL-1 CAR myc H98 byl pfipraveny stejnym zpiisobem jako PSMA
CAR myc H98, tj. vlozenim mimotopu pomoci ¢astecné prekryvajicich se oligonukleotidd. Po
ovéfeni spravného vlozeni poctu a sméru orientace mimotopu H98 a exprese vektoru CLL-1
CAR myc H98 (viz kapitola 5.3.7) z n¢j pomoci enzymu Kpnl byl mimotop H98 vystépen,
vektor byl defosforylovan a nasledné¢ do ného byly zaligovany defosforylované fragmenty
HY98-FLAG a H98-CD4 vystépené pomoci enzymu Kpnl z vektort PSMA CAR myc H98
FLAG a PSMA CAR myc H98 CD34. Ziskané bakterialni klony byly restrikénim St€penim
pomoci Xmal a Nhel ovéfeny pro vlozeni fragmenti H98-FLAG a H98-CD34. Od kazdého
vektoru byly ndhodné 3 klony osekvenovany pro urceni spravné orientace vlozenych
fragmentt. Nasledné u téchto vektorti byla ovéfena exprese a znovu vazba protilatek na
jednotlivé epitopy (viz kapitola 5.3.7).

Od vektoru CAR19 byly pfipraveny 2 vektory s multi-epitopy, a to CAR19 myc H98 PH (=
prodlouzeny hinge) a 12P CAR19 myc H98. Oba dva byly pfipraveny z vektoru CAR19 myc
H98%, ktery byl cely nasyntetizovany u firmy Genescript. P¥i ov&feni exprese a barveni
epitopti pomoci fluorescencné znacenych protilatek u tohoto nasyntetizované¢ho vektoru se
ukézalo, ze epitopy CD19-scFv a H98 se daleko hiife barvi v porovnani s kontrolnimi vektory
CAR19 a PSMA myc H98 (viz kapitola 5.3.7). Diivodem mohla byt zkracena oblast hinge u
CAR19 myc H98 v porovnani s vektorem PSMA myc H98. Proto byl piipraveny novy
konstrukt CAR19 myc HO98 s prodlouZzenou oblasti hinge. Byl pfipraven vyStépenim

7 Schméma vkladani epitopu je soudasti pilohy ¢. 5
8 Vektor CLL-1 CAR myc zkonstruovala, expresi ovéfila a dale charakterizovala dr. Pokorna.
? Sekvence pro syntézu vektoru CAR19 myc H98 byla navrzena dr. Otihalem.
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fragmentu myc-H98-zkrdaceny CDS8a hinge pomoci Apal a Xhol z nasyntetizované¢ho vektoru
CAR19 myc H98 a nahrazen fragmentem myc-H98-CD8a hinge vystépeného stejnymi
restrikénimi enzymy z vektoru PSMA myc H98.

Dtivody pro vlozeni mimotopu 12P na zacatek CAR19 receptoru byly dva. Jak bude uvedeno
v kapitole 5.3.2, mimotop vloZeny uvnitt PSMA CAR receptoru nebyl rozezndvan svoji
specifickou protilatkou bevacizumabem, proto mimotop umistnény pired zacatek CAR
receptoru by mohl byt pro protilatku pfistupnéjsi. Druhym divodem bylo, ze v CAR19
receptoru je unikatni restrikéni misto Mlul mezi sekvencemi pro CD28 leader a CD19 scFv,
které umoznilo vlozeni mimotopu. Stejnym zplsobem, jak bylo popsano vyse, byl tedy
mimotop 12P vlozeny pomoci Casteéné prekryvajicih se oligonukleotidi 12P N do vektoru
CAR19 myc H98.

Dale byl zkonstruovan vektor GD2 CAR myc H98 CD34. Sekvence pro GD2-scFv vysla
z pivodniho GD2 CAR myc receptoru’, ktery byl jiz zkonstruovan a funkéné ovéfen. U
firmy GeneArt, Thermo Fisher Scientific, pak byla nasyntetizovana sekvence GD2-scFv-myc-
H98-CD34-CD8a hinge s kratkym zacatkem transmebranové casti CD8a. Ta byla pomoci
restrikénich mist MlIul a Apal vlozena do CAR19 myc H98 vektoru vyménou za CD19-scFv-
myc-H98-CD8a hinge.

Poslednim vektorem obsahujici multi-epitopy, ktery byl zkonstruovany, byl bispecificky
CD19 BCMA biCAR myc H98 CD34 receptor. Sekvence pro BCMA-scFv byla pifevzata
z publikace [222]. Pofadi dvou fragmentd scFv, resp. umistnéni BCMA-scFv blize
k transmembranové doméné bylo zvoleno rovnéz na zékladé vysledki popsanych v této
publikaci, kde jejich ptipraveny bispecificky CS1-BCMA biCAR receptor vykazoval lepsi
cytotoxické ucinky nez BCMA-CS1 biCAR recepor, pravdépodobné diky praveé
proximalnimu umistnéni anti-BCMA. K oddé¢leni naSich protilatkovych casti CD19-scFv a
BCMA-scFv byl zvolen motiv (GlysSer)s, ktery byl pouzit uz u bispecifickych receptorti
biCAR1920 a biCAR2019 popsanych v kapitole 5.1. U firmy GeneArt, Thermo Fisher
Scientific, pak byla nasyntetizovana sekvence CD28leader-CD19-scFv-BCMA-scFv-myc-H98
a vlozena do vektoru CLL-1 CAR myc H98 CD34 misto CD28leader-CLL-1-scFv-myc-H98

pomoci enzymt BamHI a HindIII.

30 Sekvence vektoru byla navrzena dr. Otahalem, funk&ni ovéfeni plazmidu bylo provedeno v jeho spulupracujici
laboratofi.
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PSMA CAR myc |c028\eader| PSMA scFv |mycH CD8a hinge |CDSOLTM | CD8a SM | 4-188 | CD3¢ |

CLL-1 CAR myc | CDZS\eaderI CLL-1 scFv ImycH CD8a hinge ICDSaTM | CD8a SM I 4-1BB I CD3¢ |

PSMA CAR myc H98 | CD28leader |  PSMA scFv | myc H H98 M CD8ahinge | CD8xTM | CD8a SM | 4-188 Co3¢
CAR19 myc H98 | CD28 leader | CD19 scFv |myc I-M-l CD8a hinge | CD8aTM | CD8a SM | 4-1BB CD3§

CLL-1CAR mycH98 [ co2s leacer

CLL-1 scFv |my|: CD8a hinge ICDBuTMlCDSaSM| 4-1BB | D3¢ I

PSMA CAR myc 12P | CD28 leader I PSMA scFv Imyc I-E-[ CD8a hinge I CD8aT™M | CD8a SM I 4-1BB CD3¢
12P CAR19 myc H98 | CD28 leader W €D19 scFv | myc M CD8a hinge | CD8aTM | CD8a SM | 4-1B8B | D3¢ |
PSMA CAR mycD12 | CD28 leader | PSMA scFv | myc M D12 M CD8a hinge | CD8aTM I CD8aSM | 4-188 ‘ CD3¢ |
PSMA CAR mycE72 | CD28 leader | PSMA scFv |myc E72 H CD8a hinge | CD8aTM l CD8a SM | 4-1BB l CD3¢ I
PSMA CAR myc CD25a mimotop | CD28 leader | PSMA scFv | mycH CD25a mimotop H €D8a hinge | CD8a TM | CD8a SM | 4-1BB | CD3g |
PSMA CAR myc CD25a neoepitop | CD28 leader | PSMA scFv | myc H CD25a neoepitop H CD8a hinge l CD8aTM | CD8a SM | 4-1BB | CD3¢ |
PSMA CAR mchDZO mimotop | CD28 leader | PSMA scFv | myc H CD20 mimotop H CD8a hinge | CD8a TM l CD8aSM I 4-18B8 I CD3§ I
PSMA CAR myc CD20 epitop 2 | CD28leader | PSMA scFv |mycH CD20 epitop 2 H CD8a hinge | CD8aTM | CD8a SM | 4-1BB | €D3¢ |
PSMA CAR myc Rp5-L | CD28 leader | PSMA scFy | mycH Rp5-L H CD8a hinge | CD8aTM | CD8asM I 4-188 | cD3¢ I

PSMA CAR myc H98 FLAG | CD28 leader | PSMA scFv | myc M FLAG H CD8a hinge | CD8aT™ | CD8a SM | 4-18B | cD3¢ |

CLL-1 scFv | myc FLAG H CD8a hinge

PSMA scFv | myc I-m-l 3x FLAG H CD8a hinge I CD8aTM I CD8aSM I 4-18B8B I CD3¢

CLL-1 CAR myc H98 FLAG | CD28 leader

CD8aT™M | CDBuSMl 4-18B | CD3¢ |

PSMA CAR myc H98 3x FLAG | CD28 leader

CLL-1CAR myc H98 CD34 | CD28 leader

CLL-1 scFv | myc CD34epitopeH CD8a hinge |CDB:1TM | CD8asSM | 4-1BB | CD3g
GD2 scFv I myc CD34 epitope H CD8a hinge

CD19 BCMA biCAR myc H98 CD34 | CDZSIeader| CD19 scFv | BCMA scFv |myc CD34emmpeH CD8a hinge | CD8aTM | CD8aSM | 4-1BB | D3¢ |

PSMA CAR myc H98CD34 | CD28 leader I PSMA scFv | myc cnsaepitopeH CD8a hinge |CD8uTM | CD8aSM I 4-188 I CD3¢ |

GD2 CAR myc H98 CD34 | C028 leader

CD8aT™M | CDSuSMI 4-18B | D3¢

Obr. 32: Prehled vektorti pro CAR receptory s vlozenymi tagy

[lustrativni schéma jednotlivych konstruktid s rizné lokalizovanymi mimotopy a epitopy. CAR
receptory 2. generace s kostimulacni doménou 4-1BB. Vsechny receptory jsou vlozeny v PB
transpozonovém systému. Prvni dva uvedené vektory, PSMA CAR myc a CLL-1 CAR myc jsou
puvodni, zkonstruované v laboratoii dfive, znich byly ostatni vektory odvozeny. Zkratky: TM,

transmebranova doména; SM, submembranova doména.

5.3.2 Ovéreni exprese PSMA CAR receptorii s multi-epitopy a vazby protilatek
na epitopy

Vsechny nové zkonstruované plazmidy pro PSMA CAR receptory byly transfekovany do
bun¢k HEK 293T. Od vétSiny konstruktl byly pfipraveny i CAR-T lymfocyty. Druhy den po
elektropraci témito vektory byly T-buiiky aktivovany protilatkou anti-myc imobilizovanou na
plastik a kultivovany v médiu CellGenix s ptidavkem cytokint I1-2, IL-4 a IL-7. Bunky HEK
293T 48 hod po transfekci nebo CAR-T lymfocyty po 10-14 denni kultivaci byly nasledné
barveny protilatkami proti vSem epitopiim obsaZzenych v CAR receptoru a analyzovany na
pritokovém cytometru. Pro detekci byly pouzité fluorescenéné znacené protilatky anti-scFv

AF647, anti-myc FITC, anti-FLAG AF488, anti-CD34 FITC a basiliximab konjugovany
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s AF488, a dale primarni protilatky trastuzumab, rituximab, bevacizumab a cetuximab
s ndslednou detekci pomoci sekundarni protilatky anti-huFc AF647. VSechny pfipravené
konstrukty se exprimovaly, coz potvrdilo pozitivni barveni vSech epitopti scFv a myc (data
nejsou ukazana). Bohuzel, vétSinu novych epitopti se nepodafilo detekovat specifickou
protilatkou, Slo o epitopy 12P, D12, E72, CD25a mimotop, CD25a neoepitop a CD20
mimotop.

Na obr. 33 z pratokového cytometru jsou pak ukazany vysledky detekce epitoptt H98, FLAG
a CD34. Jak je patrné, kazdy vektor po obarveni jednotlivymi protildtkami ma ptesn¢
korelovanou expresi. Témto tfem vektoriim pak byla v nasledujici praci vénovana veétsi
pozornost, proto se nejdiive ovétilo, ze vlozZeni epitopu do vektoru neovliviiuje vazbu CAR
receptoru na antigen a neméni se jinym zptsobem jeho funkénost v porovnani s vychozim

vektorem, od kterého byl odvozen.
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Obr. 33: Detekce epitoptt H98, FLAG a CD34 pomoci trastuzumabu, anti-FLAG a anti-CD34

Transdukované T-bunky pfislusnymi vektory byly po 10 dnech kultivace obarveny protilatkami proti
jednotlivym epitopim. Nastaveni gatu bylo provedeno na netransdukovanych butikach znac¢enymi
stejnymi protilatkami a rovnéz vSechny skupiny byly obarveny samotnou sekundarni protilatkou anti-
huFc¢ jako dal$i negativni kontroly pro detekci epitopu H98. K rozliSeni zivych a mrtvych bunék bylo
pouzito DAPI.
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Pro ovéfeni byly provedeny dva funkcni testy, a to stanoveni produkce cytokinu INF-y a
exprese aktivacni molekuly CD69. Lymfocyty transdukované vektory PSMA myc, PSMA
myc H98, PSMA myc H98 FLAG, PSMA myc H98 CD34 a kontrolni netransdukované
vektory byly po promyti PBS resuspendovany v CellGenix médiu bez cytokinli a poté
ptevrstveny pies cilové buitkky LNCaP vysetych den pfedem na kultivaéni jamky nebo byly
lymfocyty kultivované bez ter€ovych bunék. Po 24 hod inkubaci bylo médium analyzovano
metodou ELISA pro stanoveni hladiny INF-g. Vysledky prokazaly, ze vSechny PSMA CAR-
T lymfocyty stimulované antigenen PSMA produkuji vysoké hladiny cytokinu (data nejsou
ukéazéana). Buiiky ze stejného pokusu byly barveny protilatkami anti-myc FITC (k odliSeni
lymfocytt od ter¢ovych bungk) a anti-CD69 PE a analyzovany na pritokovém cytometru.
Opét byla pozorovana zvySena exprese CD69 ve srovnani s kontrolnimi skupinami (data
nejsou ukdzana). Zaroven byly sledovany v priibé¢hu 14-ti denni kultivace i1 rastové kiivky
vSech PSMA CAR-T lymfocytli, mezi skupinami nebyl pozorovan zadny vyrazny rozdil v
proliferaci (data neukazana). Vlozeni novych sekvenci do PSMA CAR vektort tedy nijak
nenaruSilo vazbu cilové molekuly na receptor a ani neovlivnilo signélni transdukci pies
receptor, vektory se dobfe exprimuji a jsou funkéni.

Na obr. 34 jsou ukazané vysledky srovnani detekce epitopti FLAG a 3x FLAG. Jak je patrné,
3xFLAG se htie barvi. Pomoci anti-FLAG bylo detekovano pouze 23% pozitivnich bunék,
ale barvenim anti-scFv a anti-myc na stejnych buiikach bylo detekovano asi 80% CAR+
bunck. O jeden tad je sniZena i intenzita fluorescence MEFT, pokud se srovna barveni
protilatkou anti-FLAG u lymfocyti exprimujici 3xFLAG-tag v porovnani s FLAG-tagem.
Pfitom ostatni epitopy ve vektoru PSMA myc H98 3xFLAG se detekuji se stejné vysokou
mirou pozitivity (kolem 80%) a intenzitou fluorescence, které jsou srovnatelné s barvenim
téchto epitopli v konstruktu PSMA myc H98 FLAG. Zavérem lze tedy asi fict, Ze samotny
vektor PSMA myc H98 3xFLAG se exprimuje stejn¢ dobie jako PSMA myc H98 FLAG, a
tudiz 1 jako vychozi vektor, od kterého byl odvozen. Pouze epitop 3xFLAG je huie
rozeznavan protilatkou anti-FLAG. Sekvence 3xFLAG je o 444 AK delsi nez FLAG, délka
tagu tak miize hrat roli v kone¢né konformaci receptoru a tim i pfistupnosti epitopu

k protilatce anti-FLAG.

1 . .
3 MFI, mean fluorescence intensity
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Obr. 34: Srovnani CAR receproti s epitopem FLAG-tag nebo 3xFLAG-tag

Transdukované T-buiiky pfislusnymi vektory byly po 12 dnech kultivace barveny protilatkami proti
jednotlivym epitopim. Nastaveni gatu bylo provedeno na netransdukovanych buinkach znacenymi

stejnymi protilatkami. K rozliSeni zivych a mrtvych bunék bylo pouzito DAPI.

Jako posledni jsou ukdzany vysledky barveni dvou epitopti Rp5-L a CD20 2, které byly
detekovany rituximabem s néaslednou detekci pomoci fluorescenéné znacené sekundarni
protilatky (obr. 35 a 36). Mimotop Rp5-L byl GspéSné€ rozezndvan rituximabem, pocet
pozitivné detekovanych bunék koreloval s poctem bunék barvenych pomoci protilatek anti-
myc a anti-scFv. CAR receptor s epitopem CD20 2 a vazba rituximabu na né&j byly popsany
uz v literatufe, a stejny vysledek byl ocekavan i v naSem nové zkonstruovaném vektoru, coz

vysledky barveni potvrdily.
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Obr. 35: Znaceni epitopu Rp5-L rituximabem

Transdukované T-bunky vektorem PSMA myc Rp5-L byly po 14 dnech kultivace barveny protilatkami
proti jendotlivym epitopim. Nastaveni gatu bylo provedeno na netransdukovanych buikach
znaCenymi stejnymi protilatkami. K rozliSeni zivych a mrtvych bun€k bylo pouzito DAPL
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Obr. 36: Znaceni epitopu CD20 2 rituximabem

Transdukované T-buniky vektorem PSMA myc CD20 epitop 2 byly po 14 dnech kultivace barveny
protilatkami proti jednotlivym epitopiim. Nastaveni gatu bylo provedeno na netransdukovanych

buiikach znacenymi stejnymi protildtkami. K rozliseni zivych a mrtvych bunék bylo pouzito DAPL

5.3.3 Stimulace CAR-T bunék protilatkou trastuzumab pies mimotop H98
Vektor PSMA CAR myc H98 byl prvnim zkonstruovanym vektorem s ovéfenou expresi
receptoru a detekci mimotopu H98 protildtkou trastuzumab pomoci pritokové cytometrie.
Jemu bylo vénovano nejvice casu v navazujici Casti prace, kdy se T-lymfocyty
elektroporované timto CAR receptorem aktivovaly pomoci trastuzumabu.

Byly vyzkouSeny rizné zplsoby aktivace pomoci transtuzumabu, kdy protildtka byla
adherovana na plastik (stejnym zplsobem jako anti-CD3, anti-CD28 nebo anti-myc), nebo

byla pfiddna pfimo do média k bunkdm (solubilni). Trastuzumab se zkouSel imobilizovat
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k plastiku pomoci sekundarnich protilatek (proti Fc fragmentu trastuzumabu ¢i proti jeho
kappa fetézci). Rovnéz trantuzumab byl navazovan na sepharosové kulicky ptes protein A/G
nebo na magnetické kulicky ptes protein G, a kdy kulicky byly posléze piidany piimo
k bunkam. Byl vyzkouSen 1 plastik s vysokovazebnym povrchem pro protilatky (ELISA
desticky), na ktery byl trastuzumab imobilizovan. Modifikovaly se i postupy samotné
imobilizace trastuzumabu na plastik, kdy napt. misto PBS pro fedéni protilatky byl pouzit
karbonatovy pufr o pH 9.6, ktery mohl napomoci vazbé neprotonovanému trastuzumabu
k pozitivné nabitému plastu. Byly vyzkouseny rizné koncentrace imobilizované¢ho
trastuzumabu, rizné ¢asové intervaly, kdy buiiky byly trastuzumabem aktivovany. Divodem
k témto riznym modifikacim aktivace T-lymfocyti byly netspéchy pfipravit CAR-T
lymfocyty o dostatecném mnozZstvi, s velkym zastoupenim CAR+ a zivych bunék. Na obr. 37
jsou dokumentovany na ukazku vysledky zjednoho takového experimentu. V tomto
konkrétnim pokusu byly primarni mononuklearni bunky elekroporovany plvodnim
plazmidem PSMA CAR myc a od ného odvozenym plazmidem PSMA CAR myc HY8.
Nésledujici den byly buniky aktivovany protildtkou anti-myc imobilizovanou na plastik a byly
k nim do média pfidany cytokiny IL-2, IL-4 a IL-7, a udrzovany nadale v exponencialni fazi
rustu. Tyto skupiny slouzily jako bunky kontrolni. Skupina elektroporovana vektorem PSMA
CAR myc H98 byla jesté paralelné aktivovand trastuzumabem vazanym na plastik anebo
pfidanim protildtek anti-myc a trastuzumabu piimo do média. Zaroven byly pfipraveny
kontrolni buiiky, kterymi byly neelektroporované lymfocyty a PSMA CAR myc H9S8
lymfocyty stimulované protilatkami anti-CD3 a anti-CD28. Bunky v jednotlivych skupiniach
byly 11. a 17. den po elektroporaci spocitany a pomoci pritokového cytometru byl stanoven
pocet pritomnych CAR+ bun€k pomoci barveni protilatkou anti-myc FITC. Z obr. 37 je
patrné, Ze protilatkou anti-myc vazanou na plastik se podafilo pfipravit CAR-T lymfocyty o
vysokém zastoupenim CAR+ bunék u obou skupin elektroporovanych CAR vektory. Naopak
trastuzumab nevedl k aktivaci a proliferaci CAR T-buné€k, vyrazny rozdil je vidét uz 11. den
po elektroporaci v celkovém poctu bunc€k (zhruba 10x méné Zivych bunék s 10% CAR+
oproti skupin¢ aktivované anti-myc). Ke konci experimentu, tj. 17. den po elektroporaci u této
skupiny prakticky nedoslo ke zvySeni absolutniho poctu bunék, ani k tomu, Ze by ve skupiné
zaCaly preristat neelektroporované lymfocyty. Stejny efekt na CAR-T bunky mél i
trastuzumab ptidany do média. Pro srovnani, protilatka anti-myc ptidana k buitkam do média
sice nepiispéla k Zadné proliferaci CAR-T lymfocytl, nicméné na konci experimentu byla

populace zastoupena prevazné¢ CAR+ bunikami.
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Obr. 37: Stimulace CAR-T lymfocytii pomoci trastuzumabu ptes epitop H98

Mononuklearni buiiky byly elektroporovany vektory PSMA CAR myc nebo PSMA CAR myc H98 a za
24 hod stimulovany aktivacnimi protilatkami. Obé dvé skupiny byly aktivovany protilatkou anti-myc
vazanou na plastik, PSMA CAR myc H98 T-buiky pak jesté¢ paralelné¢ trastuzumabem vazanym na
plastik, nebo protilatkami anti-myc nebo trastuzumabem ptfidanym k buiikam do média. Jako kontrolni
skupina byly ptipraveny neelektroporované lymfocyty a PSMA CAR myc H98 lymfocyty stimulované
anti-CD3 a anti-CD28. 11. den (A) nebo 17. den (B) po elektroporaci byly bunky spocitany a zaroven
bylo stanoven podil CAR+ bun¢k a mrtvych bunék v populaci barvenim anti-myc FITC a DAPI

pomoci pritokového cytometru.
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5.3.4 Deplece CAR-T bunék in vitro pomoci trastuzumabu pifes mimotop H98

Epitop H98 vlozeny do CAR receptorti nikterak neovlivnil jejich funkci. Trastuzumab se na
tuto cast receptoru dobie vazal, piesto pomoci ného nebylo mozné zadnym zkouSenym
zpusobem nastimulovat k proliferaci CAR+ buiikky. Naopak, pii kultivaci bunék po
elektroporaci vzdy ve skupinach, které byly aktivovany trastuzumabem, bylo pozorované
veétsi mnozstvi mrtvych bunék s minimalnim zastoupenim CAR+ bunék ve srovnani se
skupinou stejnych bunck, které byly aktivovany protilatkou anti-myc. Byly provedeny
nasledujici pokusy, pro které byly ptripraveny CAR-T lymfocyty elektroporované vektorem
PSMA CAR myc H9S a které po elektroporaci byly stimulované k proliferaci protilatkou anti-
myc adherovanou na plastik. Po 14 dnech kultivace, kdy byla pomoci pritokového cytometru
ovéfena piitomnost CAR+ bun€k v populaci (>90%), byly buiiky rozdéleny do tii skupin o
stejném poctu a byly k nim do média pridany magnetické kulicky s navazanou anti-myc
protilatkou nebo trastuzumabem, ke tfeti kontrolni skupin€ pak byly ptidany samotné kulicky
bez protilatky. Za 24 hod byly buiiky analyzovany na pritokovém cytometru, byla sledovana
viabilita CAR+ bun¢k a exprese ¢asného aktivacniho markeru CD69. Vysledky uvedené na
obr. 38 ukazuji, ze trastuzumab je schopny CAR buiky aktivovat, protoze doslo k nejen
vyraznému zvySeni poctu lymfocytl exprimujici CD69, ale i jeho mnozstvi (na zakladé
porovnani hladin MFI, vysledky nejsou ukézany). Buniky byly aktivované i pomoci protilatky
anti-myc, ale zvySeni poctu CAR+ CD69+ bun¢k nebylo tak vyrazné jako u trastuzumabu.
Nutno podotknout, Ze toto jsou vysledky, kdy se porovnava populace bunck CD69+
k rodi¢ovské a neukazuji absolutni pocty. Ty jsou Castecné vidét na obr. 38 A, kde je patrné,
ze ve skupiné s piidanym trastuzumabem na kuli¢kach doslo k vyraznému zabiti CAR+ bun¢k
oproti ostatnim dvéma skupinam. Obdobné& na scatter plotech SSC-A versus FSC-A ve
skuping, kam byl pfiddn trastuzumab, byl patrny Ubytek bunécné populace s veEtSim
zastoupenim bunék se zvySenou granularitou a bunééné debris (vysledky nejsou ukazany).

Trastuzumab tedy buniky in vitro zabiji, je mozné Ze mechanismem podobnym bunécné smrti
indukované aktivaci (AICD), ktera je pro T-lymfocyty popisovana jako apoptdza vyvolana
aktivaci prostfednictvim TCR receptorti. Tomu by nasvédcovala pravé hyperaktivace CAR

bungk, ale bylo by nutné toto dale ovéfit, alespont zméfenim exprese CD95 ¢i FasL.
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Obr. 38: Deplece CAR-T bunék in vitro pomoci trastuzumabu

K lymfocytih PSMA CAR myc H98 byly do média pfidany na 24 hod samotné magnetické kuli¢ky
s proteinem G (PG), nebo s protilatkou anti-myc ¢i trastuzumabem navazanymi k témto kulickam ptes
PG. Buiiky byly poté obarveny DAPI a protilatkami anti-myc FITC a anti-CD69 PE. Byla sledovana
zivotnost CAR+ bunék (A) a u téchto zivych CAR+ bunék exprese molekuly CD69 (B). V grafech
jsou hodnoty vyneseny jako relativni, kdy pro kontrolni skupinu se samotnymi kulickami byly
vyneseny jako 1 (resp. 100%). Vyneseny vysledky z péti nezavislych pokust. Pro statistickou analyzu
byl proveden parovy t test, ** P < 0,01.

5.3.5 Deplece CAR-T bunék in vivo pomoci trastuzumabu pies mimotop H98
Pomoci trastuzumabu specifického pro mimotop H98 se nepodafilo nastimulovat CAR-T
buniky k proliferaci, protoze protilatka bunky zabijela. Nabizela se tedy moznost vyuZzit jej
k depleci CAR-T bun¢k v ptipadech, kdy by bylo zapotfebi zmirnit vedlejsi uinky a
cytotoxicitu zpisobenych CAR-T lymfocyty in vivo. Pfedpokladem tedy je, Ze by mimotop
H98 by mohl fungovat stejné¢ jako napf. v literatuie popisovany zkraceny lidsky polypetid
EGFR, ktery po kotransdukci s CAR receptory slouzi v CAR-T bunkach jako cil pro
buné€nou cytotoxicitu zavislou na podaném cetuximabu a je tedy cilem pro bunécnou ablaci
v piipadé, kdy by to klinicka situace vyzadovala [223].

Pro ovéfeni deplece CAR-T lymfocyti exprimujicich mimotop H98 pomoci protilatky
trastuzumab byl proveden pokus na mysSich. NOD/scid mysi jsou zavedenym zvifecim
modelem pro ADCC kviili jejich rezidualni vrozené imunité, véetné aktivity NK bunék [224,
225]. Pfedem byly pfipraveny dvé skupiny T-lymfocytl, kazda byla elektroporovana dvéma
plazmidy, prvni skupina vektory PSMA CAR myc a pPB mCherry (koduje oranzovy
fluorescenéni protein) a druhd skupina vektory PSMA CAR myc H98 CD34 a pPB GFP.
Zhruba po 14 denni kultivaci byla na FACSu ovétena uspésnost koelektroporace. Populace

byly zastoupeny zhruba z 91% CAR+ bunék, které zaroven exprimovaly GFP nebo OFP.
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Buniky byly smichany v poméru 1:1 a aplikovany tfem skupindm mySim (podrobné viz
kapitola 4.4). Dvéma skupinam byl zaroven podan trastuzumab. Prvni skupiné pouze v jedné
davce 0,2 ug, druhé skupiné dvakrat v davce 1 ug. Casové schéma injekce je zndzornéno na
obr. 39. Tteti skupina byla kontrolni, t€¢ nebyl trastuzumab podan. Prvni, tieti a Sesty den po
injekci CAR-T bunc¢k byla mySim odebrana krev a po lyzi Cervenych krvinek byla
analyzovana na FACSu. Pomér bunék obsahujici epitop H98 byl stanoven na zaklad¢ exprese
GFP a OFP. Zaroven exprese fluorescencnich proteinti dovolila rozlisit lidské bunky od
mysich. Na konci experimentu byly mysim odebrany sleziny, z kterych byly mechanickym
zpuisobem piipraveny bunécné suspenze a které byly stejnym zpiisobem analyzovany na
FACSu.

Jak je patrné z obr. 39 B a C, u mysich, kterym nebyl trastuzumab podan, byly po celou dobu
experimentll detekovany v periferni krvi CAR-T lymfocyty, které nesou/nenesou H98, ve
zhruba stejném poméru 1:1. I kdyz celkovy pocet CAR-T bunék v krvi s Casem klesal
(obr.39 E), tento pomér zustal zachovan. Stejny pomér byl pozorovan i u lymfocytl
zachycenych slezinou (obr. 39 D). Naopak u mysich, které dostaly trastuzumab, byla patrna
signifikantni eliminace CAR-T bunék exprimujici H98, a to uz nasledujici den po podani
protilatky. Pokles byl patrny i u lymfocyt zachycenych ve slezin€, zejména u skupiny, které
byl trastuzumab podan ve dvou davkach. Tyto udaje podporuji vyuziti podani trastuzumabu

jako sebevraZedné strategie.
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Obr. 39: Deplece CAR-T bunck in vitro pomoci trastuzumabu
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Obr. 39: Deplece CAR-T bungk in vitro pomoci trastuzumabu

(A) Casové schéma experimentu na mysich. V den 0 byly tiem skupindm mysim (kazda po tfech
kusech) intravenézné podany CAR-T lymfocyty. Dvéma skupinam byl zaroveii podan i
trastuzumab v déavce 1 a 0,2 pg. V den 1 byla odebrana krev vSem mys$im, a to pfed aplikaci
druhé davky trastuzumabu 1 ug prvni skupiné. Krev byla odebrana i v.den 3 a 6. V den 6 byla
odebréna slezina.

(B) Na zéklad¢ exprese GFP a OFP se daji rozliS§it CAR-T buiky, které mimotop H98
nesou/nenesou a builkky mys$i. Pro kazdy den a kazdou skupinu je vybrana jedna analyza
periferni krve jedné mysi.

(C) Procentuélni zastoupeni CAR-T bunék, které nesou mimotop H98 a které byly detekovany
v periferni krvi. Vynesen primér z méfeni od tii mysi pro kazdou skupinu.

(D) Procentuélni zastoupeni CAR-T bunék, které nesou mimotop H98 a které byly detekovany ve
slezin€. Vynesen priimér z méteni od tii mysi pro kazdou skupinu.

(E) Procentualni zastoupeni vSech CAR-T bungk (s/bez H98) v periferni krvi. Vynesen prumér
z méfeni od tfi mysi pro kazdou skupinu

(F) Procentuélni zastoupeni vsech CAR-T bunék (s/bez H98) ve slezingé. Vynesen prumeér
z méfeni od tii mysi pro kazdou skupinu.

Pro statistickou analyzu byl proveden parovy t test, ** P <0,01.

5.3.6 Stimulace expanze CAR-T bunék zprostiedkovana ostatnimi protilatkami
V této kapitole jsou strucné shrnuty vysledky aktivace expanze CAR-T bunék po jejich
elektroporaci CAR receptory, kdy stimulace byla zprostfedkovana novymi epitopy vlozenymi
do CAR. Konkrétné se dale zkousSela stimulace pies Rp5-L, FLAG a CD34.

Buiiky po elekroporaci piislusnymi vektory byly nésledujici den stimulovany protilatkami
rituximab, anti-FLAG a anti-CD34, a to imobilizovanymi na plastik nebo navazanymi na
magnetické kuli€ky prostiednictvim proteinu G. Buiniky byly opét kultivované cca 14 dni
v médiu s cytokiny IL-2, IL-4 a IL-7. Poté byly spocitany a analyzovany na FACSu pomoci
protilatky anti-myc FITC. Paralelné¢ jako kontroly slouzily ty samé skupiny bunék, ale
stimulované protilatkou anti-myc rovnéZ imobilizovanou na plastik nebo navdzanou na
magnetické kulicky. Vysledky jsou shrnuté na obr. 40. Stimulace pomoci protilatky anti-
FLAG fungovala stejné dobte jako protilatka anti-myc. Buiiky po jeji stimulaci expandovaly a
na konci experimentu dosahovaly stejného vytézku jak co do poctu bunék, tak i zastoupeni
CAR+ bun€k v populaci. Stejného vysledku bylo dosazeno i stimulaci pfes epitop CD34
pomoci protilatky anti-CD34, ale to pouze v pfipad¢, kdy byla imobilizovand na plastik.
Pokud se kbuikdm pfidala vazand na kulicky pfes protein G, buiky umiraly a
neproliferovaly, stejné tak, jak to bylo pozorovdno u stimulace trastuzumabem pies epitop

H98 (viz kapitola 5.3.3). Stejny efekt, jako trastuzumab, vykazoval i rituximab adherovany
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na plastik 1 vdzany na kulicky, ktery stimuloval bunky ptes epitop Rp5-L (vysledky nejsou

ukéazany).
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Obr. 40: Stimulace expanze CAR-T bun¢k vyvolana riznymi protilatkami

(A) Relativni pocet bun¢k po 14-ti denni expanzi CAR-T bunék, které byly po genové manipulaci
stimulovéany protilatkami specifickymi na epitopy, které nesly CAR receptory. Protilatky anti-
myc, anti-FLAG, anti-CD34 a trastuzumab byly vazané na plastik (PB) nebo na magnetické
kuli¢ky prostiednictvim proteinu G (PG).

(B) Procentualni zastoupeni CAR+ bunék na konci expanze. Bunky byly detekovany protilatkou
anti-myc FITC. K rozliSeni mrtvych a zivych bun¢k bylo pouzito DAPI.

5.3.7 Ovéreni exprese ostatnich CAR receptorii s multi-epitopy a vazby
protilatek

Epitopy H98, FLAG a CD34 byly rovnéz vloZeny do dalSich CAR receptortl, jejichZ exprese

a vazba protilatek na jednotlivé epitopy byly ovéfeny jak na bunécné linii HEK 293T tak i na

primérnich T-lymfocytech stejnym zplisobem, jak bylo pospané v kapitole 5.3.2.
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Byly pfipraveny tii vektory odvozené od CLL-1 CAR myc , a to CLL-1 myc H98, CLL-1 myc
H98 FLAG a CLL-1 myc H98 CD34. Protilatky anti-myc, anti-FLAG, anti-CD34 a
trastuzumab se na epitopy vazaly opét s korelovanou expresi. Pouzivana protilatka anti-scFv
(goat anti mouse) nikoliv, protoze variabilni fragment v tomto fetézci je odvozen od lidské
anti-CLL1(vysledky nejsou ukazany). Se stejnymi vysledky byla ovéfena i exprese GD2 CAR
myc H98 CD34, kde variabilni fragment je rovnéz odvozen od lidské anti-GD2 (vysledky
nejsou ukazany).

Usp&sné se podafilo s vySe zminénymi protilatkami detekovat epitopy v bispecifickém
receptoru CD19 BCMA biCAR myc H98 CD34 stim, Ze jiz nelze rozeznat, kam piesné se
vazala protilatka anti-scFv, protoze obé dvé vazebné domény receptoru jsou odvozené od
mySich monoklondlnich protilatek (data nejsou ukézéana).

Plazmid CARI9 myc H9S byl jediny, ktery se nechal cely nasyntetizovat na zakazku. Pro
ovéieni jeho exprese byl elektroporovan do primarnich bunék. Elektroporované bunky CAR19
pak slouzily jako kontrolni skupina. Ob¢ tyto skupiny po elektroporaci nebyly aktivovany
protilatkou, ale molekulou CD19 na B-lymfocytech a byly dale kultivovany po dobu 14 dni
v pritomnosti IL-2, IL-4 a IL-7. Paralelné stejnym zpiisobem byly ptipraveny T-lymfocyty
s PSMA CAR myc a PSMA myc H98 s tim rozdilem, Ze tyto bunky byly po elektroporaci
aktivovany protilatkou anti-myc imobilizovanou na plastik.

Buniky byly poté analyzovany na pritokové cytometru, vysledky jsou ukézané na obr. 41.
Z n¢ho je jasné patrné, Ze bunky elektroporované nasyntetizovanym vektorem CARI9 myc
H98 se hife barvily protilatkami anti-scFv a trastuzumabem s dalekou menSi intenzitou
fluorescence ve srovnani jak s CARI9 tak 1 PSMA myc H98. Pfitom intenzita barveni
protilatkou anti-myc je srovnatelna jako u bun€k s PSMA myc. Obrazek jesté navic ukazuje,
ze zaclenénim epitopu H98 do PSMA CAR myc vektoru doslo ke zvySeni intenzity barveni
epitopu myc v tomto receptoru.

Byl zkonstruovan jesté¢ jeden vektor vychazejici z nasyntetizovaného vektoru CARI9 myc
H98, a to vektor CARI19 myc H98 PH, ktery se li§i v n€kolika méalo aminokyselinach v oblasti
hinge. Tento novy konstrukt je tedy pfesné totozny v sekvenci s vektorem PSMA myc H9S,
krom& vazebné domény scFv. Oblast hinge vcetné epitopi myc a H98 a casti anti-CAR
vazebné domény byla pro jistotu 1 osekvenovana. Nicmén¢ opakované se nepodafily pfipravit
jak lymfocyty tak ani HEK 293T, které by CARI19 myc H98 PH exprimovaly. Neprokazalo se
tedy, zda oprava v oblasti hinge by mohla zlepSit vazbu protilatek na epitopy scFv a H98
v CAR19.
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Poslednim vektorem, ktery byl pfipraven rovnéz z nasyntetizovaného CARI9 myc H9S, byl
konstrukt, kterému byl pfed vazebnou doménu anti-CD19 ptidan epitop 12P. Ani zména
umistnéni tohoto epitopu nevedla k jeho detekci pomoci protilatky bevacizumabu (vysledky

nejsou ukazany).
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Obr. 41: Srovnani barveni epitopil scFv, myc a H98 u CD19 a PSMA CAR receptoril

T-lymfocyty byly elektroporovany vektory CARI9, CARI9 myc H98 (bez nasledné aktivace anti-myc)
a vektory PSMA myc a PSMA myc H98 (s aktivaci expanze pomoci protilatky anti-myc). Po 14-denni
kultivaci byly buiiky barveny pomoci anti-scFv AF647, anti-myc FITC a trastuzumabem s naslednou

detekci anti-huFc AF647. Paralelné netransdukované bunky barvené stejnymi protilatkami slouzily
k nastaveni pozitivity exprese epitopi. Vysledky z priutokového cytometru jsou vyneseny jako
histogramy, kde na ose y je vynesen pocet bunék.
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6. DISKUZE

T-lymfocyty modifikované chimerickymi antigennimi receptory jsou slibnou terapii ur¢enou
pro 1écbu leukémii a solidnich nador. Zhruba pied deseti lety bylo dosazeno prvnich
klinickych vysledkli s pozoruhodnymi tuc¢inky v l1écbé B-ALL. Od té doby se vyzkum
intenzivné vénuje nejen vyvoji samotnych CAR receptorti pro dosazeni vyssi G€innosti a
bezpecnosti, ale i zlepSeni technologie jejich vyroby a pienosu gent [132]. V ramci dizertacni
prace bylo pfipraveno né¢kolik CAR receptori s navrzenymi zménami v zakladni struktute
receptoru 2. generace s cilem vylepsit vlastnosti CAR-T bun¢k a imunoterapii nadorovych
onemocnéni: zabranit iniku malignich klont, které prestanou exprimovat cilovy antigen (i),
zasahnout maligni klony, které cilovy antigen nikdy neexprimovaly (ii), zavést systém, ktery
umoznuje pozitivni nebo negativni selekci in vitro béhem vyroby a in vivo po podani
pacientovi (iii), pfekonat imunosupresivni prostfedi a zvysit perzistenci bunék in vivo (ii),
zvysit pocet expandovanych CAR-T bun¢k béhem vyroby a zajistit jejich snadné

monitorovani (iii).

(i)

Adoptivni terapie pomoci CD19 CAR-T lymfocytli je vysoce ufinna v 1é¢bé akutni
lymfoblastické leukémie (B-ALL) nebo B-buné¢nych lymfomt. Jde o uCinnou terapii pro
pacienty, ktefi nereagovali na konvecni 1é€bu nebo po ni zrelabovali. 1 ptesto 30-60%
pacienti po CD19 CAR-T terapii znovu relabuje, pficemz 10-20% relapsi je CDI19
negativnich. Moznosti dal$i 1€cby jsou uz omezené. Je tedy velkou snahou zabranit relapsim
objevujicich se po CAR-T terapii, zejména tém CD19 negativnim [202, 226, 227]. Jednou
z moznosti, jak jim piedejit, je pouZiti tandemovych, €ili bispecifickych CAR receptorii [228].
Myslenka neni nikterak nova, prvni névrh struktury CAR molekuly zprostiedkujici
bispecifickou aktivaci a cileni T-bun€k na dva cile byla popsana uz v roce 2013 a vzesla
z pocitacového modelovani. Podle né¢ho Grada et al. zkonstruovali prvni tandemovy CAR
(TanCAR) pro antigeny CD19 a HER2. Receptor rozpoznaval kazdou cilovou molekulu
individudlné a umozioval synergetickou aktivaci a funkénost v piipad¢ ptitomnosti obou
cilovych molekul [229]. Stejné¢ fungujici CAR receptory jsme se pokusily v laboratofi
pfipravit a ovéfit 1 my. Zkonstruovali jsme dva bispecifické receptory biCAR19-20 a
biCAR20-19. V kazdém glykoproteinu jsou vloZeny dva vazebné motivy anti-CD19 a anti-
CD20, konstrukty se 1isi pouze jejich poradim. Vybér druhého vazebného motivu anti-CD20

byl nasnad¢€. Za prvé, v laboratoii byl jiz diive vyzkouSen a charakterizovan monospecificky
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CAR20 [204]. Za druhé, molekula CD20 je exprimovand na vétsiné CD19 pozitivnich ALL
bunkach [230, 231]. Navic se neptedpoklada, ze by relaps onemocnéni mohl byt zplisobem
blasty, které by piestaly exprimovat oba antigeny najednou. Velkou vyhodou je 1 to, Ze
exprese CD20 ve zdravych tkanich je omezena na prekurzorové B-buiiky, coz snizuje riziko
vedlej$iho uc¢inku terapie CAR-T bunék spojeného s ,,on-target, off-tumor toxicitou [232].
Pfi samotném navrzeni bispecifickych konstrukti se vySlo ze sekvenci naSich
monospecifickych receptori CAR19 a CAR20. Pro odd¢€leni vazebnych motivli jsme pak
pouzili linker (G4S)s. Vybér peptidového linkeru je nezbytny pro spravnou separacni
vzdalenost mezi funk¢énimi jednotkami, mtize ovlivnit jednak pfistup receptoru k epitopu, ale i
vazebnou adivitu [233]. Motiv GlysSer s riznym opakovanim je bézné pouzivany a dobie
charakterizovany flexibilni peptid, ktery je rezistentni k Stépeni protedzami a jeho zaclenéni
do pantové oblasti zpravidla nevede k vyrazngj$i separaci vazebnych domén [233]. Stejny
motiv se stejnym poctem opakovanim, jako jsme pouzili my v naSich konstruktech, byl pouzit
k oddéleni vazebnych domén anti-CD19 a anti-CD20 v bispecifickych receptorech, které jiz
byly Gspésné ovéfeny funkeéné in vitro a in vivo a publikovany [234, 235]. Nicméné v praci
Qin et al. ptipravili nékolik variant bispecifickych CAR receptort pro CD19 a CD22, na
kterych ukazali, ze délka linkeru mezi vazebnymi doménami, resp. pocet opakovani GlysSer,
ale i délka linkeru mezi Vy a Vpve vazebné doméné mulze vyrazné snizit expresi
bispecifickych CAR receptori oproti plivodnim monospecifickym [236]. V naSich
konstruktech jsme spojeni mezi lehkymi a téZkymi fetézci ponechali stejné, jako ve vychozich
monospecifickych CAR receptorech, ze kterych byly odvozeny. Je vSak mozné, Ze
kdybychom toto spojeni modifikovali, mohli jsme docilit zvySené exprese bispecifickych
konstrukti. Zbyla struktura CAR receptoru zlstala zachovéna, tj. za vazebnymi doménami
nasleduje oblast hinge, transmembranovd doména odvozend od molekuly CD8a a
intracelularni ¢ast sestavajici se z kostimula¢ni domény 4-1BB a aktiva¢ni domény CD3C.

Nase bispecifické CAR receptory jsou vlozeny do lentivirovych vektort odvozenych od viru
lidského imunodeficitu typu 1 (HIV-1). Dal§im krokem tedy bylo nutné pfipravit lentivirové
partikule a infikovat jimi bunécnou linii pro ovéfeni exprese, my jsme si vybrali bunécnou
linii T-lymfocytt, Jurkat. Protokol pro pfipravu lentivird a transdukci bun¢k je v laboratofi
dobie zaveden [204], coz dokumentovaly buiiky Jurkat infikované¢ virem s kontrolnim
proteinem GFP, kdy jsme pét dni po transdukci dosahovali témét 100% ucinnosti. Pii infekci
viru s bispecifickymi CAR receptory jsme dosahovali nizsich u¢innosti (mezi 50-70%). Tento
vysledek neni nikterak pfekvapivy, a snizend ucinnost transdukce se dala predpokladat. Méla

bych pro ni dvé vysvétleni. Zaprvé, mize byt zpiisobena velikosti pfendSeného transgenu.
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Protein GFP je daleko mensi v porovnani s bispecifickymi CAR receptory. Jeho nukleotidova
sekvence je 716 bp dlouha, zatimco velikost receptort je néco kolem 1670 bp (celé elementy
mezi 3" a 5'LTR pak maji 4.380 bp, resp. 5.230 bp). V literatuie se uvadi, Zze produkce viru a
ucinnost transdukce virovou RNA v rozmezi od 5 do 9 kb je obecné velmi slusné, zatimco
vektory v rozmezi od 10 do 18 kb jsou transdukovany uz hute [237, 238]. AvSak v praci
Canté-Barrettové et al. dosli k zavéru, ze i délka relativné malych vektort je dulezitym
faktorem ovlivilujici pfenos lentivirového genu na urovni produkce viru a nasledné ucinnosti
bun&éné transdukce [239]. Buiiky Jurkat, které infikovali mnoZstvim 10° virovych partikuli
pfipravenych z lentivirovych vektort, do kterych zaklonovali elementy o velikosti 4.215,
5.190 a 5.750 bp, se vyrazné lisily v ucinnosti transdukce, a to s vysledkem 75%, 50% a 20%
transdukovanych buné€k Jurkat [239].

Za druhé, detekce proteinu GFP v bunikdch pomoci pritokové cytometrie je citlivé)si
v porovnani s detekci CAR receptori pomoci fluorescenéné¢ znalené protilatky.
Predpokladam jednak, Ze celkovy pocet molekul proteinu GFP naprodukovanych v buiikach
je daleko vétsi nez povrchovych molekul bispecifickych CAR receptort z diivodu rozdilné
stability proteini. Uvadi se, ze polocas rozpadu GFP v sav¢ich buiikdch je 26 hod [240].
V literatute je tézké dohledat polocas rozpadu CAR receptoru, stéZuje to vyraznd variabilita
struktur CAR receptorti. Napt. Fujiwara et al. ukazuji, Ze jejich ptipravené CAR receptory 2.
generace zmizi z membrany s polocasem piiblizné 12 hod poté, co se ztrati CAR mRNA
[241]. Navic v naSem kontrolnim vektoru mame zaklonovanou variantu GFP s mutaci, diky
¢emuz je protein 35x jasnéj$i nez jeho pivodni divoka mutace a zaroven je tato varianta
optimalizovana v kodonech pro vysSi expresi v sav€ich buiikdch [242]. Tento vylepSeny
protein tak vyrazné zvySuje citlivost metody detekce. Z téchto diivodil jsme asi proto schopni
pomoci pritokového cytometru zachytit 1 buiiky s menSim poctem integrovanych kopii GFP,
kdezto buiky s menSim poctem integrovanych kopii CAR receptorli vyhodnotime po
obarveni specifickou protilatkou jako negativni.

Stejnym zpiisobem, tedy lentivirovou transdukci, pak byly vektory biCAR19-20 a biCAR20-
19 modifikovany primarni lidské mononuklearni buniky s naslednou aktivaci pomoci
monoklondlnich protilatek anti-CD3 a anti-CD28 a kultivaci za pfitomnosti IL-2 k ziskani
CAR-T lymfocytli. Po zhruba 14 denni kultivaci byly pfipraveny lymfocyty se zastoupenim
CAR+ pozitivnich bun¢k vrozmezi 30-50%. Dosahovali jsme tedy snizené ucinnosti
transdukce ve srovnani s buitkami Jurkat (50-70%). Stejny efekt jsme pozorovali i u
lymfocytl transdukovanych kontrolnim GFP (40-50%) v porovnani s témét 100% tcinnosti u

bunék Jurkat. Tyto rozdily nejsou vSak piekvapivé. Obecné plati, Ze fada bunécny linii je
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snadno a G¢inn¢ transdukovana pomoci lentivirti. Naproti tomu primarni lidské T-bunky,
zejména klidové, jsou vuci transdukci lentivirem odolnéjsi [243]. Nedojde u nich k dokonceni
reverzni transkripce a integrace do genomu, pokud nejsou aktivovany prostiednictvim TCR
receptoru nebo cytokiny podporujici proliferaci [244]. To nebude piipad naSich CAR-T
bunck, protoze ty byly aktivovany hned po transdukci pies TCR receptor a molekulu CD28.
Zaroven od samého zacatku jsou kultivovany v pfitomnosti IL-2, jednoho z dilezitych
cytokint regulujici T-bunécny riist a podporujici preziti bun¢k indukci exprese fady proteint
[245]. Mnozstvi dodavaného IL-2 do média bylo po celou dobu kultivace 1.000 U/ml, coz je
dostatecné. V celé fad¢ praci byly transdukované lymfocyty kultivovany i v men$im mnozstvi
IL-2, jako napiiklad v mnozstvi 100 U/ml piidaného cytokinu [246, 247]. Uginnost
transdukce vyrazné ovlivituje 1 mnozstvi pouzitych lentivirovych castic [248]. My jsme pro
pfipravu lentiviri pouzili protokol, ktery je v laboratofi snadno proveditelny, a neni ani
Casove ani pristrojové naro¢ny. Pfesny titr viru jsme nestanovovali, ale na zaklad¢ exprese
transgenu GFP v transdukovanych bunkéch jsme schopni odhadnout funkéni titr, i kdyz tato
metoda je omezena vzhledem k nemoznosti rozliSit bunky s vice kopiemi vektoru [74].
Funkéni titr mGZou snizovat 1 piitomné interferujici castice a kontaminanty plazmidové DNA,
které se do supernatanti dostanou béhem transfekci pouzivanych pro produkci virovych ¢éstic
[248]. Z tohoto diivodu se vyuzivaji postupy, které koncentruji lentivirové partikule za i¢elem
zvyseni titru a odstranéni necistot. Obvykle se pouzivaji ultracentrifugace ¢i ultrafiltrace [249,
250]. Cetné studie pouzivaji optimalizované protokoly produkce lentiviru zalozenych na
téchto technikach za ucelem zvySeni vysokého titru lentiviru, ale uz bez ohledu na infek¢nost
produkovaného viru [251]. Cribbs ef al. ukézali, Ze pro pfipravu lentiviru s vysokym titrem a
ucinnosti transdukce primarnich lidskych T-buné&k je lepsi pouZit koncentrovani pomoci
nizSich rychlosti centrifugace, v jejich piipadé pak 20.000g. KdyZz totiZ porovnavali
nekoncentrovany lentivirus, ktery byl po odebrani supernatantu stocen pii 1.500 rpm 5 min
(stejn¢ jako nase LV supernatanty) s lentivirem koncetrovanym standardnim postupem
ultracentrifugaci 90.000 g po dobu 90 minut, doSlo k 10-ti ndsobnému snizeni vytézku viru,
coz naznacovalo, Ze béhem ultracentrifugace dochazelo k vyznamné ztraté¢ viru nebo ztraté
infek¢nosti [251]. Naopak zakoncentrovani a ¢isténi virQ snizenim odstfedivé rychlosti ze
standardniho protokolu 90.000 g na 20.000 g se vyrazné zlepSila G¢innost transdukce [251].
Nase lentiviry jsme produkovali do malého objemu kultivaéniho média (1 ml), kterym pak
byly po stoceni 1.500 rpm/5 min nebo filtraci ptes filtr s pory o velikosti 45 nm rovnou
infikovany primarni buniky. Timto postupem se odstranily pouze buiiky HEK 293T ¢i jejich

bunééné debris, nikoliv zbytky plazmidové DNA. Je tedy mozné, ze modifikaci postupu
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zaClenénim kroku cisténi LV supernatanti centrifugaci pii 20.000 g bychom mohli tak
dosahnout zvySené ucinnosti transdukce nasich T-lymfocytt. Stejn¢ tak i modifikaci ptipravy
LV supernatantu z vétSiho poctu bunék HEK 293T a naslednym zakoncentrovanim na 1 ml
lentivirového supernatantu.

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje samotny pocatek transdukce, je elektrostatické odpuzovani
mezi negativné nabitou buiikou a blizicim se obalovym virem [252]. Protokoly pro virovou
transdukeci proto zahrnuji centrifugaci cilovych bun€k a viru pii nizkych rychlostech a zaroven
doporucuji vice opakovani transdukci [252, 253]. Dulezitym krokem je ptidani pozitivné
nabitych polykationtd jako jsou polybren, DEAE-dextran, protamin-sulfat ¢i poly-L-lysin,
které snizuji odpudivé sily mezi buiikou i virem a zvySuji tak ucinnost transdukce [254, 255].
Warren et al. na zéklad€¢ svych vysledki doporucuji pro kazdy typ bunék otestovat nejen
ruzné polykationty, ale 1 riizné zdroje sér (fetdlni nebo teleci sérum, inaktivované nebo
aktivované) [256]. Pro transdukci bun¢k Jurkat jsme pouzivali polybren a inaktivované teleci
sérum, stejné tak pro primdrni bunky. Je vSak mozné, ze vybérem jin¢ho polykationtu ¢i séra
bychom mohli opét zvysit t€innost transdukce T-lymfocyta.

ZvySeni ucCinnosti transdukce T-lymfocytl pomoci lentiviri bychom mohli zcela jisté
dosdhnout i aktivaci CAR+ bun¢k pomoci specifické protilatky (anti-myc nebo anti-FLAG)
béhem expanze, tak jak bylo pouzivano v dalsi ¢asti dizertaéni prace. Noveé zkonstruované
bispecifické receptory by Slo tedy jeste vylepsit zac¢lenénim kratkych peptidi do receptoru za
ucelem specifické aktivace, nebo je rovnou preklonovat do transpozonového systému.

Jak bylo zminéno, lentivirovou transdukci primarnich bunck bispecifickymi receptory
biCAR19-20 a biCAR20-19 jsme ziskavali v priméru mezi 30-50% CAR+ pozitivnich T-
lymfocytl. Stanoveni jsme provadéli na priatokovém cytometru barvenim bunék pomoci
protilatky anti-scFv AF670, resp. kozi protilatkou proti mysi, protoze vazebné ¢asti CAR
receptord jsou odvozeny stejné jako u monospecifickych CAR19 a CD20 od monoklonalnich
mysich protilatek. Jistou nevyhodou tohoto stanoveni u bispecifickych receptori je, Ze nejsme
schopni rozliSit, zda se protilatka anti-scFv vaze na obé dvé Casti receptoru se stejnou
ucinnosti jako u monospecifickych CAR receptorii. V budoucnu by bylo jisté dobré nechat na
receptory navazat napiiklad fluorescenéné znafené peptidy CDI19 a CD20 specifické
k ptislusnym scFv ¢astem CAR receptori ¢i pfimo znacené rekombinantni ligandy CD19 a
CD20. Tim bychom si ovéfili, Zze v tandemové specifickych konstruktech si obé dvé domény
zachovaly schopnost vazat cilové antigeny a jejich zaclenénim do spole¢ného konstruktu se
mezi nimi neobjevily sterické zabrany. Lépe bychom pak byli schopni interpretovat i

vysledky funk¢nich testi.
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Zhodnotit, zda jsme byli v samotné piipravé bispecifickych CAR-T lymfocytlii pomoci
lentivirové transdukce Uspésni, a vysledky porovnat s literaturou je obtizné, protoze existuje
Siroké spektrum zplsobu pfipravy lentivirovych c¢astic s naslednou transdukci. Napiiklad
v praci Schneiderové et al., ve které rovnéz ptipravovali CAR-T lymfocyty s tandemovym
receptorem proti CD19 a CD20 pomoci lentivorvé transukce, dosahovali G¢innosti v rozmezi
80-89%. Nicméné pouzivali jiny protokol transdukce, kdy z mononuklearnich bunék
purifikaci vyizolovali pfimo populaci CD3+ bun¢k, které stimulovali pomoci TransActu
CD3/CD28 a teprve tieti den po aktivaci buiky modifikovaly vektory [235]. V jiné praci
[257], kde pouzivali pro pfipravu bispecifickych CD19 CD20 CAR receptord jiz
standardizovany protokol pro klinické pouziti, dosahovali G¢innosti transdukce pouze 11%.
Zdrojem byly bunky purifikované z periferni krve pomoci magnetickych kuli¢ek CD3/CD28
(Dynabeads), kterymi byly zaroveii T-lymfocyty aktivovany a za dva dny byly bunky
transdukovany. Nutno ovSem poznamenat, Ze se pii ptipraveé vychazelo z kryoprezervovanych
bun¢k od pacientl s diagnézou B-ALL [257]. Oba tyto faktory zcela urcité maji vliv na
konecnou nizkou u¢innost transdukce. Zavérem si dovolim konstatovat, ze si myslim, Ze se
naSe T-lymfocyty dafily transdukovat s velmi dobrym vysledkem.

S nové konstruovanymi bispecifickymi CAR receptory byly dale provedeny funkeni testy. In
vitro byla sledovana aktivita laktat dehydrogenazy, sekrece cytokinu INF-y, exprese ¢asného
aktivaéniho markeru CD69 a cytotoxickd aktivita CAR-T lymfocytl. VSechny provedené
pokusy potvrdily funkénost bispecifickych CAR receptorti. Zmétené vysledky naznacuji, Ze
z dvojice by Iépe mohl fungovat biCAR19-20. Lymfocyty modifikované timto vektorem mély
vys$i cytolytickou tc¢innost, coz potvrdila i1 aktivita laktat dehydrogenazy. Na druhou stranu je
nutné zminit, Ze do téchto funkénich testli byl nasazen vzdy stejny pocet lymfocytl, bez
ohledu na vysledné zastoupeni CAR+ bunék v populaci. Jak bylo zminéno, vektor biCAR19-
20 oproti biCAR20-19 se 1épe transdukoval (cca 40-50% oproti 30%), a tim mohly byt
vysledky funk¢nich testi ovlivnény. Pro piisté bylo by lepsi do testi nasadit bunky
piepocitané na stejny po¢et CAR+ bunék bez ohledu na pocet nasazenych netransdukovanych
lymfocytli, které by nemély byt ve funkcnich testech aktivovany, nebo jen mirné
nespecificky. Dal§i moZnosti by bylo napt. vyuZit vyzkouSenych epitopi myc ¢i CD34
(popsanych ve treti Casti prace) a vlozit je také do bispecifickych CAR receptort. Po expanzi
bunék modifikovanymi témito vektory by bylo mozné vypurifikovat pomoci magnetické
separace Cistou populaci CAR-T bunék a pouzit ji do funkénich testii a nasledné vysledky

porovnat.
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Vliv na cytolyzu, resp. aktivaci jednotlivych biCAR receptorti, ovlivituje i vzdalenost mezi T-
burnikou a buiikou cilovou. Dilezité je prostorové uspotradani scFv v receptoru, jeho poloha na
membrané a umistnéni cilového antigenu v bunce [258, 259]. Napi. v praci Hombach et al.
porovnali dva rizné anti-CEA receptory. Prvni rozeznaval proximalni ¢ast epitopu antigenu
CEA a aktivoval CAR-T burky s vyssi u€innosti. Druhy se vazal na distalni ¢ast epitopu sice
s daleko vys$i afinitou, ale Gi¢innost aktivace byla nizsi [260]. Proto poradi anti-CD19 a anti-
CD20 v bispecifickych receptorech muze byt pro jejich funkci rozhodujici. V jiz zminiované
zprostiedkovanou biCAR19-20 na rozdil od tandemového vektoru biCAR20-19. Vysvétluji to
tim, ze vazebnd doména CD19 musi byt umistnéna blizko bunééné membrany T-bunky, aby
receptor 1épe fungoval [235].

V naSich testech, které byly provedeny, byly i zna¢né rozdily mezi monospecifickymi
receptory CD19 a CD20, z nichz daleko 1épe fungoval CAR19. CAR19 T-lymfocyty mély
vyssi cytolyzu, vétsi produkci INF-y, vétsi aktivitu laktat dehydrogenazy, a daleko vétsi
odpovéd” CD69 na aktivaci. Opét se tu mohl uplatnit vliv celkového poctu CAR+ bunék
nasazenych do testl. Ale v potaz by se mély vzit i biofyzikdlni vlastnosti vazby samotnych
receptord, jako jsou afinita, avidita, ale i hustota samotnych antigen. A ty samoziejmé se
ovlivni funk¢nost jak monospecifickych tak bispecifickych konstruktt.

Zaveérem lze tedy fict, Ze se podafilo pfipravit dva funkéni bispecifické CAR receptory
specifické na CD19 a CD20. Provedené testy by bylo potieba doplnit o dalsi nejen in vitro,

ale 1 o pokusy in vivo.

(ii)

Utinnost adoptivni CAR-T terapie solidnich nadorti snizuje fada faktort, jako je stroma,
pfitomnost velkého mnoZstvi infiltrovanych imunosupresorovych bunék a malignich bunék,
které ztratily zacileny antigen [261]. Nékteré z téchto piekazek lze piekonat pouzitim CAR-T
lymfocyti s indukovatelnou nebo konstitutivni produkei cytokind (TRUCK). Po
presmérovani CAR-T bunék nasledovanou produkci cytokinli dochéazi jednak k indukci
vrozené imunitni odpovédi, ktera ni¢i nddorové bunky, které nejsou CAR-T buiikami
rozeznavany, a zaroven se spousti programové zmény v imunosupresorovych buiikach [261].
V ramci této prace byly sestrojeny 4 vektory pro CD19 CAR a sekretovany IL-21, a to jak ve
variant¢ inducibilniho nebo konstitutivniho expresniho systému, a jeden vektor PSMA CAR

s inducibilni sekreci IL-21.
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IL-21 byl vybréan na zaklad¢ ptedchozich experimentii v laboratofi, které ukazaly, Ze kultivace
CAR-T lymfocytt v pfitomnosti IL-21 v médiu vede k preferen¢ni expanzi nezralych T-
bunék, a to Tey a Tsem. Zaroven u téchto T-bunék byla zjisténa nizka exprese inhibi¢nich
receptortt PD-1, LAG-3 a TIM-3 [205]. Samotny interleukin 21 je pleiotropni cytokin, ktery
reguluje jak vrozenou tak specifickou imunitu. Ma silné protinddorové ucinky diky své
schopnosti indukovat a expandovat cytotoxické CD8+ T buiiky, NK a NKT buiiky. Zaroven
mé schopnost potlacovat expresi FOXP3 a expanzi Tr,s [262]. M4 vliv na pieziti a
diferenciaci B-bun¢k a funkci bunék dendritickych [263]. Kromé toho IL-21 ptsobi na
lymfoidni buiky riznych leukémii a lymfomi. Na strané¢ jedné muize podporovat jejich
proliferaci, na stran¢ druhé naopak vyvolat zastaveni ristu a apoptézu [263]. Kromé toho
muze byt protinddorova aktivita IL-21 potencovédna jeho kombinaci s jinymi molekulami
zvySujicimi imunitu, monoklonalnimi protildtkami rozpoznavajicimi nadorové antigeny,
chemoterapii nebo latkami cilenymi na molekuly [263]. Z hlediska své snasenlivosti je IL-21
vhodny také pro kombinované terapeutické rezimy s jinymi latkami [263]. IL-21 se tedy jevil
jako vhodny cytokin pro zaclenéni do CAR receptorti a pipravy tzv. TRUCK.

Konstrukty s inducibilni expresi byly navrZzeny tak, aby samotny CAR receptor a
indukovatelna kazeta pro IL-21 byly soucasti jednoho vektoru. Sice kdyz dva transgeny maji
ruzné transkripcni regulacni jednotky, jsou velmi ¢asto do bun¢k kotransfekovany soucasné
na dvou samostatnych plazmidech, vysledkem je ale smés dvou nebo vice transfekovanych
bun¢k [264]. Zaclenénim do jediného konstruktu tyto kotransfekce odpadaji. Na druhou
stranu ale hrozi, Ze interference mezi dvéma promotory nachazejicich se v jediném konstruktu
ovlivni expresi jednoho z transgend [265-267]. Tento jev je Casto pozorovany u virovych
vektord 1 v pfipadech, kdy dva transgeny jsou umistnény v opacném sméru. To bylo
pozorovano 1 v pfipadech, kdy byl pfipraven jediny virovy vektor pro indukovatelny promotor
obsahujici 4 nebo 6 responsivnich elementdl NFAT nasledovanych minimdlnim IL-2
promotorem, a ktery byl fizen aktiva¢nimi signaly z CD19 CAR [268], coz je i stejné schéma
struktury naSich konstrukti. Proto jsme do vektorti zaclenili kratké izola¢ni sekvence
oddélujici tyto dvé transkripéni jednotky, aby se eventudlné zmirnilo potencialni plisobeni
polyadenylacnich, termindtorovych a promotorovych sekvenci. Kowarz et al pfipravili
podobné nevirové plazmidy s konstitutivnim a inducibilnim promotorem v jediném vektoru
odvozeném od systému Sleeping Beauty. Bunécné linie transfekované jejich vektory bez
problémti exprimovaly sledované geny at’ uz konstitutivné nebo ptisné regulované [269]. My
jsme jako cilovy vektor pro zaklonovani vybraly rovnéz nevirovy transpozonovy systém, a to

PiggyBac. Tento integracni vektor je vhodny pro modifikaci priméarnich T-bunék CAR
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receptory [270-272]. Ma velkou ,,pfepravni* kapacitu pro sekvence delsi nez 100 kb [273,
274], nékteti autoii uvadéji 1 ucinnou integraci sekvenci delSich nez 200 kb [275]. Sekvence
naSich TRUCK CAR receptorti je asi 4.7100 bp, nepiedpokladali jsme proto zadny problém s
naslednym pfenosem do bunék a ani se snizeni ucinnosti transdukce.

Jako indukovatelny promotor byl vybran promotor slozeny z Sesti vazebnich mist pro faktor
NFAT nasledovany minimalnim promotorem pro IL-2. Tento promotor je aktivovany
prostiednictvim signalizace z CAR nebo TCR receptoru, kdy transkripce je fizena
prostiednictvim jaderného faktoru NFAT, ktera vede k produkci a uvolnéni cytokinu IL-21 do
okoli buniky. Tento systém v ramci piipravy raznych CAR receptorii je bézné¢ zavedeny a
vyzkouseny pro inducibilni expresi fady cytokinti [276-278]. Samotny transportni systém ma
nesmirnou vyhodu. CAR-T bunika si nese vlastni gen pro dany cytokin s nadorové
lokalizovanou sekreci. Tyto TRUCK systémy jsou tedy alternativou k aplikaci CAR-T
lymfocytti spojenou s podanim rekombinantniho cytokinu, ktery sdm o sobé¢ mize vyvolat
nezéadouci vedlejsi tcinky [279]. Tézké toxicity byly pozorovany napiiklad pii aplikaci rIL-12
[280], které vedly az ke smrti souvisejici s1écbou [281]. Pravdou je, ze systémova
cytotoxicita vyvolana rIL-21 je dobie tolerovana [282], avSak pfi vysokych koncentracich
muze zpusobovat granulocytopenii a poskozeni jater [283], proto jeho pouziti v TRUCK
systému je urcité pro pacienta benefitem, kdy diky ¢asované produkci IL-21 lze dosdhnout
protinddorové odpovédi bez vyraznych vedlejSich ucinki objevujicich se po aplikaci rIL-21.
Sekvence NFAT IL-21 i s oddélujicimi sekvencemi byla nasyntetizovana na zakazku. Na oba
dva konce sekvence byly navic vlozeny 2 restrikéni mista Nhel a Sall pro snadné vlozeni do
cilovych vektori pPB CAR19 a pPB PSMA CAR myc. Samotné klonovani se obeslo bez
problémi. Od obou vektor se v§ak nepodafilo pfipravit cilovy vektor s obracené¢ vloZenou
sekvenci NFAT IL-21 pfed genem pro CAR receptor. Nemam vysvétleni, pro¢ mezi
testovanymi klony nebyla tato varianta nalezena.

U vSech ¢tyft ptipravenych PB vektort, tj. CAR19 NFAT IL-21, CAR19 IL-21, NFAT IL-21
CAR19 a NFAT IL-21 PSMA CAR, byla Gspésn¢ in vitro ovétena inducibilni exprese I1L-21
po stimulaci receptoru CAR (resp. jeho vazbou na antigen) nebo TCR (zprostfedkované
protilatkou anti-CD3). Nepatrné mnoZstvi sekretovaného IL-21 byla metodou ELISA
zméfeno 1 v lymfocytech exprimujici tyto CAR receptory, aniz by byly stimulovany. Nelze
v tomto ptipadé¢ vyloucit vliv druhého silného promotoru UBC. K ovéieni, zda skutecné
dochdzi k ovlivnéni exprese IL-21 z konstitutivniho promotoru, by bylo potifeba pfipravit
novy vektor se samostatnou sekvenci NFAT-IL-21 a timto vektorem modifikované lymfocyty

zaClenit jako kontrolni bunky do stejnych experiment. Ale s nejvetsi pravdépodobnosti
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sekrece IL-21 u nestimulovanych CAR-T bunck bude zplsobena bazélni expresi z NFAT
promotoru. V préci Jaaloukové ef al. porovnavali bazalni hladiny reportérové exprese fizené
promotorem pro IL-2 o plné délce se syntetickym promotorem slozenym ze 3 opakovanych
NFAT vazebnych sekvenci, ten pravé vykazoval zvySenou bazalni hladinu reportéru [284]. Je
vSak nutno si uvédomit, Ze byt’ nase kontrolni lymfocyty v experimentu nebyly stimulovény,
jde ptesto o populaci zivych proliferujicich bungk, ¢ili ¢aste¢n¢ aktivovanych. I to mize byt
pricinou, pro¢ se detekovalo malé mnozstvi vyprodukovaného IL-21.

I kdyz jsem se podilela na dalSich experimentech in vitro a in vivo s t€mito novymi vektory,
nejsou v této praci uvedeny, a proto nebudou déle diskutovany. Ziskané vysledky z téchto
pokusti jsou zakladem prace Mgr. Stacha a jsou shrnuty v publikaci [210]. Mohu zavérem
zminit, Ze produkovany IL-21 zvektoru NFAT IL-21 CARI19 inhiboval terminalni
diferenciaci CAR-T bunék po jejich aktivaci buitkami nadorovymi, mél vyrazny vliv na
naslednou proliferaci a efektorové funkce lymfocytd in vitro. IL-21 rovnéz vyrazné
eradikoval CD19+ nadory transplantované pokusnym mysim [210].

V druhé c¢asti praci byl sestrojen jesté jeden vektor, a to CAR19 s konstitutivni expresi IL-21.
Byl navrzen jako bicistronicky vektor s jednim promotorem a dvéma transgeny, které jsou
oddéleny samostépicim peptidem T2A. Tento typ vektori koexprimujici vice genl
v pozadovaném pomeéru jsou ,,atraktivni® v fadé¢ biomedicinskych aplikaci vcetné piipravy
CAR-T bun¢k [285, 286]. Obecné, zaclenénim 2A peptidii do vektoru vede k relativné vysoké
urovni exprese gend, které je nasleduji, v porovnani s jinymi strategiemi pro koexpresi vice
gentl. Navic 2A peptidy jsou velice kratké, tudiz predstavuji nizsi riziko interference s funkci
spolecné exprimované¢ho proteinu [286]. Pro samotnou konstrukci vektoru byla pouzita
metoda klonovani oznacovana jako ,,In-Fusion®, kterd umoziuje klonovat PCR produkty do
vektoru v libovolném misté linearizace bez ohledu na ptitomnost restrikéniho mista [287]. Pro
zacleni sekvence pro peptid T2A a IL-21 byly jako templat vyuZity 2 vektory a s pomoci
specifickych primert s pfesahem byly tyto sekvence nasyntetizovany PCR reakci a
zaklonovany bez vétSich problému do cilového vektoru CAR19. Exprese obou zaclenénych
genll ve vysledném konstruktu byla uspésné ovéiena na bunécné linii. Tento vektor byl
otestovan jen v n€kolika malo experimentech a dale se s nim uZ nepracovalo. Ale da se
predpokladat, ze i tento CAR receptor rozsifeny o novou funkci bude mit zvySenou
protindadorovou tuc¢innost. To podporuji 1 data z literatury, kdy naptiklad lymfocyty
modifikované bicistronickym vektorem pro CARI19 s konstitutivni produkci mysiho IL-12
ucinng eradikovaly v mysich nadorové CD19+ bunky [288].
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(iii)

vvvvvv

wev

bunécné slozky a slozitym postupem genetické manipulace [63]. Konecna kvalita produktu je
idealn¢ spojena s méfitelnymi molekularnimi a bunéénymi charakteristikami, které vypovidaji
o klinické aktivité bun¢k. Mezi dulezité parametry patii Cistota pfipravenych CAR-T bungk,
tj. nejen procentudlni zastoupeni T-lymfocytl (bez piimési ostatnich krevnich bunék), ale i
sco nejvysSim procentudlnim zastoupenim CAR+ bunék (s optimalnim rozlozenim
jednotlivych subpopulaci a dal$imi vlastnostmi, jako je stav vy€erpani apod.) [289, 290].

K naplnéni téchto pozadavkl lze dosahnout nejen optimalizovanou technikou genetické
manipulace bun¢k s co nejvyssi ucinnosti, ale i naslednou aktivaci a vhodnymi podminkami
expanze CAR+ bunék. K aktivaci expanze CAR-T bun¢k se vétSinou pouziva nespecificka
stimulace pomoci protilatek anti-CD3 a anti-CD28 [291]. Ale je mozné buiiky aktivovat i
specificky. Napiiklad v praci Singh et al. pouzili pro specifickou expanzi CAR-T buné¢k
letalné ozafené builky K562 modifikované nadorové specifickym antigenem a kostimula¢nimi
molekulami (CD64, CD86, CD137L a membranové vazanym IL-15) [292]. Pro zménu v nasi
laboratoii uspéSné pouzivame protokol elektroporace T-bunék transpozonovym systémem
PiggyBac s naslednou specifickou aktivaci CAR+ bun¢k pomoci protilatky anti-myc vazajici
se na tag v chimerickém receptoru. Na konci expanze dosahujeme populace o Ccistoté
prevySujici 1 90% CAR+ bunék [205].

Ve treti ¢asti dizertacni prace pak byla pfipravena fada vektort pro CAR receptory, které
nesou dal$i epitopy nebo jejich kombinaci, a které¢ by se rovnéz daly vyuzit ke specifické
expanzi CAR-T buné¢k. VétSina tagh, kterd byla do CAR zaklonovana, byla vybrana na
zaklad¢ dat z literatury vénujici se identifikaci epitopi pomoci technologii fadgového displeje.
VSechny takto vybrané kratké peptidy byly Gsp&€Sné zaklonovany do CAR receptorti, aniz by
ovlivnily expresi a funkci samotnych CAR receptorti. Nicméné vétSinu epitopi se nepodafilo
specificky detekovat protildtkou, Slo o dva epitopy pro bevacizumab, dva epitopy pro
basiliximab a po jednom epitopu pro rituximab a cetuximab. Jednim z vysvétleni, pro¢ se
struktury CAR receptoru. Fagovy displej je strategie vystaveni kratkych linearnich peptidi
(které ale mohou mimikovat konformaéni nebo diskontinualni epitop) o velikosti 8-20 zbytkl

fazovanych na konci povrchového proteinu bakteriofaga. Protilatky tyto peptidy pak
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rozeznavaji s vysokou afinitou [293, 294]. Jejich zaclenénim do receptoru o vyssi struktuie
mohly vzniknout v jejich okoli sterické zabrany, které znemoznily pfistup monoklonalnim
protilatkam jakozto velkym, siln¢ glykosylovanym proteiniim ¢i nativni struktura CAR
receptoru mohla snizit vazebnou afinitu epitopti viici zkousenym protilatkam.

Jediné dva peptidy, které se uspésn¢ zaclenily do CAR struktury s naslednou detekci
specifickou protilatkou byly mimotopy H98 a Rp5-L. H98 je 12-merni peptid napodobujici
vazebny epitop proteinu HER2, na ktery se vaze trastuzumab. Mezi nim a HER2 nebyla
nalezena sekvencni homologie a tak pravdépodobné napodobuje konformacni epitop HER2
[212]. Rp5-L je také 12-merni peptid mimikujici epitop CD20, ktery je rozeznavan
rituximabem [218]. Jde o linearni peptid opét bez zjevné sekvenéni homologie k CD20 a
pravdépodobné také napodobuje prostorové blizké motivy rozpozndvané rituximabem [218].
Vlozenim téchto dvou mimotopi do CAR receptorit se tyto jejich vlastnosti nezménily a
elektroporované¢ buiikky po obarveni protilatkami anti-myc a trastuzumabem nebo
rituximabem vykazovaly korelovanou expresi mimotopt s myc-tag.

DalSimi epitopy, které byly vybrany a zaklonovany do CAR receptort, jsou tzv. afinitni tagy
— FLAG a 3x FLAG, kter¢ se béZn€ pouzivaji pro imunoprecipitaci proteint. Predpoklada se,
ze oktapeptid FLAG diky své hydrofilni povaze je umistnén na povrchu fazniho proteinu, a
tak je snadno pfistupny pro protilatky [295]. Ani jeho zaclenénim do wvnitini ¢asti
extracelularni domény CAR receptoru nezmeénilo jeho dostupnost pro protilatku anti-FLAG a
burniky s ni byly snadno a bez problému detekovatelné. 3x FLAG zahrnuje aminokyselinové
zmény v prvnich dvou opakovani sekvence FLAG [296], oproti nému je vice hydrofilni a jeho
citlivost detekce protilatkou anti-FLAG je zvySena fadové [297]. Pivodné jsem si myslela, ze
by to mohla byt zajimava alternativa k ,jednoduchému“ FLAG-tagu zejména pak
v navazujicich experimentech zaméfenych na expanzi CAR-T bunc¢k pomoci protilatky anti-
FLAG. Bylo by zajimavé srovnat, jestli by se i1 n€jak zmeénila samotna aktivace bunék
v reakci na vazbu anti-FLAG na epitop 3x FLAG. Bohuzel, po zaclenéni tohoto tagu do CAR
receptoru nebyla naSe protilatka anti-FLAG schopna epitop dostatecné detekovat, resp. vazala
se asi slabgji. Jednim z vysvétleni by mohla byt samotnd délka peptidu a jeho nasledné
usporadani v tercidlni strukture CAR receptoru, které neumoznilo dostate¢nou vazbu anti-
FLAG. Ta nebyla dostatecna ani ke stimulaci proliferace bun¢k po elektroporaci pies tento
epitop (vysledky nebyly ukazany).

Posledni dva epitopy, které¢ se podatilo uspésné zaclenit do CAR receptorti, byly CD34 a
CD20 epitop 2. Ty byly ptevzaty z publikace, kde je autofi uz pouzily jako tagy ve svych
anti-BCMA CAR receptorech [60]. Jejich CD20 epitop slouZil k depleci CAR-T bunék
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pomoci CDC zprostfedkované rituximabem [60]. Tento epitop jsme vybraly jako kontrolu pro
konstrukty s epitopy Rp5-L a CD20 mimotop. Druhy epitop CD34 autofi pouzivaly
k purifikaci CAR-T bunék po lentivirové transdukci pomoci klinicky certifikovaného kitu
humanCD34 microBead (Miltenyi Biotec) [60]. Jeho implementace do naSich konstrukti by
se mohla v budoucnu hodit pfi praktickém vyuziti CAR receptorit v klinické praxi v ramci
UHKT.

Uspésné se tedy podatilo do CAR receptorts k jiz stavajicimu epitopu myc zaélenit dalsich
pet. Vznikla fada konstruktil se dvéma az tfemi tagy. Multi-epitopy byly zaclenény do PSMA
CAR, CLL-1 CAR, GD-2 CAR a jednoho bispecifického CD19 BCMA biCAR receptoru, u
téchto receptorti byla ovéfena exprese i vazba protilatek na vSechny epitopy, které obsahuji.
S nejvétsi pravdépodobnosti je pouziti multi-epitopli univerzalni, a bylo by je mozné vlozit do
jakéhokoliv CAR receptoru. Z této ,.teorie* se vymyka vektor CAR19 myc H98, ktery se hiife
barvil protilatkou anti-scFv ve srovnani s CAR19, ale i trastuzumabem ve srovnani s PSMA
myc H98. Nicméné CAR19 myc H98 jako jediny neni odvozen od piivodniho CAR19, nechal
se cely nasyntetizovat komer¢ni firmou. Je tu tedy urcitd pravdépodobnost, Ze jeho horsi
exprese na bunikdch nemusi byt zplisobena zaclenénim myc a H98, ale tfeba chybou
v sekvenci kdekoliv ve vektoru.

Zaclenéné epitopy do CAR receptorii umoziuji snadnou detekci CAR-T bunék pomoci
pritokové cytometrie a pomoci nich by bylo moZzné monitorovat jejich pfitomnost v periferni
krvi po infuzi pacientovi. K tomu by byly vhodné protilatky anti-myc i1 anti-FLAG, které s
vysokou citlivosti buiikky detekuji. Epitopy, které rozpoznavaji, nejsou u clovéka ptirozeng,
takze bunky by byly jasné identifikovatelné. Naopak k monitorovani CAR-T bunék
v periferni krvi se nehodi epitop Rp5-L. Molekula CD20, kterou rozpoznava rituxamab, se
pfirozené vyskytuje na B-lymfocytech. Pouziti epitopu HI98 k tedekci CAR-T bunck by bylo
trochu problematické v pfipadé hematologickych pacienti. Protein HER2/neu, na ktery se
vaze trastuzumab, je sice v nizkych hladindch exprimovan pouze v normalnich tkénich
epitelialnimi bunitkami gastrointestinalniho, respiracniho, reprodukéniho a mocového traktu, a
epitelidlnimi buiikami, kize, prsu a placenty [298]. Lymfocyty HER2/neu neexprimuji, coz
bylo vidét i na obrazcich z pritokového cytometru, kde byly touto protilatkou barveny
netransdukované buitky a CAR-T buiiky by byly jasn¢ identifikovatelné. Ale u ptiblizné 30%
pfipadi ALL je HER2/neu exprimovan na leukemickych bunikach [299], coz by detekci
znaén€ zkomplikovalo. Obdobné je to i s molekulou CD34, kterd je pfevazné povaZzovana za
marker hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bungk, ale je i rovnéz exprimovana

leukemickymi blasty u nékterych podskupin pacientti [300].
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Pivodnim zdmérem, pro¢ jsme se rozhodli epitopy zaclenit do CAR receptorti, byla snaha
rozsifit paletu protilatek, které by bylo mozno pouzit ke specifické expanzi CAR+ bunék po
elektroporaci. M¢lo jit o protilatky, které jsou schvalené pro klinickou praxi a v souladu
s GMP by mohly byt vyuZity pfi rutinni vyrobé CAR-T bundk v UHKT. Jedinym epitopem,
pomoci kterého Slo nastimulovat expanzi CAR+ bunék, byl epitop FLAG, jenze protilatka
anti-FLAG nespliiuje vyse zminéna kritéria. Casteéné fungoval i epitop CD34, kdy pomoci
protilatky anti-CD34 imobilizované na plastik se lymfocyty aktivovaly k ristu. Zajimavé bylo
zjisténi, Ze tato protilatka na rozdil od anti-myc a anti-FLAG nefungovala v ptipad¢, kdy byla
k bunikam pfidana vdzana na kuli¢kach. Pro¢ v tomto pifipad¢ misto stimulace riistu dochazelo
k zabiti bun¢k, nemam vysvétleni, ale pravdépodobné anti-CD34 vazana na kulickach bude na
buiiky plsobit stejné jako trastuzumab a rituximab. Ani pomoci téchto protilatek, at uz
adherovanych k povrchu ¢i vdzanych na kuli¢kach, nebylo docileno aktivace expanze CAR-T
bun¢k, ba naopak, buiky in vitro G¢inné zabijely. Stejny jev byl pozorovany in vivo, kdy u
pokusnych mysi, kterym byl injektovan trastuzumab, dochédzelo k u¢inné eradikaci CAR-T
bunck. Jednou z mozZnosti jak vysvétlit, pro¢ k tomuto efektu dochdzelo, je bunécnd
cytotoxicita zdvisld na protilatkdch nebo cytotoxicita zprostiedkovand komplementem.
Pravdépodobnost, ze by CAR+ bunky po elektroporaci, které byly stimulované
trastuzumabem nebo rituximabem, zabijely NK buiky pfitomné v populaci, je velmi mala.
Roli nebude hrat ani komplement, protoZze se pii kultivaci in vitro pouzivalo teplotné
inaktivované médium. Pro ovéfeni byly provedeny pokusy ADCC a CDC in vitro, kdy
naexpandované CAR-T bunky exprimujici epitop H98 byly kultivované v rizném mnozstvi
solubilniho trastuzumabu a rizném poméru autolognich NK bun¢k nebo v rizném mnozstvi
solubilniho trastuzumabu v pfitomnosti lidského séra v médiu (vysledky nejsou soucasti
dizertacni prace). V zddné skupin¢ vsak nedochéazelo ke smrti CAR-T bunck v porovnéani
s kontrolnimi skupinami. Pokud vS8ak tyto naexpandované CAR-T buiky byly kultivované
v ptitomnosti kuli¢ek s vazanym trastuzumabem, buniky jim byly hyperaktivovany, zvysil se
pocet bunck exprimujicich CD69, zvysila se 1 samotnéd hladina CD69, buiiky siln¢€ sekretovaly
INF-y (vysledky nebyly ukazéany), zvysila se u nich granularita a zacaly velmi rychle umirat.
Kuli¢ky s navazanym trastuzumabem pravdépodobné pokryly cely povrch buiiky, u které tak
mohlo dojit k nadmérné stimulaci prostiednictvim CAR receptoru s naslednou smirti
pfipominajici proces aktivaci indukované bun&tné smrti (AICD) [301]. Jakym zpusobem
dochdzelo k eradikaci CAR-T bun€k pomoci trastuzumabu v mySich neni znamo, a asi by

bylo tteba ovéftit, Ze in vivo nedochazi k hyperaktivaci bun€k, coz by bylo nezadouci.
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Byly provedeny i pokusy na mysich, kde stejnym zpiisobem se sledovala deplece CAR-T
bun¢k pomoci rituximabu, a na kterych jsem se podilela, ale koneéné vysledky nemam
k dispozici, proto nemohu epitopy H98 a Rp5-L srovnat.

Jesté zminim, Ze byla uspésné vyzkousena i pozitivni selekce CAR-T bunék pomoci epitopti
myc a CD34 pomoci magnetické separace (vysledky nejsou soucasti dizertacni prace).
Bezpecnost CAR-T produkti musi byt zajisténa i1 po aplikaci pacientovi. Adoptivni
imunoterapie je ¢asto spojena s vedlejSimi ucinky, nékdy az ohrozujicimi na zZivoté. Brzy po
zahajeni terapie mohou adoptivné pienesené builky rychle expandovat a vyvolat silnou
cytokinovou boufi. Soucasné lyze nadorovych bunék mize vyvolat syndrom rozpadu nadoru.
Po eradikaci malignich bunék se mohou objevit i vedlej$i ucinky v disledku zki¥izené
reaktivity CAR-T bunék vici zdravé tkani [302-304]. Proto je Zadouci mit k dispozici
mechanismy ke kontrole toxicity.

Myslenka zaclenit do CAR-T lymfocytu bezpecnostni mechanismus pro jejich vypnuti
v piipad¢ potieby neni nikterak nova. Uz v roce 2011 byla publikovana prace, kde autofi
ptipravili zkraceny lidsky polypeptid odvozeny od receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(huEGFRt), ktery postradal extraceluldrni doménu pro vazbu ligandu a zaroven aktivitu
intracelularniho receptoru tyrozin kindzy [305]. Peptid si ale zachoval vazebny epitop pro
protilatku cetuximab. Po lentivirové kotransdukci s CAR receptorem umoznoval huEGFRt
selekci pozitivnich bungk, ale slouZil 1 jako marker sledovéani adoptivné pfenesenych CAR-T
bunc¢k pomoci pratokové cytometrie a zaroveil umoznoval eliminaci in vivo mechanismem
bunétné cytotoxicity zavislé na cetuximabu [305]. V praci Philipové at al. transdukovali
pomoci retrovirti do T-bunék gen pro membranove vazany 136 AK dlouhy arteficidlni protein
RQRS, ktery byl rozeznavan dvéma protilatkami, anti-CD34 a rituximabem. Jednalo se o
jeden z prvnich komplexnich markeri a zarovenl sebevraZzedného genu s potencidlnim
vyuZzitim v genové terapii pomoci zavedenych klinickych ¢inidel a terapeutik (klinicky
schvaleny systém CliniMACS CD34 od Mitneyi a rituximab). Protein rovnéz dovoloval méfit
ucinnost transdukce, selekci transdukovnych bunék, ale 1 selektivni deleci [123]. Multi-
epitopy zaclenéné do nasich CAR receptort toto v§e umoznuji také. Oproti dvéma piedeSlym
pfistuptim ale maji jednu vyhodu. Jsou soucasti samotného CAR receptoru, tudiZ neni potieba
transdukce buné€k dal$im genem navic, zaroven nehrozi, ze by CAR-T bunky ztratily expresi
téchto epitopt, a tak vSechny budou zasazeny pii depleci. Pfi transdukci buné¢k dvéma geny
existuje urcitd pravdépodobnost, ze by se in vivo mohla vyskytnout mald populace CAR-T
bun¢k, do kterych se druhy gen nedostal, a ty by pak nemohly byt U¢inné eradikovany.

Podobné konstruované vektory obsahujici multi-epitopy byly ukdzany napf. v jiZ zminéné
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praci, z které byly ptfevzaty sekvence pro peptidy CD34 nebo CD20 epitop 2 [60]. Jind
strategie byla zvolena v praci Stefanie Koristka ef al., kde vyuzili maly peptidovy epitop E-
tag zacClenény do spacerové oblasti CAR receptoru a ktery je rozpoznavan paralelné
pripravenymi anti-E-tag CAR-T bunkami. Takto upravené T-bunky se snazily vyuzit k 0¢inné
eliminaci CAR-T buné¢k pfimo v tkdnich vzhledem k polocCasu a omezené penetraci protilatek
do téchto mist [306]. Je pravdou, ze protilatky jsou schopné proniknout pouze n€kolika
vrstvami bunék mimo cévy a jsou tak heterogenné distribuovany v nadorech a
mikrometastazich [307]. Nicméné nekonjugované protilatky jsou dobie tolerovany a mohou
byt podavané ve vyssich davkach, tim se saturuji receptory na bunéénych vrstvach blize ke
krevni céve, coz umoziuje protilatce difundovat dale nadorem [308]. Tim padem by mohly
byt protiladtkou zasazeny i CAR-T buiiky uvnitf nadoru.

Dal$im moznym problémem, ktery by mohl omezit pouziti multi-epitopli in vivo, je
potencidlni imunogenicita sekvenci epitopti myc, FLAG a mimotopti CD34, H98 a Rp5-L.
Soucasné imunoterapeutické protokoly vSak pouzivaji v dobé podani CAR-T bunék piipravné
rezimy lymfodeplece v hluboké imunosupresi [309], coz vyrazné snizuje vyskyt a rozvoj
imunitni odpovédi proti témto sekvencim.

Je mozné polozit si jest¢ otazku, zda je vyhodnéjsi bunééna deplece pomoci mimotopu H98
nebo Rp5S-L. Trastuzumab, neboli herceptin, je humanizovand monoklonalni protilatka,
vyrazné zlepSuje vysledky 1é€by Zzen s HER2 pozitivnim karcinomem prsu [310]. Pokud je
trastuzumab podavan soub&zné se systémovou chemoterapii, miize zlepSit celkové pieziti
nebo preziti bez onemocnéni, ackoliv 1écba je spojena s kardiotoxicitou. Ta se projevuje
hlavné poklesem ejekéni frakce levé komory a abnormdlni srde¢ni funkci [311, 312].
Vyskytuje se az u 7% pacientl, pokud je trastuzumab podavan v monoterpii, v kombinaci
sjinymi latkami az u 13-27% [313]. Mechanismus, ktery je zdkladem kardiomyopatie
vyvolané trastuzumabem, neni zcela jasny. Nékteti autofi se domnivaji, Ze to mizZe souviset s
pritomnosti receptoru HER2 na povrchu kardiomyocytti [314]. Naproti tomu monoterapie
rituximabem je vétSinou u pacientl velmi dobfe sndSena, ale s vy$Sim rizikem vyskytu
oportunnich infekci diky depleci B-lymfocytt [315, 316], nicméné s moZnosti intavendzniho
podani imunoglobulinti podle potieby. Pro pacienta by tak byla asi tedy ,,vyhodné&jsi* deplece
CAR-T bungk rituximabem, zejména pii pouziti PSMA CAR nebo GD2 CAR T-bunék, ¢ili
v 1é¢bé solidnich nadort. Naopak, u hematoonkologickych pacientti, kteti dostavaji rituximab
jako soucast 1écby, neptipada deplece pomoci né€j v ivahu, protoze by nebyl kompatibilni s

pfenosem CAR-T bunék. U nich by bylo vhodné podat CAR-T bunky s mimotopem H9S.
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Zavéren lze shrnout, Ze jednotlivé epitopy, které se do CAR receptori zaradily, lze

kombinovat pro vyuziti v ramci genové terapie jednak pro zjednodusSeni, a tim 1 zefektivnéni a
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7. ZAVER

V této préci bylo nové zkonstruovano 26 vektort pro CAR receptory a dalsi dva vektory byly
funkcéné charakterizovany. CAR receptory byly sestrojeny pro celou fadu antigennich cili, a
to proti molekulam CD19, CD20, PSMA, GD2, CLL-1 a BCMA. CAR receptory byly
strukturné vylepSeny pro zlepseni funkénich vlastnosti CAR-T lymfocytu.

Vektory, kterych si cenim nejvice, jsou ty s vlozenymi mimotopy Rp5-L a H98. Oba dva
obsahuji kratké sekvence pro depleci CAR-T bunck. Zejména vektor s mimotopem H98 je
originalni v tom, ze doposud v literatufe nebyla deplece bunék pomoci protilatky trastuzumab
popsana.

Vektory CAR19 a PSMA CAR s inducibilni expresi cytokinu IL-21 vyrazné zvySovaly pocet
CAR-T lymfocytl v nadorovych modelech in vitro, a ty jediné byly prozatim uspéSné

opublikovany.
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Timto bych chtéla ctendri podékovat za precteni, a zdrovern se mu i trochu omlouvdm,
protoZe nejsem Zddny spisovatel... Prdci jsem chtéla puvodné koncipovat jinak, ale po
odchodu z laboratore jsem prisla o vétsSinu primdrnich dat, coZ se odrazilo i na kvalité

nékterych obrdzki. Doufdm, Ze mi prominete.
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Abstract

Background aims. Clinical-grade chimeric antigenic receptor (CAR)19 T cells are routinely manufactured by lentiviral/
retroviral (LV/RV) transduction of an anti-CD3/CD28 activated T cells, which are then propagated in a culture medium
supplemented with interleukin (IL)-2. The use of LV/RVs for T-cell modification represents a manufacturing challenge due
to the complexity of the transduction approach and the necessity of thorough quality control. Methods. We present here a
significantly improved protocol for CAR19 T-cell manufacture that is based on the electroporation of peripheral blood mono-
nuclear cells with plasmid DNA encoding the piggyBac transposon/transposase vectors and their cultivation in the presence
of cytokines IL-4, IL-7 and IL-21. Results. We found that activation of the CAR receptor by either its cognate ligand (i.e.,
CD19 expressed on the surface of B cells) or anti-CAR antibody, followed by cultivation in the presence of cytokines IL-4
and IL-7, enables strong and highly selective expansion of functional CAR19 T cells, resulting in >90% CAR'T cells. Ad-
dition of cytokine I1.-21 to the mixture of II.-4 and IL-7 supported development of immature CAR19 T cells with central
memory and stem cell memory phenotypes and expressing very low amounts of inhibitory receptors PD-1, LAG-3 and
TIM-3. Conclusions. Our protocol provides a simple and cost-effective method for engineering high-quality T cells for adop-

tive therapies.

Key Words: CAR T cells, cancer immunotherapy, IL-4, IL-7, IL-21, piggvBac transposon

Introduction

Current manufacture of clinical-grade CART cells is
primarily based on lentiviral/retroviral (LV/RV) trans-
duction of T cells followed by anti-CD3/CD28
activation, which enables generation of large numbers
of transduced T cells. However, the use of viral vectors
for clinical grade manufacturing has to follow a com-
plicated set of rules to minimize biohazards associated
with their use. Such a high level of manufacturing com-
plexity leads to high costs and limits the availability
of the technology itself. Thus, there is a general need
for an easier method of CAR-T manufacture. One such
approach is based on the electroporation of transposon
vectors such as Sleeping Beauty or piggyBac in the
form of plasmid DNA [1,2]. These methods are,

however, considered less efficient than I.V/RV because
of poor cell growth after electroporation and lower
transduction efficiency compared with LV/RV.
However, the use of transposons significantly reduces
the overall costs of the manufacturing process and
reduces the biological risks associated with the use of
LV/RV [3]. Additionally, the maximum size of LV/
RV is limited to approximately 10kB base pairs between
LTRs, whereas transposons such as piggyBac can easily
integrate far larger constructs, and their effective-
ness is basically limited only by decreasing efficiency
of electroporation of larger DNA molecules [4]. Recent
discoveries in the CAR field suggest that there is a
need to transfer multiple transgenes simultaneously,
such as suicide genes, cytokines, decoy receptors,
dominant negative receptors or multiple CARs [5].
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Transter of such large DNA sequences via LV/RV is
impossible, which thus justifies the effort to improve
transposon-based techniques of T-cell gene engineering.

The manufacture of CAR'T cells is usually achieved
by anti-CD3/CD28 activation followed by cultiva-
tion in the presence of exogenous interleukin (IL)-2
[6]; proliferating T cells are then infected with LV/
RV to express the CARs. This is a well-established
approach but one that has several limitations (in ad-
dition to low capacity of LV/RV); for example, it also
induces an expansion of non-transduced T cells, and
the anti-CD3/CD28 activation in combination with
exogenous IL-2 drives T cells toward terminal effec-
tor differentiation at the expense of memory cell
formation [7]. Currently, several alternative methods
for T-cell expansion have been described; these
protocols substituted II.-2 for other cytokines, such
as [L-4, IL-7, IL-15 or IL-21, or activators of the Wnt
pathway, such as glycogen synthase-3f} inhibitor
TWS119 [8], which increased the proportion of less-
differentiated T cells with central memory/stem cell
memory features. Some of these protocols were orig-
inally developed for the manufacture of multivirus-
specific T cells [9], and they are based on T-cell
stimulation with antigenic peptides derived from viral
antigens, followed by cultivation in the presence of
cytokines IL.-4 and IL-7. This cytokine mix supports
the retention of a central memory phenotype by T cells
and promotes T-cell survival by up-regulating anti-
apoptotic molecules. This procedure has been used to
manufacture Good Manufacturing Practice (GMP)-
grade multivirus-specific T cells, which were then
successfully used for the treatment of viral infections
such as cytomegalovirus, Epstein-Barr virus and ad-
enovirus in patients after allogeneic bone marrow
transplantation [10]. Similar protocols based on IL-7
and I1.-21 were also developed for the manufacture
of CART cells [8,11-13]. These results thus indi-
cate that the differentiation of CART cells toward the
terminal effector stage can be reduced by cytokines
IL-7 and IL-21.

The quality of the manufactured product depends
not only on the functional properties of CART cells
but also on their frequency, which is the result of the
transduction efficiency. Because the transduction of
larger DNA constructs using LV/RV is inefficient,
certain methods have been developed to enrich for
transduced T cells. A nice example of this that was
tested clinically is a procedure based on the co-
transduction of a chimeric IL-4/IL.-2 receptor, which
delivers a selective mitogenic signal to transduced T
cells by culturing them in IL-4 instead of IL-2 [14].
Although this approach works, it prevents the use of
alternative cytokine combinations and requires mod-
ification with another chimeric cytokine receptor. We
present in this article an easier technique that is based
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on a selective activation of transduced T cells with anti-
CAR antibody or through recognition of the CAR-
specific ligand (i.e., CD19 in the case of CAR19 T
cells). We show that the activation of CAR either by
recognition of CD19* B cells or by anti-CAR anti-
body in the presence of exogenous IL-4 and IL-7
enables selective proliferation of transduced T cell.
Next, we show that IL.-21 (in combination with II.-4
and IL-7) prevents terminal differentiation of CAR19
T cells and reduces expression of inhibitory recep-
tors TIM-3 and PD-1 by CARI19T cells. Our method
represents a substantial improvement of currently used
electroporation/transposon-based methods of CAR19
manufacturing because it does not require special
feeder cells and enables reliable and simple genera-
tion of clinical doses of CAR19 T cells.

Methods
Cell source

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were iso-
lated from buffy-coats obtained from blood donors or
from fresh whole blood samples obtained from lym-
phoma patients. The use of all human materials was
approved by the institutional review boards, and all
donors signed an informed consent with the study.

DNA plasmids and sequences

As has been previously described [15], CAR19 con-
tains 4-1BB costimulatory domain and T-cell receptor
zeta domain. Prostate specific membrane antigen
(PSMA) CAR has been prepared by cloning Vh and
VI chains from antibody J591 followed by Myc epitope
into the 4-1BB-zeta CAR backbone via InFusion
cloning. Both CARs were cloned into the piggyBac
vector behind the UBC promoter via BamHI/EcoRI
[1] to generate pPB CAR19 and pPB PSMA CAR.
Hyperactive piggyBac transposase is driven by the cy-
tomegalovirus promoter [1]. Plasmids were purified
by standard techniques using EndoFree kits (Qiagen).

The amino acid sequence of CARI19 is:
MALPVTALLLPLALLLHAARPTREVQLQQSGPE
LVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMWVKQKPG
QGLEWIGYVNPYNDGTKYNEKFKGKATLTSD
KSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGPYYYGSSP
FDYWGQGTTVTVSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIVMTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLEN
SNGNTYLNWYLQKPGQSPQLLIYRVSNRFSGVL
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCLQVT
HVPPTFGAGTKLEIKRTSPTTTPAPRPPTPAPTIA
SQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWA
PLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRRRVKRGRKK
LLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGG
CELRVKEFSRSADAPAY QQGQNQLYNELNLGRRE
EYDVLDKRRGRDPEMGGKPQRRKNPQEGLYN
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ELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQ
GLSTATKDTYDALHMQALPPR

The amino acid sequence of PSMA CAR is
MALPVTALLLPLAILITIHAARPTREVQLQQSGPE
LVKPGTSVRISCKTSGYTFTEYTIHWVKQSHGK
SLEWIGNINPNNGGTTYNQKFEDKATLTVDKS
SSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAAGWNFEFDYWGQ
GTTVIVSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVM
TQSHKFMSTSVGDRVSIICKASQDVGTAVDWYQ
QKPGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTD
FTLTITNVQSEDLADYFCQQYNSYPLTFGAGTM
LEIKREQKLISEEDINGTTSPTTTPAPRPPTPAPT
IASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYI
WAPLAGTCGVLLLSIVITLYCNHRNRRRVKRGR
KKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEE
GGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLG
RREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPQRREKNPQEG
LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDG
LYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Cell culture, transfections and magnetic bead isolation

For all experiments, we used CellGro medium
(CellGenix) supplemented with 10% heat-inactivated
10% fetal calf serum (Gibco) and penicillin/
streptomycin (Gibco).

PBMCs were prepared from buffy coats or fresh
blood samples by gradient centrifugation using
Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare) after sepa-
ration cells were rested overnight in cell medium.
The next day, cells were transfected with Neon
electroporator (Thermo Fisher Scientific) similarly to
the description by Ramanayake et al. [3]: 4 x 10° cells
were resuspended in 100 pL buffer T and mixed
with 5 pg plasmid DNA (2:1 mixture of piggyBac
vector expressing the CAR and a plasmid expressing
a hyperactive piggyBac transposase) and were
electroporated 1 x 20 ms/2300V using 100-pL tips (in
some experiments, 10-uL tips were used as well). Af-
terward, cells rested again overnight and were
stimulated the next day.

To stimulate T cells with antibodies, anti-CD3 and
anti-CD28 mouse mAb (Miltenyi Biotec) or mouse
anti-Myc tag Ab (Cell Signaling) were diluted in
phosphate-buffered saline (PBS) at a concentration
1 ug/ml and adhered onto a cell culture plastic for
1 h at 37°C; they were then washed with PBS and used
for cell activation.

Cell medium was supplemented with cytokines:
1000 U/mL of IL-2 (Proleukin, Roche), 20 ng/mL IL-
4, 10 ng/mL IL-7 and 20 ng/mL IL-21 (all Miltenyi
Biotec). Cells were fed with fresh medium every 3-4
days according to the growth rate.

HEK293 (ATCC CRL-1573) cells were kept in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium and trans-
fected with cDNA encoding CD19 (Origene cDNA
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clone SC127938) using Metafectene Pro reagent
(Biontex). Ramos is a CD19* Burkitt lymphoma cell
line (ATCC CRL-1596), PC3 is prostate carcinoma
cell line negative for PSMA (ATCC CRL-1435) and
LNCap is prostate carcinoma cell line positive for
PSMA (ATCC CRL-1740).

To isolate CAR' T cells, we stained CAR19T cells
with fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled goat
anti-mouse antibody (Jackson ImmunoResearch), fol-
lowed by labeling with anti-FITC magnetic beads
(Miltenyi Biotec), and positive cells were isolated on
an LS column. To deplete B cells, PBMCs were labeled
with biotinylated anti-CD19 antibody. Cells were then
incubated with ant-biotin magnetic beads (Miltenyi
Biotec) and separated on an LS magnetic column.
Negative fraction depleted from B cells was then
electroporated with CARI19 transposon using 10-puL
tips (4 x 10° cells).

Antibodies, fluorescence-activated cell sorting and
Junctional assays

Mouse anti-human CD3 APC-Cy7, CD45RA Alexa
Fluor 488, CD45R0O BV786, CCR7 BV605, CD95
PeCy5 and PD1 Pe-Dazzle 594 were obtained from
BioLegend. CD4-Pacific Blue, CD8 Alexa Fluor 700
were purchased form Exbio. Live cells were identi-
fied using LIVE/DEAD stain kit (Thermo Fisher
Scientific).

To detect CAR transgene, cells were stained with
Alexa-647, or FITC-labeled FAB: fragment of Goat
anti-Mouse IgG (Jackson ImmunoResearch), this
polyclonal antibody reacts with mouse anti-CD19 scFv
in the CD19 CAR. To detect PSMA CAR, cells were
labeled with unlabeled rabbit anti-Myc tag antibody
(Cell Signaling) followed by Alexa 647-labeled goat
anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch). If CAR
T cells were stained for additional surface antigens,
cells were first labeled with goat anti-mouse anti-
body, washed twice and blocked with 10% mouse
serum, then were stained with fluorescently labeled
mouse mAb. The specificity of staining was exten-
sively tested to rule out possible binding of mouse
antibodies to cells via goat anti-mouse Ab used to
detect CAR.

To measure cytokine production, HEK293 cells
were transfected with CD19 cDNA or control plasmid
DNA (empty vector). The next day, CART cells were
added into the wells with transfected HEK cells, and
after 4 h of co-incubation, GolgiPlug (eBiosciences)
was added at a concentration of 1 pug/mL. Cell were
then left overnight in the incubator (~12 h). After the
incubation period was over, cells were fixed and
permeabilized using Cytofix/Cytoperm kit (BD Bio-
sciences) and stained with fluorescently labeled mouse
mADb antibodies to surface antigens, and cytokines
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interferon (IFN)-yamma, tumor necrosis factor
(TNF)-o and I1.-4 (all eBiosciences).

Cytotoxic test was performed as follows: Ramos
cells were labeled with 5 pmol/L. carboxyfluorescein
succinimidyl ester (Sigma) in cell medium for 5 min
at room temperature, washed and mixed with effec-
tor'T cells in 96-well flat bottom plate. After overnight
incubation, DAPI at a concentration of 100 ng/mL
(Sigma) was added to cells, and the number of dead
Ramos cells was determined by fluorescence-activated
cell sorting (FACS).

To visualize cytotoxicity of PSMA CAR'T cells,
monolayers of PC3 or LNCap cells were incubated
with CART cells, and after 3 days, cells were imaged
with phase-contrast microscope with digital camera
(Olympus).

To determine the degranulation of CAR T cells,
cells were incubated with or without Ramos B cells
at ration of 1:1 for 4 h, phycoerythrin-labeled anti-
CD107a Antibody (Exbio) was added to the cell
medium at the beginning of co-incubation. After 4 h,
cells were harvested and labeled with anti-CD8 and
anti-CD4 antibodies and analyzed by FACS.

FACS samples were analyzed with BD Fortessa
instrument, and FACS data were processed by Flow]Jo
software. Statistical analysis was performed with
GraphPad Prism software using unpaired z-test.

Results

Qur experience with the manufacture of antiviral T
cells shows that a supplementation of cell medium with
IL-4 + IL-7 efficiently supports the in vitro expan-
sion of antiviral T cells after stimulation with antigen
[9]. Thus, we tested this approach to produce CD19-
specific CAR'T cells. First, PBMCs were electroporated
using the Neon device with piggyBac transposon
vectors encoding the CAR19 transgene and hyperac-
tive piggyBac transposase (i.e., CAR19 transposon).
The next day, cells were stimulated with immobi-
lized anti-CD3+anti-CD28 mAbs or left unstimulated.
Next, both stimulated and unstimulated cell cul-
tures were supplemented with cytokines IL-2 or
1L-4 + IL-7. After 7 days, cells were analyzed for the
expression of CAR19 by staining with goat anti-
mouse Ab, which reacts with the scFv portion of
CARI19 (Figure 1A). After 14 days, we compared the
expansion of non-stimulated cells grown in IL-2 or
IL-4 + IL-7 (Figure 1B).The results in Figure 1A show,
that the stimulation with anti-CD3+anti-CD28 mAbs
induced a polyclonal expansion of T cells, while the
cultivation in the presence of cytokines only (i.e.
without anti-CD3+anti-CD28 mAbs) resulted in much
higher frequency of CAR19" T cells among cultured
cells (32% vs. 90%). However, we found that cells
grown in IL-4 + IL-7 expanded at later time points
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significantly more than cells grown in IL-2 (Figure 1B).
This experiment suggested to us that signaling via the
CARI19 transgene in the presence of exogenously added
IL-4 and IL-7 enables selective expansion of trans-
duced T cells.

To verity this hypothesis, PBMCs were depleted
from B cells via anti-CD19 magnetic beads before
electroporation with CAR19 transposon. Electroporated
T cells were then grown alone in IL-4 + IL-7 or were
mixed back with sorted B cells, and then further cul-
tured for 12 days. The data in Figure 1C show that
electroporated PBMCs depleted from B cells did not
grow significantly, whereas the same cells stimulated
with anti-CD3/CD28 efficiently expanded, demon-
strating their viability. When we mixed electroporated
T cells with sorted autologous B cells, we observed
a selective expansion of CAR19 T cells. This experi-
ment thus demonstrates that recognition of B cells by
CARI19T cells in the presence of IL-4 and I1-7 enables
their priming and expansion.

We have then determined the proliferation capac-
ity of CAR19 T cells grown in various cytokine
combinations: IL-2, IL-4 + IL-7, IL-4 + IL-7 + IL-2
and IL-4 + IL-7 + IL-21 and compared the growth
after 24 days with the widely used type of cultivation
anti-CD3/CD28 plus IL-2. The data in Figure 2 show
that (i) IL-2 alone was not sufficient to initiate good
and sustained proliferation of CAR19 T cells, which
had to be pre-activated with anti-CD3/28 antibodies
to expand; (ii) IL-4 + IL-7 enabled proliferation of
CARI19 T cells, and additional cytokine stimulation
with IL-2 or IL-21 (or IL-15, data not shown) did
not result in significant enhancement of the cell growth;
and (ii1)) CAR19 T cells treated with anti-CD3/
CD28 plus IL-2 grew to similar numbers as cells grown
in IL-4 + IL-7.

The next key question was to determine the per-
centage of CARI19T cells in cultures generated under
these conditions. We found that polyclonal activa-
tion of electroporated T cells (i.e., anti-CD3/CD28
plus IL-2) resulted in a significantly lower percent-
age of CARIO T cells (~30%) than cells grown in
IL-4 + IL-7 (~90%), IL-4 + IL-7 + IL-2 (~90%) or
IL-4 + IL-7 + IL-21 (>95% of all cells were CAR pos-
itive; Figure 3A). The composition of the cytokine
cocktails, however, had a significant effect on the
ratio of CD4" to CD8" T cells (Figure 3B). We found
that the cultivation in the presence of exogenous
IL-4 + IL-7 or IL-4 + IL-7 + IL-21 favored the ex-
pansion of CD4T cells (none of them were regulatory
T cells; data not shown), whereas expansion induced
by anti-CD3/CD28 plus IL-2 treatment resulted in
the majority (>80%) of all CAR19 T cells being of
CD8* type (Figure 3B). Next, we compared the ef-
fector functions of CAR19 T cells prepared under these
conditions. The experiment shown in Figure 3C and
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Figure 2. Anti-CD3/CD28 activation is not required for expansion of CAR19 T cells in the presence of IL-4 + IL-7. PBMCs were electroporated
with CAR19 transposon (4 x 10° cells in 100-uL tips per sample) and then incubated in the presence of the cytokines as indicated in the
legend. The graph shows the total number of cells at indicated time points. The non-activated cells (i.e., without any exogenous cytokines)
and cells grown only in the presence of IL-2 did not expand. The differences in the expansion among the samples in the first four groups

were not significant (NS), n=5.

3D demonstrates that all groups of CAR19 T cells were
equally cytolytic (Figure 3D) and degranulated to
similar levels (Figure 3C) after co-incubation with the
Ramos B cell line. These results thus demonstrate that
the activation of CAR19 T cells through recognition
of CD19 on B cells in the presence of IL-4 + IL-7 leads
to an almost pure population of cytotoxic CARI19
T cells.

Next, we determined the production of effector
cytokines TNF-alpha and IFN-gamma by CAR19T
cells (Figure 4).To do that, we transfected the HEK293
cell line with cDNA encoding antigen CD19 and used
the transfected HEK cells as stimulators for CAR19
T cells, whereas non-transfected HEK cells served as
a negative control. The presented data (two out of five
representative donors are depicted) show that (i) the
response of CAR19 T cells is specific to antigen CD19
because no cytokine production was detected after
incubation with HEK cells were transfected with
control DNA and (ii) CD4" CARI19 T cells grown in
IL-4 + IL-7 produced more TNF-alpha than CAR19
T cells grown under anti-CD3/CD28+IL-2 conditions
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and CD8" CAR19 T cells grown under anti-CD3/
CD28+IL-2 conditions produced more IFN-gamma
than cells from remaining groups. Further, we did not
detect any significant production of IL-4 in any group
(data not shown). These results further demonstrate
acquisition of effector functions by CAR19 T cells.

The experiments presented thus far were done with
PBMCs obtained from healthy donors, and therefore
we wished to determine whether this technique would
also be functional with PBMCs obtained from pa-
tients undergoing chemotherapy for B-cell lymphoma.
We tested PBMCs from six patients; each patient had
a normal complete blood cell count at the time of the
experiment, but because of previous treatment with
rituximab, they had very low numbers of B cells in
the peripheral blood. The data in Figure 5 show that
we were able to induce expansion of CAR19 T cells
in four of six patients similarly to healthy donors. These
cells were also cytotoxic against Ramos cells (results
not shown) However, the efficiency of the expansion
depends on the presence of B cells in the blood of the
donors.



CAR T-cell gene engineering using piggyBac transposon 513

A
*de
r—
Il
% 80 = —
= = £
& 80
= 40
g -
® 09 =
L]
l— r v r
W 3 & N
R : £
oF ,gv\ W h;;}
(9'-}(’ § Y
&
&
C
- 60 .i. ET
8 O 3
§ 40 = =
=
g
5 20
g
2 . | fim

N A VIS ¢
S g

A W &

& 8

& )

B

o * *

K ¥ i

14

3 T & .

-

[a] ]

e s s

% 20

& . rs
R S S
D o =

,gﬁd&x & W
& iy
D

©

E 80

g NG [ cD4+CAR1S

% a [a— [ cDbe+CAR19

5w

g

= 20

&=

g |l| |I| (=

= IS I I~ 4

Figure 3. Cultivation in the presence of [L-4 + IL-7 results in almost pure population of cytotoxic CAR19 T cells. Cells prepared in Figure 2
were further analyzed to determine the percentage of CAR19 T cells and their functionality. The graphs show the percentage of CAR19*
cells (A) and the percentage of CD4" CAR19 T cells (B) out of all live cells. The effector functions of CAR19 T cells were determined by
cytotoxic assay against Ramos B cell line (C). Effector to target ratio (E:T) is 3 and 1. (D) The graph shows the level of degranulation of
both CD4™ and CD8" subtypes of CAR19 T cells after co-incubation with Ramos B cells. Before these two assays, CAR™ T cells from
anti-CD3/CD28+IL-2 group were sorted with magnetic beads to obtain a homogenous population of pure CARI9 T cells (>90%). Non-
transfected control cells are anti-CD3/28 activated T cells grown in the presence of IL-2, n = 5.

Supplementation of culture medium with cytokines
such as IL.-2, I1.-7, IL-15 and IL.-21 has been shown
to influence the phenotype and expansion of CART
cells [16,17]. Similarly, we have performed a com-
prehensive FACS analysis to determine variations in
the differentiation status of CAR19T cells. The central
memory T cells (Tem) were identified as CD45RA™
CD45RO*CCRT, the effector memory T cells (Tem)
were CD45RA"CD45R0O* CCR7", the memory stem
cell T cells (Tscm) were CD45RA+CD45R0
CCR7°CD95"CD27°CD28" and the effector T cells
were CD45RA+CD45RO CCR7-CD95+, (naive
CD45RA'CD95 T cells were not detected; data not
shown). Additionally, we determined the expression
of inhibitory receptors TIM-3, LAG-3 and PD-1 on
CARI19 T cells.

We found that CD8" CAR19T cells cultivated in
the presence of IL-4 + IL-7 + IT.-21 were mostly of
Tcm phenotype. In addition, they contained more
Tscem and fewer Tem than cells grown under other ex-
perimental conditions (Figure 6). When we analyzed
the expression of antigens CD27 and CD28 (Figure 7),
we found that approximately 75-80% of CD8+CAR19
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T cells generated in the presence of IL-4 + IL-7 + IL-21
were highly positive for both antigens, whereas 10-
fold fewer cells were similarly positive in cultures
generated under anti-CD3/CD28+IL-2 conditions.
Most interestingly, we observed (Figure 8) that both
CD4" and CD8+CAR19 T cells in cultures supple-
mented with IL-21 expressed undetectable amounts
of TIM-3, whereas CAR19 T cells grown under
anti-CD3/CD28+4I1L-2 conditions had approximate-
ly 40% TIM-3 positive CD8+CAR19 and 20% TIM-3
positive CD4" CAR19T cells. A similar, albeit less pro-
nounced, effect was observed for PD-1, but no
significant effect was found for LAG-3. We did not
detect any CTLA-4" cells (data not shown).

IL.-21 prevents terminal differentiation of CAR19
T cells in vitro, helps them maintain an immature
phenotype and prevents upregulation of inhibitory re-
ceptors TIM-3 and PD-1.

We have demonstrated that CAR19 T cells expand
in the presence of autologous B cells. To further analyze
the mechanisms of CAR T activation in vitro, we have
transduced T cells with a CAR specific for an antigen
that is not expressed by PBMCs to eliminate the
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with CD19 cDNA and used as stimulators for CAR19 T cells manufactured in the presence of cytokines as indicated in the figure. After
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Figure 5. CAR19 T cells can be generated from PBMCs ob-
tained from patients undergoing chemotherapy for non-Hodgkin
lymphoma. Fresh blood samples (5 mL) were subjected to a Ficoll
gradient centrifugation and electroporated (4 x 10° cells in 10-uL
tips) with CAR19 transposon. After electroporation, cells were cul-
tivated in the presence of IL-4 + IL-7 for 24 days. The graph shows
the fold expansion of each sample. Two of six samples did not
expand, possibly due to the low number B cells due to previous
rituximab (anti-CD20 Ab) therapy.
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priming by endogenously expressed target cells. We se-
lected the PSMA CAR [18], which is not expressed
on the surface of PBMCs. The structure of the PSMA
CAR is identical to CAR19 except for the extracel-
lular part encoding the anti-PSMA scFv and a Myc
tag located after the scFv. The amino acid sequence
of both CARs is provided earlier in the Methods
section.

The data in Figure 9 show the results of an ex-
periment in which the PBMCs were electroporated
with PSMA CAR transposon followed by activation
with immobilized anti-Myc tag antibody that
reacts with extracellular part of PSMA CAR or were
activated polyclonally with anti-CID3/28 antibodies.
After activation, cells were cultivated in the presence
of IL-4 + IL-7 for 24 days. We found that anti-Myc-
treated cells expanded to significantly higher numbers
than anti-CD3/28-treated cells, whereas no signifi-
cant expansion was detected in the third group of anti-
Myc treated cells grown in the absence of exogenous
cytokines (Figure 9A). Next, we found that anti-Myc-
treated cells contained >95% of PSMA CAR'T cells,
while the anti-CD3/28 treated cells contained only
~10% of PSMA CAR'T cells (Figure 9B). Both types
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Figure 6. Combination of cytokines IL-4 + I1-7 + IL-21 enhances the expansion of a less differentiated CAR19 T cells with Tcm and Tsem
phenotypes. Cells were grown in the presence of indicated cytokines for 24 days and then were analyzed by FACS to determine the dif-
ferentiation status of CD4* CAR19 T cells and CD8" CAR19 T cells. The central Tcm were identified as CD45RA CD45ROCCR7*; the
Tem were CD45RACD45R0™ CCR7; the Tscm) were CD45RA"CD45ROCCR7" CD95"CD27°CD28", the effector T cells were
CD45RA*CD45RO CCR7 CD95%, naive CD45RA'CD95 T cells were not detected (data not shown), n =5.

of PSMA CART cells specifically killed PSMA* target
cell line LnCAP (Figure 9C,D) at similar levels.
We thus provide evidence that signaling via the
CAR transgene in the presence of IL.-4 and IL-7
enables efficient and selective expansion of trans-
duced T cells and their differentiation into cytotoxic
CAR T cells. The addition of IL.-21 helps maintain
their immature phenotype and reduces the expression
of inhibitory receptors TIM-3 and PD-1 without neg-
ative effects on the cytotoxic functions of CART cells.

Discussion

Significant improvements of electroporation-based
genetic modification of T cells was achieved in the past
through the use of genetically modified feeder cell lines
expressing various co-stimulatory and cytokine ligands
[2]. The expansion of CART in the presence of modi-
fied K562 cells expressing CD19, 4-1BB ligand and
IL-15 was effective but required many days of culture
[2]. For GMP-grade manufacturing, the master cell
banks of the artificial antigen presenting cells had to
be prepared and extensively characterized, which
increases costs and limits the widespread use of the
this technique. In contrast, we found that the
electroporation of CAR19 transposon triggers a spon-
taneous activation of transfected T cells through
recognition of B cells and results in their proliferation
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in the presence of cytokines IL-4 and IL-7. If
I1.-21 is added with IT.-4 + IL.-7 to the cell medium,
proliferating CAR19 T cells maintain their early
memory phenotype and express low amounts of in-
hibitory receptors TIM-3 and PD-1 compared with
cells generated under anti-CD3/28 + IL-2 condi-
tions. This mechanism also works using an anti-CAR
antibody to initiate CAR T activation, which makes
this technique universally applicable to CARs specif-
ic to other antigens. We successfully generated
approximately 100-150 x 10° CAR T cells from one
electroporation of 4 x 10° PBMCs after 24 days in witro
and this process can be easily scaled up to produce a
clinical dose of about 1 x 10° CAR T cells.

There are several approaches to specifically expand
transduced CAR T cells without any additional ma-
nipulation, such as magnetic bead sorting. An elegant
method developed by Ramanayake ez al. [3] is based
on a repeated re-stimulation of CAR19 T cells with
irradiated autologous PBMCs, and it most likely works
through stimulation of CAR19T cell through B cells
similarly as we have observed. Another nice molecu-
lar trick described by Wilkie ez al. uses a chimeric
cytokine receptor composed of extracellular IL-4 fused
with the intracellular IT-2 chain that is co-expressed
with CAR. This artificial receptor delivers an IL-2—
specific mitogenic signal upon culture in IT-4, resulting
in expansion of a pure population of CART cells [19].
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Figure 7. Cultivation of CAR19 T cells in the presence of IL-4 + I1.-7 + IL-21 supports the expansion of immature CD27 (high) CD28(high)
population of CAR19 T cells. The numbers in each dot plot indicate the percentage of cells within the gate out of all CD4' or CD8" CAR19

T cells. Two of five representative donors are shown.

Our data show that similar results can be achieved
through a simple step that is based on a TCR-like ac-
tivation of transduced CAR T cells via ligation of the
CAR.We constructed a PSMA CAR that can be easily
activated with anti-Myc tag antibody and is not spon-
taneously activated after electroporation into PBMCs.
Similar to experiments shown in Figure 1B, we found
that anti-Myc tag antibody induces activation of
PSMA CAR'T cells and their intensive proliferation
in the presence of IL-4 + IL-7. Thus, our approach,
based on a selective activation of transduced CART
cells with anti-CAR antibody or, with a physiologi-
cal ligand (i.e., B cells) in the case of CARI19, also
effectively induces expansion of CAR T cells. Inter-
estingly, however, this method works only if CART
cells are cultivated in the presence of I1L-4 + IL-7;
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supplementation of cell medium with only IL-2 was
insufficient (Figure 2).

The combination of cytokines IL-4 and IL.-7 was
shown to be superior to IL.-2 to manufacture clinical-
grade antiviral T cells [9]. IL-7 is mainly produced
by non-hematopoietic cells such as specialized
lymphoid stromal subsets in lymphoid organs. It is
absolutely required for the development of second-
ary lymphoid tissues and for the development of
T cells in the thymus [20]. In addition to its role in
lymphoid development, it also promotes the mainte-
nance of activated T cells recruited into the secondary
lymphoid organs and has strong pro-survival effects
on T cells in vitro [21]. IL-4 is produced by T cells,
mast cells and basophils and primarily shapes the
immune response by inducing Th2 type differentiation
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Figure 8. Cultvation in the presence of [1-4 + I1-7 + IL-21 reduces the expression of inhibitory receptors PD-1 and TIM-3 on CD4"CARI19

T cells (left) and CD8" CAR19 T cells (right), n = 5.

of T cells. In addition to T-cell effects, it stimulates
the proliferation of activated B cells accompanied by
immunoglobulin class switching and production of
immunoglobulin E and Gl. Besides its well-known
TH2-polarizing ability, IL.-4 also delivers a strong pro-
survival signal to T cells and can inhibit apoptosis of
activated T cells similarly to cytokines IL-7, IL-15
and IL-2 [21,22]. IL-21 does not have such well-
defined effects on T cells; it is mainly produced by
activated T cells but targets a broad range of lym-
phoid and myeloid cells of the immune system and
therefore is able to regulate innate and acquired
immune responses [23]. In contrast to IL-2, it is not
a T-cell-specific growth factor, but it seems that IL-
21 can block terminal differentiation of T cells (similarly
to Wnt pathway activation) and also support T-cell
proliferation [8]. The addition of IL-21 to the cocktail
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of IL-4 and IL-7 thus inhibits terminal differentia-
tion of rapidly proliferating CAR'T cells. In agreement
with these observations, our analysis of the pheno-
types of CAR19 T cells revealed that cultivation in
the presence of II.-4 + IL-7 + IL-21 favors the ex-
pansion of Tem and T'sem and increases the proportion
of CD4+CARI19 T cells. The majority of CAR19 T
cells generated under these conditions was also highly
positive for CD27 and CD28, which suggests that
they were of immature phenotype. Similar findings
were reported by Kaartinen er al. [11], who demon-
strated that low IL.-2 concentration in combination
with anti-CD3/28-based activation favored the devel-
opment of early memory CAR'T cells. This suggest
that high IL-2 concentrations drive T cells toward
the terminal developmental stages. In accordance with
that study, we similarly found that high concentrations
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ilarly determined by a 3-day co-culture with LNCap or PC3 cells. CAR19 T cells were used as a negative control. (D) The images show
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n=4.

of IL-2 supported terminal differentiation of CART
cells (Figure 7).

Tscm are thought to better repopulate recipi-
ents, survive longer in vivo and be less susceptible to
tumor suppression mechanisms; therefore, it is be-
lieved that adoptive T-cell therapy will be more effective
with this T-cell subtype. Singh er al. [13] showed that
exogenous IL-21 helps to generate CAR T cells with
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a less differentiated phenotype. Similarly, a recent report
[8] showed that the Wnt signaling pathway, in com-
bination with IL.-21, is important for T'scm generation.
The addition of the glycogen synthase-3f inhibitor
TWS119 into in vitre cultures of CAR19 T cells to-
gether with I1.-21 and IL-7 resulted in expansion of
Tscm CART cells. Our data show that CAR19T cells
generated under IL-4 + IL-7 + IL-21 conditions
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contained approximately 10% of CD8" T'scm CAR19
T cells, while CAR19 T cells generated under
IL-4 + IL-7 + IL-2 contained none. Our data thus show
similar effects of IL-21 on T-cell development as those
described by Sabatino er al. We are currently study-
ing the effects of TWS119 on CART=cell differentiation
using our experimental system. The ability of IL-21
to block differentiation of CART cells toward terminal
phenotypes is certainly a unique feature of IL.-21, and
this cytokine will be most likely included in future ex-
pansion protocols.

We also found that that the cultivation of CAR19
T cells in the presence of IL-4 and IL-7 supports ex-
pansion of CD4+ CARI19T cells (Figure 3B). The anti-
tumor role of CD4* CAR T has not been clearly
determined yet, but it has been shown that CD4"
CAR T cells are cytotoxic [24], and the existence
of cytolytic CD4" T cells is also a well-known fact
because they play important role in antiviral cyto-
toxic T-cell responses. Our data show that both CD4"
and CD8" CARI19T cells were cytotoxi.c because they
degranulated (Figure 3D) and produced IFN-gamma
and TNF-alpha after stimulation with CD19" target
cells. It is believed that CART cells should contain
both CD4" and CD8" subsets because there are reports
suggesting that CD4" CAR'T cells might provide help
and support the antitumor functions of CD8" CAR
T cells [25].

In conclusion, we have developed a simple method
for manufacturing CAR19 T cells based on the
electroporation of piggyBac transposon vector and cul-
tivation in the presence of cytokines IL.-4, IL-7 and
IL.-21. The manufacturing process does not require
special feeder cells and was specifically designed to be
compatible with current GMP rules. We are now pre-
paring a clinical trial to test the efficiency of CAR19
T cells prepared via this protocol.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article History: Background: The efficiency of chimeric antigen receptor (CAR) T-cell-based therapies depends on a sufficient
Received 22 January 2020 expansion of CAR T cells in vivo and can be weakened by intra-tumoral suppression of CAR T cell functions,

Accepted 13 August 2020 leading to a failure of therapy. For example, certain B-cell malignancies such as chronic lymphocytic leukemia

are weakly sensitive to treatment with CAR T cells. Co-expression of proinflamatory cytokines such as IL-12
and IL-18 by CART cells have been shown to enhance their antitumor function. We similarly engineered CAR
T cell to co-express IL-21 and studied the effects of IL-21 on CAR T cells specific to CD19 and prostate-specific
membrane antigens using an in vitro co-culture model and NSG mice transplanted with B-cell tumors.
Results: IL-21 enhanced the expansion of CAR T cells after antigenic stimulation, reduced the level of apopto-
sis of CAR T cells during co-culture with tumor cells and prevented differentiation of CAR T cells toward late
memory phenotypes. In addition, induced secretion of IL-21 by CAR T cells promoted tumor infiltration by
CD19-specific CAR (CAR19) T cells in NSG mice, resulting in reduced tumor growth. By co-culturing CAR19 T
cells with bone-marrow fragments infiltrated with CLL cells we demonstrate that IL-21 reduces the immuno-
supressive activity of CLL cells against CAR19 T cells.

Conclusions: CAR19 T cells armed with IL-21 exhibited enhanced antitumor functions. IL-21 promoted their
proliferation and cytotoxicity against chronic lymphocytic leukemia (CLL). The results suggest that arming

Key Words:

CART cells

chronic lymphocytic leukemia
interleukin 21

piggyBac transposon

CAR T cells with IL-21 could boost the effectiveness of CAR T-mediated therapies.
© 2020 Published by Elsevier Inc. on behalf of International Society for Cell & Gene Therapy.

Introduction

Various strategies are currently being explored to improve the func-
tionality of chimeric antigen receptor (CAR) T cells and enhance their
survival in vivo. In addition to T-cell receptor engagement and co-stimu-
latory signaling, cytokines play a critical role in modulating T-cell func-
tion. Therefore, an appealing strategy is to engineer CAR T cells to
produce cytokines that enhance anti-tumor responses by acting on
tumor stroma or influence CAR T cells directly in a paracrinefautocrine
manner. Several pro-inflammatory cytokines, including 1L-12, IL-15 and
IL-18, that are co-expressed by CAR T cells have been shown to modu-
late their anti-tumor functions [1-3], supporting this strategy. The
authors studied another relevant cytokine as a potential enhancer of
CAR T cells, IL-21. [L-21 is a pleiotropic cytokine that acts on many lym-
phocyte subsets but in natural T cells and CAR T cells promotes

* Correspondence.
E-mail address: otahal@uhkt.cz (P, Otahal).

https://doi.org/10.1016/j.jcyt.2020.08.005

expansion and the maintenance of the early memory phenotype [4].
Interestingly, the effects of IL-21 are counteracted by high concentra-
tions of IL-2, which directs CAR T cells toward terminal memory pheno-
types and, eventually, activation-induced cell death (AICD) [5]. It is
thought that such early memory CAR T cells (CDG2L+/CCR7+/CD45RA
+/CD28+/CD27+/CD95+/PD-1-) have enhanced in vivo persistence and
provide greater anti-tumor effects than the more differentiated T-cell
subsets [6,7]. These experimental observations were further verified by
the outcomes of clinical studies with CD19-specific CAR (CAR19) T cells
in patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), showing
that more efficient treatment correlated with an increased number of
less differentiated CAR T cells with early memory phenotype [8].
Although CAR19 T cells have been shown to be highly effective against
B-ALL, their efficiency against indolent B-cell lymphoproliferative dis-
eases, such as chronic lymphocytic leukemia (CLL), is significantly
weaker [9]. Recently, CLL cells were shown to directly inhibit prolifera-
tion of CAR19 T cells [10] and impede their functions. The efficiency of
CAR T cells against solid tumors is even worse, as solid tumors induce

1465-3249/© 2020 Published by Elsevier Inc. on behalf of International Society for Cell & Gene Therapy.
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abortive activation and apoptosis of infiltrating lymphocytes, which pre-
vents their long-term expansion [11].

These facts led the authors to further study the effects of IL-21 on
memory differentiation of CAR T cells. The authors hypothesized that
the efficiency of CAR T cells can be augmented by modulating their
memory differentiation by inducing the expression of [L-21. The
authors constructed an artificial nuclear factor of activated T cells
(NFAT) promoter, as described for IL-12 or IL-18 [1,3,12], which
becomes activated upon anti-genic stimulation of CAR T cells. The
authors prepared human CAR T cells to react to prostate-specific
membrane antigen (PSMA) and CD19 antigen co-expressing NFAT-
regulated IL-21 (NFAT IL-21). CAR T cells were manufactured via elec-
troporation of piggyBac transposon vector, followed by in vitro
expansion in a cocktail of cytokines containing IL-4, IL-7 and IL-21, as
the authors described previously [6], resulting in a homogeneous
population of >90% CAR+ T cells with an early memory phenotype.
CAR T cells were then repeatedly restimulated with tumor cells in
vitro or analyzed in NSG mice transplanted with B-cell lymphoma
cells. To study the effects of CAR19 T cells against CLL, the authors
developed an in vitro model based on co-cultivation of CAR19 T cells
with bone marrow (BM) fragments obtained from patients with CLL
that were infiltrated by CLL cells.

The authors found that IL-21 inhibited terminal differentiation of
CAR T cells after anti-genic restimulation with tumor cells and pro-
moted their expansion and the development of effector functions. By
contrast, IL-2 enhanced the expansion of CAR T cells to lower levels,
with opposite effects on memory differentiation, producing termi-
nally differentiated CAR T cells expressing significantly more PD-1.
CART cells engineered with induced secretion of IL-21 had increased
anti-tumor effects against B-cell tumors transplanted in NSG mice
and enhanced activity against CLL cells compared with non-armed
CAR19 T cells. In summary, the authors’ results show that IL-21 is an
important regulator of T-cell memory development and suggest that
modification of CAR19 T cells to secrete IL-21 upon their activation
could be another way to enhance their therapeutic potency—for
example, against weakly sensitive B-cell malignancies, such as CLL.

Methods
Cell source

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
buffy coats obtained from blood donors. The use of all human materi-
als was approved by the institutional review board, and all donors
signed informed consent for the use of biological materials. Ramos is
a CD19+ Burkitt lymphoma cell line (American Type Culture Collec-
tion CRL-1596). LNCaP is a prostate carcinoma cell line positive for
PSMA (American Type Culture Collection CRL-1740). BM fragments
were obtained by trephine biopsy from donors with newly diagnosed
CLL, and 20-90% infiltration of the BM was verified by fluorescence-
activated cell sorting (FACS) and immunohistochemistry.

DNA plasmids and sequences

CAR19 and PSMA CAR constructs have been described previously
[6,13]. Both CARs have the same design and contain a 4-1BB co-stim-
ulatory domain and T-cell receptor zeta domain. The hyperactive pig-
gyBac transposase is driven by a cytomegalovirus promoter [14]. To
construct the NFAT IL-21 vector, the promoter was synthesized con-
taining x6 NFAT binding motif, minimal IL-2 promoter, human full-
length IL-21 and SV40 polyA. This segment was cloned behind the
CAR sequence in the same direction as the CAR gene into CAR19 and
PSMA CAR vectors via Xhol-Sall. All CAR constructs were cloned into
the piggyBac vector behind the ubiquitin C promoter. For fluorescent
labeling of T cells, green fluorescent protein (GFP) was cloned into a
piggyBac vector in a manner similar to that used for the CAR
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constructs. Plasmids were purified by standard techniques using
EndoFree kits (Qiagen, Germany). The sequences of PSMA CAR and
NFAT promoter are provided in the supplementary material. The
sequence of CAR19 has been published previously [13].

Cell culture, electroporation and antibody stimulation

For all experiments, the authors used CellGro media (CellGenix,
Germany) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum
(Gibco, USA) and the antibiotics penicillin and streptomycin (Gibco,
USA). PBMCs were isolated from buffy coats or fresh blood samples
by gradient centrifugation using Ficoll-Paque premium (GE Health-
care). After separation, cells were transfected with a Neon electropo-
rator (Thermo Fisher Scientific, USA); 1 x 10e7 cells were
resuspended in 100 ,.L buffer T and mixed with 5 pg plasmid DNA
(2:1 mixture of piggyBac vector expressing CAR and a plasmid
expressing a hyperactive piggyBac transposase) and electroporated
for 20 ms at 2300 V using 100-uL tips. Cells then rested overnight in
cell media with cytokines. The next day, the cells were stimulated
with immobilized antibodies or left unstimulated. To manufacture
GFP+ CAR T cells, a 2-4g GFP pPB vector was added to a mixture of
plasmids. Virtually all GFP+ cells were positive for CAR and GFP— cells
negative for CAR (data not shown).

To stimulate T cells with antibodies, both anti-CD3 and anti-CD28
mouse monoclonal antibodies (Miltenyi Biotec, Germany) and mouse
anti-myc-tag antibody clone 9E10 (Exbio, Czech Republic) were
diluted in phosphate-buffered saline at a concentration of 1 mg/mL
and adhered onto a cell culture plate for 1 h at 37°C. The cells were
washed with phosphate-buffered saline and used for cell activation.
After 3 days of stimulation, cells were replated onto new culture
plates.

Cell media were supplemented with cytokines as follows:
1000 U/mL IL-2 (Proleukin; Roche), 20 ng/mL IL-4 (Miltenyi Biotec),
10 ng/mL IL-7 (Miltenyi Biotec) and 40 ng/mL IL-21 (Miltenyi Biotec).
Cells were fed with fresh media containing cytokines every 3—4 days
according to growth rate. To sort cells by FACS, the authors used fluo-
rescently labeled antibodies and isolated on a FACSAria instrument
(BD Biosciences, USA).

Antibodies, FACS and enzyme-linked immunosorbent assay

Mouse anti-human CD3 APC-Cy7, CD45RA Alexa Fluor 488, CCR7
BV605, CD45RA-BUV737 (clone HI100), CD62L-BV650 (clone DREG-
56), CD56-BUV563 (clone NCAM16.2), CD244-APC (clone 2-G69),
BTLA-BV421 (clone ]J168-540), CD3-BV786 (clone UCHT1), Tim3-
BV480 (clone 7D3), CD160-PE (clone B455), PD1-BB700 (clone
EH12.1), TIGIT-BV421 (clone 741182) and LAG3-PE (clone T47-530)
were purchased from BD Biosciences (USA). LAG3-PE-eFluor610
(clone 3DS223H) and LAG3-APC (clone 3DS223H) were purchased
from eBioscience (USA). TIGIT-PE-Cy7 (clone A151536), CD4-
qDOT605 (clone S3.5), CD28-PE-Cy7 (clone CD28.2) and PD1-PE
(clone EH12.2H7) were purchased from BioLegend (USA). CD8-AF700
(clone MEM-31), CD27-PE-Dy590 (clone LT27), Myc-FITC (clone
9E10), CD107a-PE (clone H4A3) and Annexin V-Phycoerythrin were
purchased from Exbio. CD57-APC-Vio7701 (130-104-197), Myc-FITC
(120-003-159), CD28 (clone 15E8) and CD3 (130-093-387) were pur-
chased from Miltenyi Biotec. CD4-PB (clone RPA-T4) was obtained
from Sony (USA). Live cells were identified using a fixable blue dead
cell stain kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

To detect the CAR transgene, cells were stained with Alexa-647-
or Alexa-488-labeled Fab2 fragment from goat anti-mouse IgG (Jack-
son ImmunoResearch, UK). This polyclonal antibody reacts with
mouse anti-CD19 scFv in CAR19. To detect PSMA CAR, cells were
labeled with anti-myc-tag antibody clone 9E10 (Exbio). Cells were
labeled with goat anti-mouse antibody, washed twice and blocked
with 10% mouse serum and then stained with fluorescently labeled
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mouse monoclonal antibodies. The specificity of staining was exten-
sively tested to rule out possible binding of mouse antibodies to cells
due to the goat anti-mouse antibodies used to detect CAR.

To visualize in situ proliferation of CAR19 T cells, Ramos cells were
adhered onto polylysine-coated (Merck, USA) chambered glass cover-
slips (Labtek, USA), and adherent LNCaP cells were directly grown on
glass slides. Next, cells were briefly co-incubated with CAR T cells at a
low E:T ratio and then overlaid with 0.5% agarose prepared in cell
media. Cells were imaged using a fluorescent microscope with a digi-
tal camera (Olympus, Japan).

To determine the degranulation of CAR T cells, cells were incu-
bated with or without Ramos B cells at a 1:1 ratio for 4 h. Phycoery-
thrin-labeled anti-CD107a antibody (Exbio) was added to the cell
media at the beginning of the co-incubation. After 4 h, cells were har-
vested and labeled with anti-CD8 and anti-CD4 antibodies and ana-
lyzed by FACS on a FACS LSRFortessa instrument (BD Biosciences). To
detect apoptotic cells, fluorescent caspase-3/7 substrate (Life Scien-
ces, USA) was added to the cells for 30 min before FACS analysis.

To detect IL-21, CAR T NFAT 21 cells were stimulated overnight
with anti-CD3 antibody or Ramos cells. After incubation, cells were
freeze-thawed twice and the supernatants centrifuged to remove cell
debris. The samples were then analyzed using an IL-21 enzyme-
linked immunosorbent assay kit (BioLegend, USA). Absorbances were
determined on an enzyme-linked immunosorbent assay plate reader
and concentrations of IL-21 calculated against IL-21 standards pro-
vided with the kit using an Excel spreadsheet.

The production of interferon gamma was determined using a
cytokine capture kit (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, T cells cultured in the presence of CLL cells for
7 days were restimulated with Ramos B cells for 4 h in the presence
of an interferon gamma labeling reagent. The cells were then washed
and labeled with an interferon gamma detection reagent and mono-
clonal antibodies. FACS samples were analyzed using the LSRFortessa
instrument (BD Biosciences) and FACS data processed using Flow]o
software. Statistical analysis was performed using Prism software
(GraphPad). The gating strategy for the phenotype analysis is pro-
vided in supplementary Figure 1.

In vitro co-cultivation assays

CAR T cells were cultured together with their tumor target cells at
a 1:5 E:T ratio without cytokines or with the addition of IL-2 or IL-21.
Ramos cells were used for CAR19 and LNCaP cells for PSMA CAR. The
CAR T cells were restimulated with cells two to three times every
3—4 days depending on the experiment. To restimulate CAR T cells
with BM fragments, a BM specimen obtained by trephine biopsy was
cut with a blade into several pieces approximately 2 mm in size. BM
fragments were cultured in a suspension of CAR19 T cells (1 million/
mL) for 24 h and then gently washed with fresh media and cultured
for 12 days in media without cytokines. Microscopic images of GFP+
cells were taken during the culture using a confocal microscope to
asses infiltration of the BM. At the end of the experiments, BM frag-
ments were washed with media and dissociated by pipetting and
then used for functional assays and FACS analysis. The differences
between groups were analyzed by a two-tailed unpaired t-test using
Prism software (GraphPad).

In vivo experiments and statistical analysis

In vivo studies were approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee. Immunodeficient NOD.Cg-Prkdcscid
112rgtm1Wjl/Sz], or NSG, mice (Jackson Laboratory) were maintained
in individually ventilated cages under specific pathogen-free condi-
tions. Groups of five or six mice aged 612 weeks and of the same
sex were injected subcutaneously with 5 x 10e6 Ramos B cells. After
12 days, when large macroscopic tumors had formed, the mice

received one intravenous dose of 5 x 10e6 CAR T cells. Both CAR19
NFAT IL-21 and control CAR19 T cells were grown in 1L-4, IL-7 and IL-
21. After another 18 days, the mice were killed, tumors excised and
weighed and tumor tissues mechanically dissociated by pipetting
and analyzed by flow cytometry for the presence of human CD4 and
CD8 T cells. The differences between groups were analyzed by a two-
tailed unpaired t-test. Mice were also analyzed by one-way analysis
of variance with Dunnett’s multiple comparison post-test using Prism
software (GraphPad). All animal work was performed under
approved ethical guidelines.

Results

To characterize the prepared cells, the authors determined the
percentage of CAR19 T cells with early memory phenotype or a stem
cell memory-like (Tscm-like) phenotype, characterized by expression
of antigens CD45RA, CD62L, (D27 and CD28 [7]. The data in
Figure 1A show that the majority of CAR19 T cells cultivated in the
presence of IL-4, IL-7 and IL-21 were mostly of the early memory
phenotype. Both cultivation methods produced CAR19 T cells with an
activated phenotype, as the authors detected upregulation of antigen
CD95 (Figure 1F). The expansion of CAR19 T cells did not require
anti-CD3/CD28 stimulation because the transduced T cells were acti-
vated by B cells, which were present in the mixture of electroporated
PBMCs. Omitting anti-CD3/CD28 activation enabled selective expan-
sion of the modified T cells, yielding >90% CAR+ T cells [6], and did
not significantly influence the phenotype of CAR19 T cells. By con-
trast, cultivation in the presence of IL-2 plus activation with anti-
CD3/CD28 antibodies yielded a population with a very low number of
Tscm-like CAR19 T cells (Figure 1A).

CAR19T cells grown in IL-4, IL-7 and IL-21 had significantly better
viability than CAR19 T cells grown in the presence of [L-2 with anti-
CD3/CD28 after anti-genic restimulation with Ramos B cells
(Figure 1B). The addition of IL-2 or IL-21 during co-cultivation with
Ramos B cells improved their expansion, but the effects of IL-21 were
stronger (Figure 1C). The authors noted minimal expansion of CAR19
T cells grown in the presence of IL-2 with anti-CD3/CD28 in the
absence of exogenously added cytokines. Subsequently, the authors
determined the memory phenotype (Figure 1D) and expression of
exhaustion marker PD-1 (Figure 1E) on CAR19 T cells after restimula-
tion with Ramos B cells. The addition of IL-21 maintained the Tscm-
like phenotype of proliferating cells, whereas the addition of IL-2
induced the expansion of more differentiated CAR19 T cells express-
ing high levels of PD-1 compared with non-restimulated CAR19 T
cells (Figure 1E). These results suggest that IL-21 promotes not only
the expansion of CAR19 T cells but also the maintenance of early
memory phenotype and improves their survival after anti-genic
restimulation with tumor cells.

In the next experiment, the authors sorted CD8+ CAR19 T cells
expressing CD62L+ and CD45RA+ (Figure 2A) and restimulated them
twice with Ramos B cells in the presence of IL-2 or IL-21. Similar to
previous experiments, the addition of IL-21 significantly enhanced
expansion more than the addition of IL-2 (Figure 2B), and the CAR19
T cells restimulated in the presence of IL-21 retained their immature
phenotype (>90% of cells were CD27+CD28+CD62L+) (Figure 2C). By
contrast, the addition of IL-2 during restimulation resulted in a signif-
icant loss of expression of CD62L, CD27 and CD28, indicating that
although IL-2 promotes the expansion of CAR19 T cells, it induces
their differentiation toward effector CD8+ T cells.

Next, the authors assessed the effects of I1L-21 on CAR19 T cells
grown in the presence of IL-2 and vice versa. Unsorted CAR19 T cells
grown in the presence of IL-2 with anti-CD3/CD28 were co-cultured
with Ramos B cells in the presence of IL-21, and CAR19 T cells grown
in the presence of IL-4, IL-7 and IL-21 were co-cultured with Ramos B
cells in the presence of IL-2 (Figure 2D). IL-21 enhanced the expan-
sion of Tscm-like CAR T cells during co-culture, but the upregulation
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Figure 1. IL-21 promotes expansion of CAR19 T cells and maintenance of early memory phenotype after anti-genic restimulation. (A) Percentage of Tscm-like (CD45RA+/— CD62L+
CD27++ CD28++) CAR19 T cells in the product obtained by cultivating in a mixture of IL-4, IL-7 and IL-21 or a mixture of IL-4, IL-7 and IL-21 plus activation with anti-CD3/28 antibod-
ies or CAR19 T cells manufactured by cultivation in IL-2 activated with anti-CD3/28 antibodies. (B) Percentage of viable (non-apoptotic) CAR T cells after co-cultivation with Ramos
cells for 5 days. No exogenous cytokines were added to the cells in this experiment. The viability was determined with fluorescent caspase-3/7 substrate and a DNA dye (DAPI). (C)
The fold expansion after two rounds of restimulation with Ramos cells in the presence or absence of IL-2 or IL-21. (D) Percentage of Tscm-like CD8+ CAR T cells after two rounds of
restimulation with Ramos cells in the presence of IL-2 or IL-21. (E) Percentage of PD-1+CD8+ CAR T cells after two rounds of restimulation with Ramos cells in the presence or
absence of IL-2 or IL-21. The white bar shows the expression of PD-1 on the product without restimulation with Ramos cells. N = 3; error bars indicate SEM. Significance was deter-
mined by unpaired t-test. (F) Histogram of the expression of CD95 on non-co-cultivated CD4+ and CD8+ CAR T cells in one representative donor compared with CD4+ and CD8+ T
cells from a healthy donor. ns (not significant) P = 0.05, * P < 0.05, *** P < 0.001. DAPI, 4’ 6-diamidino-2-phenylindole; ns, not significant; SEM, standard error of the mean; w/o,

without.

of PD-1 depended on the presence of IL-2. If IL-2 was added during
the co-culture of CAR T cells prepared in IL-4+IL-7+IL-21, it induced
the downregulation of CD62L, CD27 and CD28 but did not induce the
upregulation of PD-1 (Figure 2D, middle panel). By contrast, the addi-
tion of IL-21 during the co-culture of CAR T cells prepared in IL-2 did
not prevent upregulation of PD-1 but enabled expansion and mainte-
nance of the early memory phenotype (CD62L+CD27+CD28+)
(Figure 2D, bottom panel). Thus, the upregulation of PD-1 depends
on previous exposure of CAR T cells to [L-2.

The authors decided to investigate whether the effects of IL-21
were also observed using CAR T cells targeting tumor cells of non-
hematological origin. The authors tested CAR T cells specific for anti-
gen PSMA, which specifically recognizes the LNCaP carcinoma cell
line. The PSMA CAR construct contains a myc-tag epitope between
scFv and a transmembrane domain, and activation of transduced T
cells with immobilized myc-tag-specific antibody (clone 9E10) leads
to selective expansion of PSMA CAR T cells. Total T-cell expansion
was equal regardless of whether cells were activated via anti-myc
antibody or anti-CD3/CD28 antibodies or whether IL-2 or a cocktail of
IL-4, IL-7 and IL-21 was used during in vitro culture (Figure 3A). How-
ever, anti-myc activation produced =90% CAR+ cells, whereas poly-
clonal activation with anti-CD3/CD28 antibodies produced only
about 15% CAR+ T cells (Figure 3C). The phenotype of PSMA CAR T
cells also depended on the cytokines used for the expansion, as the
authors have shown in previous experiments [6]. Cultivation in IL-2
yielded approximately 5% Tscm-like CD8+ PSMA CART cells (CD45RA
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+/—CD62L+CD27++CD28++), whereas cultivation in the presence of
IL-4, IL-7 and IL-21 yielded approximately 60—70% Tscm-like PSMA
CAR T cells after anti-myc activation and approximately 85% Tscm-
like CD8+ PSMA CAR T cells after anti-CD3/CD28 activation
(Figure 3B). The authors noted a slightly higher number of Tscm-like
cells after anti-CD3/CD28 activation in the presence of IL-4, [L-7 and
IL-21, similar to what was observed with CAR19 T cells (Figure 1A).
Next, the authors hypothesized that IL-21 may enable the expan-
sion of Tscm-like PSMA CAR T cells after restimulation with LNCaP
cells, similar to what has been observed in previous experiments.
Instead of using PSMA CAR T cells expanded in IL-4, IL-7 and IL-21,
the authors tested whether the small number of Tscm-like cells
detected after expansion in IL-2+ anti-myc (Figure 3B) could be “res-
cued” by IL-21. Thus, the authors determined the phenotype
(Figure 3D) and level of expansion (Figure 3E) of PSMA CAR T cells
(prepared in IL-2) after two rounds of restimulation with LNCaP in
the presence of IL-21 or IL-2 or without any exogenous cytokines.
PSMA CAR T cells expanded roughly 2.5 times more in the presence
of IL-21 than in the presence of IL-2 (Figure 3E), whereas no expan-
sion was observed in the absence of exogenous cytokines; therefore,
it was not possible to reliably determine the phenotype of remaining
cells. FACS analysis showed (Figure 3D) that CD8+ PSMA CAR T cells
expanded in the presence of IL-2 were late-stage T cells, the majority
of which were Temra (CD62L-CD45RA+CD27-CD28-) cells. By
contrast, co-cultivation in the presence of IL-21 led to a stronger
expansion of PSMA CAR T cells, and a significant proportion of
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these expanded cells were CD62L+CD28+; some were also posi-
tive for CD27. Notably, the initial population contained very low
numbers of Tscm-like CD8+ T cells because PSMA CAR T cells
were cultured in IL-2.

Next, the authors analyzed the sensitivity of differently
expanded PSMA CAR T cells to apoptosis after restimulation with
LNCaP cells (Figure 3F). Apoptotic cells were identified by staining
cells with a fluorescent caspase-3/7 substrate after 1 day, 2 days
or 3 days of restimulation. The data show that the least sensitive
cells to apoptosis were PSMA CAR T cells expanded in IL-4, IL-7
and IL-21 and restimulated with LNCaP cells in the presence of
exogenous IL-21. Thus, PSMA CAR T cells with Tscm-like pheno-
type are significantly more resistant to AICD than the more differ-
entiated cells, and exogenous IL-21 can improve their survival,
These findings are in agreement with similar data presented in
Figure 1B,C.

As the authors’ data suggested a positive effect of IL-21 on the via-
bility and expansion of CAR T cells, CAR T cells were engineered to
secrete [L-21 after T-cell activation using an NFAT-regulated artificial
promoter [3] to drive the expression of IL-21. In T cells, the antigen
receptor stimulation activates the Ca®** -calmodulin pathway, result-
ing in dephosphorylation of NFAT family transcription factors via
phosphatase calcineurin, inducing them to translocate to the nucleus,
where they bind NFAT response elements and modulate gene expres-
sion [15]. Artificial promoters containing NFAT response elements
activate transcription similar to endogenous NFAT promoters and are
commonly used to regulate gene expression in an activation-depen-
dent manner [3]. The promoter DNA sequence is provided in supple-
mentary Figure 1C,D.

To characterize the functionality of the NFAT IL-21 gene, the
authors determined the production of IL-21 by CAR19 NFATIL-21 T
cells after activation via anti-CD3 antibody or Ramos B cells
(Figure 4A). IL-21 was produced after anti-CD3 activation and at
lower amounts after activation with Ramos cells. The functionality of
PSMA CAR NFAT IL-21 T cells was similarly verified by measuring the
production of IL-21 after activation (data not shown). To determine
whether transgenic production of IL-21 enhances the expansion of
CAR T cells, the authors prepared GFP-labeled CAR19 T cells and
restimulated them with Ramos cells in a soft agar matrix. The growth
of the CAR19 T cells was then monitored under a fluorescent micro-
scope by measuring the size of proliferating cell clusters. The images
in Figure 4B show an example of representative GFP+ clusters after
7 days. Estimation of the cell number per cluster shows that the
majority of clusters in the CAR19 NFAT IL-21 sample were composed
of more than five cells, whereas the clusters in the CAR19 T cell
sample were small, with one or two cells per cluster (Figure 4C).
The authors performed a similar experiment with GFP-labeled
PSMA CAR NFAT IL-21 T cells (see supplementary Figure 2A,B),
which similarly showed that expansion was stimulated by endog-
enously secreted IL-21.

Next, the authors determined the effect of induced IL-21 secretion
on the phenotype of CAR19 T cells after restimulation with Ramos B
cells (Figure 4D). FACS analysis showed that majority of CAR19 NFAT
IL-21 T cells were CD62L+CD27++CD28++ compared with non-armed
CAR19 T cells (~56% versus 13%). Repeated anti-genic restimulation
may result in inhibition of effector functions; therefore, the authors
tested the functionality of co-cultivated CAR19 NFAT IL21 cells via
degranulation assay (see supplementary Figure 3B). This experiment
revealed that CAR19 NFAT-21 cells were functional. In addition, the
authors tested the production of pro-inflammatory cytokines by
CAR19 NFAT IL-21 T cells and non-armed CAR19 T cells before and

after co-cultivation with Ramos cells using a Bio-Plex assay (see sup-
plementary Figure 4). These results indicate that CAR19 NFAT IL-21
remained functional and retained the ability to secrete pro-inflam-
matory cytokines upon repeated anti-genic challenge. Thus, the
authors demonstrated that induced secretion of IL-21 is biologically
active and enhances the expansion of functional early memory CAR T
cells.

Next, the authors determined whether CAR19 NFAT IL-21 T cells
have enhanced anti-tumor functions using NSG mice transplanted
with Ramos B cells (Figure 5A). Transgenic expression of [L-21
enhanced the anti-tumor activity of CAR19 NFAT IL-21 cells
(Figure 5B) and significantly enhanced the infiltration of tumors by
CD8+ CAR19 NFAT IL-21 (Figure 5D) compared with non-armed
CAR19 T cells. The infiltration by CD4+ CAR T cells was approximately
10-fold lower than the infiltration by CD8+ CAR T cells (Figure 5C,E).
Analysis of the immunophenotype of T cells recovered from tumors
revealed that CAR19 NFAT IL-21 maintained the early memory phe-
notype (see supplementary Figure 5). These results further demon-
strate the enhancement of CAR T-cell functions by induced secretion
of IL-21.

The authors’ next goal was to try to assess CAR19 NFAT IL-21
T-cell functions in a more physiological manner against directly
isolated malignant human B cells. The microscopy images in
Figure 6A show the representative samples after 3 days and
10 days of cultivation. The graph in Figure 6B shows the percent-
age of GFP+ cells in paired samples (the same PBMC donors
tested against the same CLL patients). Both the microscopic
images and the FACS results show that CAR19 NFAT IL-21 T cells
infiltrated the BM to much higher levels than non-armed CAR19
T cells. The FACS analysis of cells recovered from BM fragments
showed that induced secretion of IL-21 promoted maintenance of
the Tscm-like phenotype (Figure 6C). However, no changes in the
CD8:CD4 ratio between CAR19 and CAR19 NFAT IL-21 T cells
were detected in these samples (Figure 6F). Interestingly, when
testing the functionality of infiltrating CAR19 T cells in degranula-
tion assays, the authors found that the non-armed CAR19 T cells
had reduced degranulation, whereas CAR19 NFAT IL-21 T cells
efficiently degranulated after challenge with Ramos cells
(Figure GE). In addition, the cytotoxic test against Ramos cells
revealed that NFAT IL-21 CAR T cells recovered from BM frag-
ments were functional (Figure 6D), similar to control CAR19 NFAT
IL-21 T cells cultivated in media without BM fragments. To fur-
ther demonstrate the ability of IL-21 to counteract the immuno-
suppressive effects of CLL cells, the authors determined the
production of interferon gamma by CAR T cells co-cultured with
CLL cells. CAR19 NFAT IL-21 T cells produced significantly more
interferon gamma than CAR19 T cells not armed with IL-21 after
anti-genic restimulation (0% versus 53%) (Figure 6G). The basis of
this inhibition is not yet known, but the suppressed CAR19 T cells
did not express inhibitory receptors PD-1, TIM-3 or LAG-3, and
they were not senescent, as they did not express CD57 (data not
shown). These data suggest that IL-21 enhances the activity of
CAR19 T cells against CLL by stimulating their proliferation.

In conclusion, the data show that [L-21 augments the anti-tumor
functions of CAR T cells via modification of their memory differentia-
tion. IL-21 promotes maintenance of the early memory phenotype
(CD62L+CD27++CD28++PD-1-) after anti-genic restimulation, which
supports the survival and expansion of functional CAR T cells. These
findings suggest that arming CAR T cells with inducible secretion of
IL-21 could be a reasonable strategy for boosting the effectiveness of
CART cell-mediated therapies.

21 or in IL-2 plus activation with anti-CD3/28 antibodies. The dot plots show the memory phenotype and expression of PD-1 antigen by CD8+ CAR19 T cells before co-culture with
Ramos B cells (top two rows), after co-culture with Ramos B cells in the presence of IL-2 (middle two rows) or in the presence of IL-21 (bottom two rows). Two representative donors
are shown, The experiment was repeated once with similar results. *P < 0,05, SEM, standard error of the mean; wj/o, without, (Color version of figure is available online).
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factured under various indicated conditions and then restimulated with LNCaP cells in the presence of IL-2, IL-21 or no cytokines. The graph shows the percentage of apoptotic
PSMA CAR T cells at the indicated time points. N = 3; error bars indicate SEM. Significance was determined by unpaired t-test. ns (not significant) P> 0.05, * P = 005, ** P < 0.01;
SEM, standard error of the mean. (Color version of figure is available online).
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Discussion

Except for B-cell tumors treated with CD19 CAR T cells, a major
limitation of current CAR T-cell approaches is insufficient expansion
and persistence of infused T cells [11,16]. IL-21 has been shown to
regulate T-cell homeostasis by promoting the proliferation and main-
tenance of the early memory phenotype of T cells. The rationale for
the authors’ study is to enhance CAR T-cell proliferation and utilize
IL-21 as a growth-promoting cytokine to boost anti-tumor effects
toward cancer cells that suppress the activity of CAR T cells.

The significance of the memory phenotype of CAR T cells in thera-
peutic efficiency is demonstrated by the results of recent clinical
studies showing that an increased number of CAR T cells with a Tscm
phenotype (CCR7+, CD62L+, CD27+, CD28+, CD45RA+ and PD-1-)
correlates with greater persistence and expansion in vivo and better
efficiency [8]. Various cytokine cocktails containing IL-2, IL-7, IL-15
and IL-21, or the addition of signaling pathway modulators, such as
PI3K inhibitor or GSK3-beta inhibitor [7,17], have been shown to
increase the number of Tscm CAR T cells during culture. By contrast,
cultivation of CART cells in a high concentration of IL-2 promotes ter-
minal memory differentiation of CAR T cells [18]. These findings led
the authors to optimize the composition of the cytokine cocktail used
during in vitro expansion, and it was found that a mixture of cytokines (i.
e, I[-4, IL-7 and IL-21) enables efficient expansion of early memory CAR
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T cells [6]. The authors also found that activation of transduced T cells
with antigen (or anti-CAR antibody) instead of polyclonal activation with
anti-CD3/CD28 antibodies selectively expands only the transduced T
cells, yielding almost a pure population of CAR T cells. A similar approach
has been described previously [19].

Because the authors used alternative methods of T-cell activation
(via natural antigen or anti-CAR antibodies), as opposed to the com-
monly used anti-CD3/CD28 Dynabeads, the nature of CAR
T-cell activation may influence their function and yield different
results than activation via anti-CD3/CD28. The authors’ data show
that stimulation of PSMA CAR T cells via anti-myc or anti-CD3/
CD28 antibodies produced functional CAR T cells with similar
immunophenotypes and growth rates (Figure 3B,E). The authors
did not detect any significant differences in regard to their cyto-
toxic functions, and similar findings were observed for CAR19
T cells (Figure 1). However, the authors found that CAR T cells
cultivated in the presence of IL-2 performed poorly after anti-
genic restimulation compared with cells prepared in IL-4, IL-7
and IL-21, most likely because they had a more differentiated
memory phenotype (Figures 1A, 3B).

Several published studies have shown similar effects of IL-21. For
example, Singh et al.[20] showed that IL-21 enhances the develop-
ment of less differentiated CAR T cells in vitro, but the effects were
much weaker than those seen in the current study because Singh
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et al.cultured CAR T cells in IL-21 and IL-2, which may have had
antagonistic effects. Furthermore, IL-2 and IL-21 have been shown to
confer opposing differentiation programs on CD8+ T cells for adoptive
immunotherapy, and IL-21 plays a key role in the development and
maintenance of central memory T cells by inducing an early differen-
tiation phenotype [5]. Markley et al. [21] found that CAR19 T cells
co-expressing IL-21 have an enhanced anti-tumor effect in mice com-
pared with CAR T cells co-expressing IL-2, but they accumulated very
poorly in vitro upon repeated anti-genic stimulation. The major dif-
ference between this study and the authors’ observations is that
Markley et al. used CAR19 T cells with a CD28 zeta signaling motif
that secreted IL-21 constitutively, whereas the authors’ CAR T cells
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contained the 4-1BB zeta signaling motif, and IL-21 was inducible
after anti-genic stimulation.

The authors compared the effects of IL-2 and IL-21 on sorted CD8+
CAR19 T cells with the Tscm phenotype (CD45RA+CD62L+) after stim-
ulation with CD19+ cells. IL-2 induced downregulation of CD62L,
CD27 and CD28, which is consistent with their differentiation toward
effector memory T cells. Conversely, IL-21 enabled their expansion,
as well as maintenance of the Tscm phenotype, which suggests that
IL-21 can block the transition from early to late memory subtypes.

Next, the authors hypothesized that the results of anti-genic stim-
ulation of CAR T cells may depend on the phenotype and origin of the
tumor cells. Therefore, several experiments were performed with
PSMA CAR T cells challenged with LNCaP cells because this is a
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common CAR T cell model [22]. Furthermore, LNCaP is an adherent
carcinoma cell line that does not express any co-stimulatory mole-
cules [23]. Gargett et al. [11] similarly studied GD2-specific CAR T
cells co-cultured with GD2-positive neuroblastoma cells and
observed significant AICD of CAR T cells after repeated antigen stimu-
lation with tumor cells. Natural antigen-specific effector T cells are
more prone to apoptosis than memory T cells because of elevated lev-
els of caspase 3, which indicates that sensitivity to apoptosis after
anti-genic stimulation differs among various T-cell memory subsets
[21]. Accordingly, the authors found that PSMA CAR T cells with effec-
tor phenotype (ie., cultivated in the presence of IL-2) were
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significantly more sensitive to apoptosis after anti-genic restimula-
tion than PSMA CAR T cells with a Tscm-like immunophenotype
grown in the presence of IL-4, IL-7 and IL-21 (Figure 3F). The benefi-
cial effects of IL-21 on CAR T-cell survival and expansion are further
demonstrated by the findings that CAR19 NFAT IL-21 T cells were
superior to non-armed CAR19 T cells in NSG mice bearing established
human lymphoma tumors.

The authors developed an in vitro model of CLL, which was
selected mainly because of good availability of tumor tissues and
because all patients with lymphocytosis in the blood have highly
infiltrated BM. In addition, CLL is far more resistant to CAR19-based



754 M. Stach et al. / Cytotherapy 22 (2020) 744754

therapies than B-ALL. Recent studies have shown that CLL cells can
directly inhibit the proliferation and effector functions of CAR19 T
cells [10] and initiate abortive activation of CAR T cells, resulting in
very low proliferation upon in vitro restimulation with CLL cells [23].
However, the molecular mechanism has not been clearly determined
and is currently being studied by several groups, including the
authors'’. This in vitro co-cultivation model using directly isolated
human primary CLL cells is a useful biological model for studying
CAR19 T-cell functions. The authors’ opinion is that it may provide
interesting data that are useful for better understanding tumor-
induced immunosuppression of CAR T cells, especially when target-
ing solid tumors, which are mostly refractory to CAR T cells. More-
over, IL-21 potentiated the activity of CAR19 T cells against CLL B
cells and significantly enhanced their expansion compared with non-
armed CAR19 T cells. In conclusion, the authors’ data suggest that
arming CAR T cells with inducible IL-21 could be another possible
strategy to counteract tolerance mechanisms by which tumor cells
evade CAR T-cell therapies.
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11. PRILOHY

Piiloha €. 1 - Seznam plazmidi pouZivanych v praci

Nazev vektoru ZKraceny nazev Protein, ktery koduje Typ Zdroj/
pouZivany v textu Pripraven
1. psPAX2 Obalovy protein GAG, reverzni LV Addgene
transkriptaza a integraza pomocny
2. pmD2.G Obalovy protein VSV-G LV Addgene
pomocny
3. pWPXL* GFP LV Addgene
od néj odvozeny:
pLV CDI19 CAR19 anti-CD19 CAR LV [204]
pLV CD20 CAR20 anti-CD20 CAR LV [204]
pLV biCAR19-20 biCAR19-20 anti-CD19 a anti-CD20 LV dr.Sroller
tandemovy CAR receptor
pLV biCAR20-19 biCAR20-19 anti-CD19 a anti-CD20 LV dr.Sroller
tandemovy CAR receptor
4. PiggyBac Transposase pBASE Super-piggyBac transpozaza PB Hera Biolabs
pomocny
5. PiggyBac Transposon™ pPB UBC Prazdny klonovaca vektor PB Hera Biolabs
od néj odvozeny:
5.1 PB19 CARI19 anti-CD19 CAR PB dr.Sroller,
[205]
od néj dale odvozeny:
pPB NFAT IL-21 CAR19 NFAT IL-21 CAR19 anti-CD19 CAR, IL-21 PB noveé
zkonstruovan
pPB IL-21 NFAT CAR19 IL-21 NFAT CAR19 anti-CD19 CAR, IL-21 PB noveé
zkonstruovan
pPB CAR19 NFAT IL-21 CARI19 NFAT IL-21 anti-CD19 CAR, IL-21 PB noveé
zkonstruovan
pPB CARI19 IL-21 NFAT CAR19 IL-21 NFAT anti-CD19 CAR, IL-21 PB nové
zkonstruovan
pubcl9 T2A anti-CD19 CAR, PDI1 del, PB dr. Pokorna
TIM3 del, TGFbRII
pPB CAR19 T2A IL-21 CAR19 T2A IL-21 anti-CD19 CAR, IL-21 PB noveé
zkonstruovan
pPB GFP GFP PB dr. Pokorna
pPB mCherry OFP PB dr. Pokorna
pPB CAR19 myc H98 CAR19 myc H98 anti-CD19 CAR PB Genescript
pPB CAR19 myc H98 PH CAR19 myc H98 PH anti-CD19 CAR PB nové
zkonstruovan
pPB 12P CAR19 myc H98 12P CAR19 myc H98 anti-CD19 CAR PB noveé
zkonstruovan
52 pPB-CLL CLL-1 CAR myc anti-CLL-1 CAR PB dr. Sroller, dr.
Pokorna
od néj dale odvozeny:
pPB CLL-1 CAR myc H98 CLL-1 CAR myc H98 anti-CLL-1 CAR PB nové
zkonstruovan
pPB CLL-1 CAR myc H98 CLL-1 CAR myc H98 FLAG anti-CLL-1 CAR PB nové
FLAG zkonstruovan
pPB CLL-1 CAR myc H98 CLL-1 CAR myc H98 CD34  anti-CLL-1 CAR PB nové
CD34 zkonstruovan
53 pPB PSMA CAR myc PSMA CAR myc anti-PSMA CAR PB [205]
od néj dale odvozeny:
pPB NFAT IL-21 PSMA CAR NFAT IL-21 PSMA CAR anti-PSMA CAR, IL-21 PB nové
zkonstruovan

32 Mapa vektoru je soudasti ptilohy &. 2
33 Mapa vektoru je soudasti ptilohy ¢&. 3
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5.4

5.5

5.6

pPB PSMA CAR myc H98
pPB PSMA CAR myc 12P
pPB PSMA CAR myc D12
pPB PSMA CAR myc E72

pPB PSMA CAR myc CD25a
mimotop

pPB PSMA CAR myc CD25a
neoepitop

pPB PSMA CAR myc CD25a
mimotop

pPB PSMA CAR myc CD20
mimotop

pPB PSMA CAR myc CD25a
epitop 2

pPB PSMA CAR myc Rp5-L

pPB PSMA CAR myc H98
FLAG

pPB PSMA CAR myc H98 3x
FLAG

pPB PSMA CAR myc H98
CD34

pPB GD2 CAR myc H98
CD34

pPB CD19 BCMA biCAR
myc H98 CD34

pPB NFAT cytokiny

pCMV6-XL5-CD19
pCMV-Neo-Bam-CD20

PSMA CAR myc H98
PSMA CAR myc 12P
PSMA CAR myc D12
PSMA CAR myc E72

PSMA CAR myc CD25a
mimotop

PSMA CAR myc CD25a
neoepitop

PSMA CAR myc CD25a
mimotop

PSMA CAR myc CD20
mimotop

PSMA CAR myc CD25a
epitop 2

PSMA CAR myc Rp5-L

PSMA CAR myc H98 FLAG
PSMA CAR myc H98 3x
FLAg

PSMA CAR myc H98 CD34

GD2 CAR myc H98 CD34

CD19 BCMA biCAR myc
H98 CD34

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-PSMA CAR

anti-GD2 CAR

anti-CD19 a anti-BCMA
tandemovy CAR receptor
GFP, IL-12, IL-18, IL-21

CDI19
CD20

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

PB

expresni
expresni

nove
zkonstruovan
nove
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
nové
zkonstruovan
nove
zkonstruovan
nove
zkonstruovan
nové
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
nove
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
noveé
zkonstruovan
Origene
Addgene
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Priloha €. 2 - Mapa vektoru pWPXL

(10,275 .. 10,294) SV40pA-R EBV-rew (10,329 .. 10.348)
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‘BssHIl (712)
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(8402) Sfil _
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(8130 .. 8150) pBABE 3' — ff
(8043 . BOGD) L4440 —

Sy

PWPXL

M, 10,538 bp BfuAl - BspMI (2669)

(7790 .. 7809) pBR32Zori-F —

| Fsel (2849)
~~ Pasl (2893)
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[iE.
— Sv4p o
[
4 1a intron A
f_'E@EOEJEEY

[/
o
~ o 5’ \ ~ EF1aF (3271.3291)
V
e,“u = 5‘\ < Swal (3338)
g Pacl (3347)

Absl - PspXl (3507)
mel (3516)
— BamHI (3525}
. Miul (3543)

.

EGFP-M (3616 .. 3637)

— EXFP-R (3877 .. 3896)
___—EGFP-C (4224 .. 4245)
—— BstBI (4342)

— EcoRI (4344)
TspMI - Xmal (4349)

4 .
\g.
-;.,019
(7057) Ahdl ~ Factor xa 5\"-3\
om,
I-—q Oty ey /

(6834) Fspl ~ S'LTR :truncateﬂ %

(6688) Pvul /
e

(6488 .. 6507) Amp-R

e /// Yoy smal (4351)
(6079 .. 6097) pBRforEco ,/ Ve / \ Spel (4355}
(6019 .. 6041) pGEX 3' s e | Ndel (4362)
(5900 .. 5919) pRS5-marker e / WPRE-R (4422 .. 4442)
(5667 .. 5686) pBRrevBam / N SnaBl [(4965)
(5639) SgrAl / A Mscl * (4971)
- S ‘ Acce51 (4975)
(5360 .. 5377) SP&

Kpnl (4975}
(5338) Xbal

e prazdny lentivirovy vektor 2. generace ur€eny pro pienos transgenli do bunék (firma
Addgene)

e Kkonstitutivni expresi zajiStuje promotor EF-1 alfa s vlozenym intronem pro vysokou
expresi a zajisténi efektivnéjsiho transportu RNA z jadra
e jako tag je ve vektoru vloZen gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP)
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Piiloha €. 3 - Mapa vektoru pPB UBC

(4632) Xmnl

NgoMIV (328)
(4513) Scal
(4511) Tatl_ |\

Nael (330)

K<

_—
AmPR promoter

Ascl (655)

" Xbal (664)
NsiI (710)

Eco53kI (790)
Sacl (792)

(4033) AhdI

EcoRV (979}
/ Nhel (992)
Bmtl (996)

AbsI - PaeR71 - PspXI - Tl - XhoI (993)
Sacll (1034)

BseRI (1036)

Afel (1059)

BpulOI (1114)
pPB UBC

4948 bp

(3556) AlwNI

Stul (1659)
(3140) Pail

KfIL - PpuMI (1717)

. zral (1848)

AatII (1850)
(3024) BspQI - Sapl

Aarl - BfuAI - BspMI (1896)
Avrll (1942)
EcoNI (1946)

(CAPBinding site]
ac operator! . AfIII (2042)
(2742) Pacl /
(2731) Eagl- Notl fo \
(2722) Mlul |
(2720) BstZ171
(2679) BsiWI

‘BamHI (2216)
. EcoRI (2224)

(2460) Hinell Sall (2458)

prazdny vektor pro pfenos transgenit do bunék pomoci transpozonového systému
PiggyBac (firma Hera Biolabs)
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Priloha ¢. 4 — Nukleotidova sekvence NFAT-IL-21-SV40 polyA

Start (0)
Salt Nhel

GTCGACGCTAGCTGTCTCACAAAATAAAGTAAGCCCGGACTGAGTGCGGAAAGGCGGGCCTGGCGGGTCTGGTCTCCCCATGCGGGCCACCAGAG
! i 1 I | 1 Il I Il I | I il I (] I ] I 1 i

I t T t T t 1 t 1 t T u T t 1 t T t 1 1
CAGCTGCGATCGACAGAGTGTTTTATTTCATTCGGGCCTGACTCACGCCTTTCCGCCCGGACCGCCCAGACCAGAGGGGTACGCCCGGTGGTCTC

GCCCTGCAGCCTTCAGTCTCGAGACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCCACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCCACGCCTTCTGTA
et oot}
CGGGACGTCGGAAGTCAGAGCTCTGCGGAAGACATACTTTGTCAAAAAGGAGGTGCGGAAGACATACTTTGTCAAAAAGGAGGTGCGGAAGACAT

[ IxNEAT. 1l LxNFAT_ ] I 77

TGAAACAGTTTTTCCTCCACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCCACGCCTTCTGTATGAAACAGTTTTTCCTCCACGCCTTCTGTATGAAA

: ! L | . 1 . I . ! L ! : ! L ! . I :
t T t T y T 1 T t T t T 1 T t T t T t

ACTTTGTCAAAAAGGAGGTGCGGAAGACATACTTTGTCAAAAAGGAGGTGCGGAAGACATACTTTGTCAAAAAGGAGGTGCGGAAGACATACTTT

TRNFAT I | E—TTT

CAGTTTTTCCTCCCATTTTGACACCCCCATAATATTTTTCCAGAATTAACAGTATAAATTGCATCTCTTGTTCAAGAGTTCCCTATCACTCTCTT

GTCAAAAAGGAGGGTAAAACTGTGGGGGTATTATAAAAAGGTCTTAATTGTCATATTTAACGTAGAGAACAAGTTCTCAAGGGATAGTGAGAGAA
_IxNFAT Il minimal IL-2 promoter >

TAATCACTACTCACAGTAACCTCAACTCCTGCCCAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGAGGTCAAGTCCTGGCAACatgga
+ } + f + } + t + f + } + ', + } + t +
ATTAGTGATGAGTGTCATTGGAGTTGAGGACGGGTTCGAACCGTAAGGCCATGACAACCATTTCGGTGGTACTCCAGTTCAGGACCGTTGtacet

1 5
M R S S P G N M E
minimal [L-2 promoter > >

z
El
)
0
oin
@
=
=
m

[ N'signal peptid >

acgcattgtgatttgcctgatggtgatttttctgggcaccctggtgcataaaagcagcagccagggccaggatcgccatatgattcgcatgegece
1 ! I \ I ' I | I | | ! I ' I ! 1 N 1
T T 1 1 T T T T T T T T T T 1 T T t T
tgcgtaacactaaacggactaccactaaaaagacccgtgggaccacgtattttcgtcgtcggtccecggtcctagecggtatactaagcgtacgcecgg

10 15 20 25 30 35 40
R 1 v 1 C L M Vv 1 F L G T L \ H K S S S Q G Q D R H M 1 R M R
>
10 18 0 25 30 as
R I v I C L M ik I F L G T L v H K S S S Q G Q ] R H M I R M R
Nsignal peptid e #

agctgattgatattgtggatcagctgaaaaactatgtgaacgatctggtgccggaatttctgecggcgecggaagatgtggaaaccaactgcgaa
i ] I l I l I 1 I Il I ] I ] i Il + Il I

t t t t t T t T t 1 t t t t t t t 1 t
tcgactaactataacacctagtcgactttttgatacacttgctagaccacggccttaaagacggccgcecggccttctacacctttggttgacgett

tggagcgegtttagectgctttcagaaagcgcagctgaaaagcgcgaacaccggcaacaacgaacgcattattaacgtgagcattaaaaaactgaa
b e e T
acctcgcgcaaatcgacgaaagtctttcgcgtcgacttttcgegettgtggecgttgttgettgecgtaataattgcactcgtaattttttgactt

5 80 85 90 95 100

w s A F: s = F Q K A Q L K s A N T
[ v gnal peptid)

acgcaaaccgccgagcaccaacgcgggccgeccgccagaaacatcgecctgacctgeccecgagetgecgatagctatgaaaaaaaaccgeccgaaagaat

1 1 I 1 I | I | 1 L L 1 I ] L 1 I 1 I

+ t t t + t t T + t t t + t t t t t +

tgcgtttggcggectcgtggttgecgcccggecggeggtetttgtagecggactggacgggctcgacgectatcgatacttttttttggeggctttctta
105 " n n " 110 " ) n " 115 L " L L 120 L L n " 125 " a " " 130 " L " " 135
R K P P S T N A G R R Q K H R L T C P S C D S Y E K K P P K E

Q P
———————————————————————————————————————————————————— (in frame with N signal peptid) === =mmmmm e e e e
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ttctggaacgctttaaaagcctgectgcagaaaatgattcatcagcatctgagcagccgecacccatggcagcgaagatagctaatgtacacgaatce
] 1 1 + 1 I 1 ! 1 i 1 I ] 1 1 ’ 1 1 ]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
aagaccttgcgaaattttcggacgacgtcttttactaagtagtcgtagactcgtecggcgtgggtaccgtcgecttctatcgattacatgtgecttag

140 145 150 155 160
F L 3 R F K S L L Q K M I H Q H L S S R T H G S E D s @A

gatAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTG
I ] i l I ] I Il I ! i ] I ] i ] I Il 4

t T t T t T 1 T t T t T t T t T 1 T 1

CtaTTGAACAAATAACGTCGAATATTACCAATGTTTATTTCGTTATCGTAGTGTTTAAAGTGTTTATTTCGTAAAAAAAGTGACGTAAGATCAAC

[ SV40 poly(A) signal

TGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTACGCTTGAAGGGGTAATGGCGCTTCCACTCACAAACATGGCGGACAGAGCGTGTGAACGAGATGAA
] I ! I ] 1 ] ! 1 i l 1 ] 1 l Il I 1 ]

T ¥ T T T N L : T ! T ’ T N T b T ! T
ACCAAACAGGTTTGAGTAGTTACATAGAATGCGAACTTCCCCATTACCGCGAAGGTGAGTGTTTGTACCGCCTGTCTCGCACACTTGCTCTACTT

— SvaOpolv(A)signal ]

Nhel Sall End (1187)

CAGCCCCTCAAAAATATGGCCGCCGAGGCTGGACGGCTAGCgtcgac 3

=:.."E..J.l.".I.\..5‘...I....l....}....E.I 1187

GTCGGGGAGTTTTTATACCGGCGGCTCCGACCTGCCGATCGecagcetyg 5'

navrzena nukleotidova sekvence pro synteticky promotor sloZeny z 6-ti vazebnych
mist pro NFAT a minimalniho promotoru pro IL-2, za kterym nésleduje gen pro IL-21

a terminacni sekvence SV40 polyA

sekvenci ohranicuji kratké oddé€lujici sekvence, které byly pfevzaty z mapy plazmidu

pTre-Tight-luciferase-HygR (firma Addgene)

na obou koncich jsou vloZena restrikéni mista pro Nhel a Sall pro vyStépeni a vkladani

do cilovych vektorii

sekvence byla nasyntetizovana firmou Genewiz a vlozena do klonovaciho vektoru

PUCS57
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Piiloha €. 5 — Schéma vloZeni mimotopu H98 do CAR receptoru

TCTGTCAGCAATATAACAGCTATCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCATGCTCGAGATCAAACGTGAACAAAAMACTCATC
$ Il § 1

4t 4 TP Lt ottt At | 44 " 4t bt .

T J T J r T T T
AGACAGTCGTTATATTGTCGATAGGCGAGTGCAAGCCACGACCCTGETACGAGCTCTAGTTTGCACTTGTTTTTGAGTAG

225 230 235 240 1 5
F C Q Q h N S Y P L T F G A G T M L E 1 L3 3 E Q K L [
i L a0 n 98 _ 1 a2 n " 5 n n n " 0 n L i

F C ¥ M s ¥ P L T F G ) G T M L E 1 K ] E Q L4 L I
mm lin wan [ Ig kappa chain V-YregionT1 ~ reeeeccecimcioinaaaaow

E c qQ Q b N -] ¥ [ L T F G A G T L] L E I K L3 E Q K L I

Kpnl Hind IIT

H98 Oligol

|CGGAGGI'I'TG'I'TGGGTCCGIATGnGTTG‘I’GGGD«GCTTTC'ICATGGAGGC.&AGC‘[ TGG

TCAGAAGAGGATCTGAATGGTACCGGAGGTTTGTTGEGTCCGTATGAGTTGTGGGAGCTTTCTCATGGAGGCAAGCTTGE

ln;u-unnxllnujinnjl nnnjlunnx:ulnnznunnllnljj nnnluun;lj IIIlllljlllellljllllj

AGTCTTCTCCTAGACTTACCATGGCCTCCARACAACCCAGGCATACTCAACACCCTCGAAAGAGTACCTCCGTTCGAACT
] E E =] L L] 1 T G G L k . G P Y E L _W 13 L S H G G K L Lo

1 1 5 10
5 E E 2} L L} G T G G L L G P Y E L W E L 5 H G G K L G
B (o frame with vyc) - N - -------- -+

CATGGCCTCCAAACAACCCAGGCATACTCAACA CCCTCGAR.&GAGTACCTCCGTTCGAJ\C]
H98 oligo 2

TACCACTAGTCCCACAACCACCCCTGCCCCTAGACCTCCAACACCCGCCCCTACAATCGCCAGCCAGCCTCTGTCTCTGA
1 | Il L | | 1 Il

s | M L y L L 4
t T t ) 1 ) t ) # T t T t i t 1

ATGGTGATCAGGGTGTTGGTGGGGACGGGGATCTGGAGGTTGTGGECGGECATGTTAGCGGTCGGTCGGAGACAGAGACT

1 5 10 15 n

T T 5 P T T T P A P R P P T P L] P T 1 A 5 ] P L 5 L
= CDBa hinge >

T T s » T T T P A P R P P T P A P T 1 A 5 § P L 5 L
------------------------------------ - V-V re ————

GGCCCGAGGCTTGTAGACCTGCTGCAGGCGGAGCCGTGCACACCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGACATCTACATCTGE
1 1 l 1 | | 1 I

t T t I 1 I t T t T t T 1 T t T
CCGGGCTCCGAACATCTGGACGACGTCCGCCTCGGCACGTGTGGTCTCCTGACC TAAAGCGGACGCTGTAGATGTAGACT

.t k i 35 A0 45 1
R P E A C R P A A 6 G A V¥V H T R G L D F A € D I Y 1 W
CDEa hinge >L__ChsaTH >
R P E A € R P A A & 6 A V¥V H T R 6 L D F A& € D I ¥ I W
mmmmemaana AR ] appa V-V re A - R

Qg:-wcnrccrmccru]

e do pivodniho vektoru PSMA CAR myc se do restrikéniho mista Kpnl vlozil mimotop
H98 pomoci dvou oligonukleotidt H98 oligo 1 a H98 oligo 2

e vnesenim H98 ve vektoru vzniklo unikatni restrikéni misto HindlIIl, které slouzilo pro
ovéteni vlozeni H98 a v dalSich krocich se do tohoto mista vkladaly dalsi epitopy
(CD34, FLAG)

e PCR pomoci primerti H98 oligo 1 a C4 slouzila k ovéfeni poétu vlozeni H98

e sekvenace pomoci primeru C4 ovétila spravnou orientaci vlozeného H98
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