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Abstrakt

Imunoterapie zalozena na T lymfocytech exprimujicich chimerické antigenni receptory (CAR) se ukdzala
byt velice Uspésnou v |écbé akutni lymfoblastické leukémie (ALL), coz vedlo ke snaze vyvinout
imunoterapeutické postupy zalozené na CAR T lymfocytech i pro dalsi hematologické malignity.
V soudasné dobé je snaha vylepsit modifikace T lymfocytl tak, aby Iécba pacientl byla efektivnéjsi.
Pokazdé je pak tfeba tuto modifikaci empiricky ovéfit v pokusech in vitro. Rozhodli jsme se studovat
efekt cytokinu IL-21 na protindadorovou funkci CD19 specifickych CAR T lymfocytl pomoci in vitro testa.
Do T bunék byl vnesen konstrukt, ktery koexprimoval IL-21 pod kontrolou inducibilniho NFAT
promotoru spolecné s CAR proti CD19. V sérii experimentl byly porovnavany vlastnosti téchto bunék
po kokultivaci s nddorovymi B bunéénymi liniemi a burikami CLL ziskané od pacientl. Z vysledki
vyplyvd, Ze CAR T buriky, které exprimuji IL-21, |épe proliferuji a I1épe se aktivuji, a to i po opakované
stimulaci leukemickymi burikami.

Kromé CARU specifickych proti molekule CD19 jsme se zabyvali i CARy specifickymi proti molekule CLL1,
ktera je v literature popisovana jako jeden ze slibnych targetl pro lé¢bu AML. Pfipravili jsme CAR T
buriky proti CLL1 produkujici IL-21. Pro tento Ucel bylo tfeba pfipravit plazmid, ktery kromé sekvence
pro CAR obsahuje i gen pro IL-21 pod kontrolou NFAT promotoru. Funkénost plazmidu byla ovérena
transfekci bunék PBMC a kultivaci CAR T bunék, které exprimovali dany CAR a zaroven IL-21.
Koncentrace IL-21 byla zmérena ELISA testem. Pouziti interleukinu 21 v CAR T terapii by mohlo pfinést
pozitivni ucinky.

Klicova slova: Imunoterapie, CAR T buriky, CD19, ALL, CLL1, NFAT, IL-21, hematologické malignity



Abstract

Immunotherapy based on chimeric antigen receptor (CAR)-expressing T lymphocytes has proven to be
highly successful in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL), leading to development of
CAR-based immunotherapies for other hematologic malignancies. Currently, efforts are underway to
refine T cell modifications to make patient treatment more effective. Each time, this modification then
needs to be empirically validated in in vitro experiments. We decided to study the effect of the cytokine
IL-21 on the antitumor function of CD19-specific CAR T cells using in vitro assays. A construct that
co-expressed IL-21 under the control of the inducible NFAT promoter together with CARs against CD19
was introduced into T cells. In a series of experiments, the properties of these cells were compared
after coculture with tumor B cell lines and CLL cells obtained from patients. The results showed that
CAR T cells that express IL-21 proliferate and activate better, even after repeated stimulation with

leukemia cells.

In addition to CARs specific against the CD19 molecule, we also investigated CARs specific against the
CLL1 molecule, which has been described in the literature as one of the promising targets for the
treatment of AML. We prepared CAR T cells against CLL1 producing IL-21. For this purpose, we had to
prepare a plasmid that contains the IL-21 gene under the control of the NFAT promoter in addition to
the sequence for CAR. The functionality of the plasmid was verified by transfecting PBMCs and
culturing CAR T cells expressing the given CAR and IL-21. The concentration of IL-21 was measured by

ELISA. The use of interleukin-21 in CAR T therapy could yield positive effects.

Key words: Immunotherapy, CAR T cells, CD19, ALL, CLL1, NFAT, IL-21, hematologic malignancies



Seznam zkratek

Zkratka

ALL

AML

AP-1

BCR-ABL

CAR

CG

CLL

CLL1

CML

DAG

EDTA

EGFP

FBS

GaM

GvL

HF

IFN

IP3

ITAM

MHC

Cesky vyznam

Akutni lymfoblasticka leukémie
Akutni myeloidni leukémie
Aktivatorovy protein 1

Fuzni gen z filadelfského chromozomu
Chimericky antigenni receptor
CellGro médium

Chronicka lymfocytarni leukémie
Molekula 1 podobna C typu lektinu
Chronicka myeloidni leukémie
Diacylglycerol

Kyselina ethylendiaminotetraoctova
zesileny zeleny fluorescentni protein
FetaIni bovinni sérum

Kozi anti mysi protilatka

Reakce $tépu proti nddorovym burikdm
Vysoka ucinnost

Interferon

Interleukin

Inositoltrifosfat

Aktivacni motiv imunitniho receptoru

Hlavni histokompatibilni komplex

Anglicky vyznam

Acute Lymphoblastic Leukemia
Acute Myeloid Leukemia
Activator Protein 1

Philadelphia Chromosome Fusion Gen
Chimeric Antigenic Receptor
CellGro medium

Chronic Lymphocytic Leukemia
C-type Lectin Like molecule-1
Chronic Myeloid Leukemia
Diacylglycerol
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Enhanced Green Fluorescent Protein
Fetal bovine serum
Goat-anti-Mouse antibody

Graft versus Leukemia
High-Fidelity

Interferon

Interleukin

Inositol trisphosphate
Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif

Major Histocompatibility Complex



NFAT

PBMC

PBS

PIP3

PSMA

RPM

RPMI

scFv

TAA

TBE

TKI

TSA

Nukledrni faktor aktivovanych T bunék
Mononuklearni buriky z periferni krve
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
Fosfatidylinositol-3-fosfat

Prostaticky specificky membrdnovy antigen
Otacky za minutu

,Roswell Park Memorial Institute” médium
Jednoretézcovy variabilni fragment
Antigeny asociované s nadory
Tris-boratovy-EDTA pufr

Inhibitor tyrozin kinaz

Antigeny specifické pro nadory

Nuclear Factor of Activated T cells
Peripheral Blood Mononuclear Cells
Phosphate Buffered Saline
Phosphatidylinositol-trisphosphate
Prostate-specific Membrane Antigen
Revolutions Per Minute

RPMI medium

Single-chain variable fragment
Tumor-Associated Antigens
Tris-Borate-EDTA buffer

Tyrosine kinase inhibitor

Tumor-Specific Antigens



UVOG ettt ettt et b e sttt ettt e bt e s bt e sh e e ea et et e e bt e e bt e ehe e sab e et e ebe e b e e beeeaeeeaeeenrean 10
=] a1 EoTo I 1 =T =1 U PR 12
2.1 IMUNIENT SYSTEM @ raKOVING cooeevieecceee ettt e e e e e e e eabae e e enraeas 12
2.2 Hematologické Malignity ......covuieei i e 13
2.3 Konvenéni [é¢ba hematologickych malignit..........cccveviviiiiiiiice e, 14
2.4 T bunécnd odpoVed @ Jeji FEBUIACE. .....cccvieeeecieee et e e e 15
2.4.1 SErUKTUra @ SIZNAlIZACE ... ..cc e e b e aaaee e 15
2.5 Imunoterapie hematologickych malignit ........ccceeiiiiiiiiiiii e, 18
2.6 Chimericky antigeNNi FECEPLON ..uviii et e e s sree e e e eanes 18
2.6.1 Struktura NASEN0 CAR ...ttt sttt e s b e e saree s 19
2.7 Genetickd Modifikace T BUNEK .......oouiiiiie e 20
2.7.1 PiggyBac tranSPOZON0OVY SYSTEM ......uiiiiiiiieeeeciiee e ceteee e eette e e e ebee e e e bre e e e eabae e e e eabaeeeeenreeas 21
O] I o T T PSR PPPPPPPN 22
MaAteridl @ MELOAY ....viiiiiiiie e e e e e e st e e e st ee e e e sabae e e esabeeeeesbaeeeenareeas 23
4.1 Y L= o T | TP TSP PPTOPROPRR 23
4.1.1 BUNECNE KUITUNY..eeeeeieee ettt ettt e e e e e e e et e e e e abae e e e abae e e eenreeas 23
4.1.2 BaKLEriAINT KIMENY . ..eeiiiiee e et e e et e e e e bae e e e eare e e e eeaneeas 23
4.1.3 Plazmidové DNA vektory (piggyBac transpozonovy syStém) ........cccceeeeeevreeecveescvneenne. 23
4.1.4 PrOTHATKY ..ot 23
4.1.5 ANTIDIOTIKA ..ottt st et 24
4.1.6 (@Y o] {1 1) 2SR 24
4.1.7 KUIEIVACNT MBI ..ttt ettt 25
4.1.8 [ 0V AV 11 1Y S T U T T PP PP PP 25
4.1.9 20074 o] Y RSP PR 25
O ¥ o TR 26
4111 ChemMiKAIIE ceeeiieie ettt ettt st st bbb 26
I A 13 o] =R 27
4.2 1Y 1] o o 1Y SRS 28
4.2.1 Sterilizace a likvidace infekéniho odpadu........ccccuvieiiiiiiiiccie e 28
4.2.2 Prace s tkaNovymi KUTUrami.........ccciiiiiiie e e e 28
4.2.3 Prace s bakteridInimi KUEUrami.........cooiiiiiiiiii e 31
4.2.4 Prace SDINA ...ttt ettt b e s ettt b e sbe e saeesane e 34

4.2.5 Transfekce lidskych buné€nych KUIEUr.........coooiiiiiiiei e 36



O 00 N O

4.2.6 Ptiprava bunék pro pritokovou cytometrii.......cceeeueeeieeeciiieciee et 37

4.2.7 Méreni bunécnych vzorkl na cytometru BD LSRFOItessa .......ccceecvvverveeeciveeneieeseneenes 37
4.2.8 Sekre¢ni analyza IFN-y pritokovou CytoOmMetrii......cccceeceeiviiesciie e 38
4.2.9 ELISA TL=2T oottt ettt sttt sttt bt b e sbe e s it e et e ean e e b e e sbeesaeesane e 38
RV AV 1T <2 USSR 41
5.1 Pfiprava CAR T bunék, kultivace a OVEFENT EXPIrESE ...ciivvciieiiiriieeeceiiee e eeee e ereee e 41

5.2 Vyroba CAR T bunék a ovéreni vlivu kultivacnich podminek na frekvenci CAR pozitivnich

DUNBK et e b e s bttt e e et e bt e s bt e s at e st et e e bt e b e be e et e enneenreen 44
5.3 Vyroba CAR T bunék proti CD19 a ovéfeni jejich cytotoXiCity....cccocvveeiecieeeicciiei e, 46
5.4 Kultivace CAR T bunék a ovéreni schopnosti degranulace po opakované stimulaci teréovymi
DURKAIMI ...ttt ettt e st e st e e s bt e e sabe e e bbe e s abeesabeeesabeesateesnteesbeeanes 52
5.5 Priprava plazmidu pPB-NFAT [L-21 CLLL ...ooiiiiiiieeeiiee ettt ettt e e e e 58
5.5.1 OVEFENi USPESNOSTI lIZACE ... uiiii it e e e rae e e et ae e e e eaaaeeeeas 59
5.5.2 Vyroba plazmidu pPB-NFAT IL-21 CLL1 pro transfekéni experimenty.......cccecveeeennnenn. 61
5.5.3 Priprava CAR T bunék proti molekule CLLL ........cccovcieiiiiiieee e 62
5.5.4 Ovéreni schopnosti CAR T bunék produkce interleukinu 21.........ccccovvviveiviiieeenicnennnn. 63
DISKUZE. ..ttt ettt h e sttt ettt b e s b sh e e a bttt e bt e b e e eh et eabeeabe e be e beenbeeebeeeateenrean 67
& 1V SO OO PP POU PRSP 73
POUZITA [IEEIATUIA ...eeteeieereee ettt ettt st b e b e r e s reesaneeane s 74
PEIIONY ettt st e b e r e e eere s 78
9.1 Plazmidy piggyBac VEKLOIU ........ooei ittt e e bee e e eabae e e e nreeas 78
9.1.1 (0] 1= 1Y I PPNt 78
9.1.2 PPB-CARILO ...ttt sttt et e b e e b e s he e st st et e b e bt e ae e st e eateentean 79
9.1.3 PPB-NFAT IL-21 CARLO ..ottt ettt st st s s s 79
9.1.4 PPB-CLLL ..ottt st st st et e st st re e s e e e en 80
9.1.5 PPB-NFAT IL-21 CLLIL.. ittt ettt e et e e e e e e e e e e e e e snnreneeeeeeeeanan 80
9.2 DNA sekvence transpozonu pPB-NFAT IL-21 CARLO ......coviiiiiiiciieeeee ettt 81

9.3 Aminokyselinova SEKVENCE CARLI ......c.uuiiieeieie ettt ettt e et e e e ba e e e e are e e e e anaeas 83



1 Uvod

Hematologické malignity jsou Castym nadorovym onemocnénim détskych i dospélych pacientd.
Standardni |é¢ba se sklada z nespecifickych terapeutickych pristupl jako je chemoterapie, a v pfipadé
neuspéchu této |éCby z transplantace krvetvornych bunék, kterd s sebou pfinasi imunosupresivni rezim
pro pacienta. Kvlli vysoké mife relapsli a mnozstvi negativnich efektd, které ma standardni |1écba na

zdravotni stav pacienta, se fada studii zaméruje na alternativni terapeutické pfistupy.

V poslednich desetiletich doslo k obrovskému ndrustu znalosti o imunitnim systému, signalizacnich
drahach i o nadorovych bunkach a naddorovém prostiedi. Imunitni systém je standardné schopen
rozpoznavat a nicit bunky, u kterych doslo k nebezpeé¢nym mutacim jesté drive, nez dojde ke klinickym
projeviim. Tato funkce imunitniho systému je popsana jako imunitni dohled a byla ustanovena na
zédkladé vyzkumU zvySené incidence rakovin u imunosuprimovanych pacientd, i kdyZ predpoklad
imunitniho dohledu je jiz sto let stary. Nicméné nadorové burky jsou schopny imunitnimu dohledu
uniknout. Nadorové burky na svém povrchu exprimuji antigeny, vici kterym byla stanovena centralni
tolerance adaptivni ¢asti imunitniho systému. Kromé toho vyuzivaji nadorové burky dalsi mechanismy,
jak uniknout rozpoznani imunitnimi bufikami, kam patfi sniZeni povrchové exprese MHC molekul,
zvyseni povrchové exprese inhibi¢nich molekul jako je PD-L1 a CTLA-4. Dale je to sekrece inhibicnich
molekul (TGF-B) a podpora regulacnich T bunék. Vsechny uvedené mechanismy pfispivaji ke vzniku
nadorového mikroprostredi, které ma za cil inaktivaci imunitniho systému a podporu rlistu nddorovych

bunék.

Na zakladé uvedenych zjisténi se zdjem presunul k alternativnimu ptistupu lécby, ktery by dokazal
podpofit imunitni systém v rozpoznani a destrukci nadorovych bunék. Obor imunoterapie tak zaZil

vyrazny posun béhem posledni let a poskytl nové imunoterapeutické pristupy v [écbé rakoviny.

Vyvoj v oblasti pfipravy monoklondlnich protildtek umoznil specifi¢téjsi pfistup k [é¢bé poddvanim
protilatek proti specifickym antigenim nadorovych bunék. Napfiklad monoklonalni protilatka
Rituximab, specificka proti antigenu CD20, se podava k eliminaci B bunék nehodgkinského lymfomu
(Ribatti, 2014). Kromé monoklonalnich protilatek se vyzkum zaméfil i na pfipravu tzv. checkpoint
inhibitor(, z nichZ byla jiZ cela fada Uspésné testovana a schvalena pro terapii riznych typ nadorovych

onemocnéni.

Slibnym imunoterapeutickym pfistupem je ptiprava geneticky modifikovanych T bunék, které na svém
povrchu exprimuji chiméricky antigenni receptor (CAR). Molekula CAR obsahuje extracelularni ¢ast,
odvozenou z mysi protilatky, kterd rozpoznava pfislusny nadorovy antigen, a intraceluldrni signalni

doménu, odvozenou zT bunélného receptoru. SoucCasnd generace CARU navic obsahuje

10



v intraceluldrni ¢asti jednu nebo vice domén kostimulaénich molekul. T burky s timto chimerickym
antigennim receptorem (CAR T bunky) jsou aktivovdny na zakladé rozpozndni pfislusného antigenu,

bez potieby zapojeni MHC molekul, které jsou u nadorovych bunék snizeny.

V rdmci této prace kratce shrnuji souc¢asné poznatky o hematologickych malignitach a jejich konvenéni
|é¢bé, a poznatky o moZnych imunoterapeutickych ptistupech. Dale podrobnéji informuji o
imunoterapii hematologickych malignit pomoci CAR T bunék, o jejich strukture, zplsobu signalizace a

o dalSich moZnostech jejich modifikace.

Experimentdlni ¢ast této prace je rozdélena na dvé ¢dsti. Prvni ¢ast je zamérena na pfipravu, kultivaci
a ovéreni funkénosti CAR T bunék se specifitou proti molekule CD19. K tomu jsou vyuzity plazmidy,
které byly pfipraveny mymi kolegy z laboratofe Oddéleni vyvoje genové imunoterapie UHKT. Ve druhé
Casti své prace se zaméfim na pripravu plazmidu obsahujiciho CAR specificky proti molekule CLL1

metodami molekularni biologie a na jeho nasledné ovéreni.
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2 Prehled literatury

2.1 Imunitni systém a rakovina

Rakovina je po kardiovaskuldrnich chorobdch celosvétové druhou nejcastéjsi pficinou iumrti a soucasny
trend predpoklada narlst poctu diagnostikovanych pacientl s rakovinou (Siegel et al., 2013). Bez
ohledu na pohlavi, nejbéznéji diagnostikovana je rakovina plic, nasleduje rakovina prsu, prostaty a
kolorektalni karcinom (Bray et al., 2018). V pfipadé détskych pacientll se jednd o hematologické
malignity, rakoviny mozku a lymfatickych uzlin (Ward et al., 2014). Pojem rakovina zahrnuje mnoho

onkologickych onemocnéni, které se vyznacuji vysokou heterogenitou (Meacham & Morrison, 2013).

Imunitni systém je zjednodusené délen na vrozeny a adaptivni, které vzajemné spolupracuji a svymi
Ulohami se doplnuji a prekryvaji. Zakladni funkci imunitniho systému je schopnost rozliSovat vlastni
molekuly od molekul ciziho plivodu, napt. bakterie, viry a toxiny. Navic je imunitni systém schopen na
zakladé rozdilné biochemické struktury, pritomnosti neo-antigen(, rozdilné exprese antigen( a na
zakladé zmén v chovani burky rozlisit fyziologické buriky od bunék pozménénych, at jiz virovou infekci

nebo malignimi zménami (Pardoll, 2015).

Pfedstavu imunitniho dohledu rakoviny poprvé predstavil v roce 1909 P. Ehrlich, ktery navrhnul, ze
imunitni systém je schopen neustale rozpozndvat a nicit vyvijejici se nddorové burky. Teorii poté
rozsifil v roce 1970 F. MacFarlane Burnet, ktery pfedpokladal, Ze vyskyt genetickych zmén v burikach
je bézny jev a imunitni systém je schopen inaktivovat nebo znicit potencidalné nebezpeéné mutované
bunky (Burnet, 1970). Az pozdéji prinesly podporu uvedené teorii studie, ve kterych byla zkoumana
incidence vyskytu rakoviny u pacientll po alogenni transplantaci, ktefi podstupovali imunosupresivni
terapii. Stejné tak studie mysi s imunodeficiencemi vrozené i adaptivni imunity ukazaly signifikantni

zvysSeni vyskytu nador( (Thibodeau et al., 2012).

Skutecnost, Ze ke vzniku malignich nadord dochazi i u pacientd s funkénim imunitnim systémem
dokazuje, Ze teorie imunitniho dohledu neni schopna zcela vysvétlit interakci mezi imunitnim
systémem a rakovinou. Na jejim zakladé postupné vznikla teorie imunitni editace (imunoeditace), ktera
popisuje dynamickou interakci imunitniho systému a nadoru. Tato interakce je pak rozdélena do tfi

fazi: eliminace, rovnovaha a unik (Mittal et al., 2014).

Eliminace vyjadfuje stav, kdy je funkéni imunitni dohled schopen rozpoznat vznikajici nddor a nasledné
jej imunitnimi mechanismy odstranit. V pfipadé, Ze je nador zcela odstranén, dalsi faze imunitni editace
nenastava. Pokud vsak nejsou vSechny nadorové buriky odstranény, mohou prejit do faze rovnovahy.

V této fazi je imunitni systém schopen zabranit dalSimu vyvoji a mnoZeni nadorovych bunék, ale
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nadorové bunky zaroven preZivaji v klidovém stavu. Faze rovnovdhy mizZe trvat mnoho let, jak

naznacuji data transplantovanych pacientd (Gasparri et al., 2017).

Posledni fazi je unik pfed imunitni kontrolou, kdy nadorové burky rostou bez omezeni, coz nasledné
vede a? ke klinickému projevu. Unikové mechanismy nadorovych bunék zahrnuji snizeni vlastni
imunogenicity a zvysSeni rezistence proti Utoklm imunitnich bunék. Nadory jsou také schopny vytvorit
imunosupresivni mikroprostredi a posilovat imunitni buriky specificky podporuijici rlst a rozvoj nadoru

(Fridman et al., 2014).

2.2 Hematologické malignity

Hematologické malignity je mozné rozliSovat podle typu tkané, ze které vznikaji. Dle klasifikace podle
WHO rozliSujeme lymfoidni a myeloidni nadory, a dale nadory ptvodné vzniklé z dendritickych bunék
(Bell & Gaillard, 2016). Leukémie je oznaceni pro choroby vznikajici z maligni zmény bunék krvetvorby,
které také rozliSujeme na lymfoidni a myeloidni. Podle klinického pribéhu déale délime tyto dvé

kategorie na akutni a chronické.

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) je nej¢astéjsi hematologickou malignitou déti, nicméné priblizné
u 90 % pripadu je dosazeno remise. ALL zahrnuje leukémie B-bunécné i T-bunécné, ale B-bunécné ALL
je trikrat castéjsi (Hunger & Mullighan, 2015). Nadorové buriky B-bunécéné ALL jsou navic vzdy pozitivni
na molekuly CD19 a podle zralosti exprimuiji i dalsi molekuly (CD10, CD20, CD22), které jsou vyuzity

k podrobnéjsi diagndze a uréeni vhodné 1écby (Wood et al., 2007).

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) postihuje nejcastéji dospélé pacienty v pozdnim véku.
K odhaleni ¢asto dochazi pfirutinnich krevnich testech v asymptomatické fazi onemocnéni. Cast
pacientd zUstava v asymptomatické fazi, proto se terapie soustredi predevsim na pfipady, kdy dochazi
k vyvoji nemoci. Nadorové bunky v pripadé CLL vznikaji ze zralych, avsak nefunkénich B bunék, které
unikly apoptéze, a kromé klasickych povrchovych molekul CD19 a CD20, maji i vysokou expresi

molekuly CD5 (Chiorazzi et al., 2005). Transplantace kostni dfené je jediny typ trvale uc¢inné lécby CLL.

Akutni myeloidni leukémie (AML) je zhoubné onemocnéni myeloidni krevni fady, které nejcastéji
postihuje dospélé pacienty. Navzdory agresivni |é¢bé témér 70 % pacientll neprezije déle neZ jeden rok
od diagndézy (Meyers et al., 2013). Pfi¢inou relapsu byva minimalni rezidudlni nemoc, tedy urcité nizké
procento leukemickych bunék, které je schopno prezit chemoterapeutickou lé¢bu, a poté se zacit
mnozit. Minimalni rezidualni nemoci je moiné predchazet vyuZitim genové terapie pomoci CAR T
bunék cilenych na zbytkové buriky nadorové linie (Ma et al., 2019). Pro chronickou myeloidni leukémii
(CML) je charakteristickd chromozomalni translokace, ktera vede ke vzniku Filadelfského chromozomu,

ktery se v mensi mife mize vyskytovat u ostatnich typl leukemie (Sawyers, 1999). CML je heterogenni
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choroba mezi jejiz ptiznaky patfi naruseni pomérd bunécnych slozek krve, leukocytdza, trombocytdza,

anémie a splenomegalie (Faderl et al., 1999).

ré

2.3 Konvencni |écba hematologickych malignit

Zvoleni spravné terapie pro pacienty s hematologickymi malignitami se odviji od nékolika faktor( —
typu onemocnéni, stupné progrese, zdravotniho stavu a véku pacienta. Standardni |écba ALL vychazi
z kombinace inhibitort tyrosinkinaz (TKI), steroidi a chemoterapeutik (Prednisol, Vincristin). V pripadé
infiltrace CNS nebo pfitomnosti lymfadenopatii je |écba doprovazena radioterapii. U pacientd
s nepfiznivou progndzou se pfistupuje k transplantaci kostni dfené. U primarné rezistentnich chorob,
nebo v pfipadé relapsu, se vyuZivaji monoklonalni protilatky proti povrchovym antigenim
(CD3/CD19 — Blinatumomab, CD22), TKI 2. a 3. generace (Dasatinib, Ponatinib) a purinové analogy
(Nelarabin) (Brown et al., 2017).

V pfipadé CLL je pribéh asymptomatické choroby pouze monitorovan, bez terapeutického zasahu.
Pouze pfi prokdzani aktivity CLL je pfistoupeno k terapii, ktera standardné zacind chemoterapii
(fludarabine, cyklofosfamid) spolec¢né s monoklondlni anti-CD20 protilatkou (Rituximab). Kromé
toxickych chemoterapeutik existuji i lépe snasené pripravky se stejnou ucinnosti jako napf.
Bendamustine nebo kindzové inhibitory (Idelalisib). VSechna tato terapeutika maji vysokou Uspésnost,

presto jedinou dlouhodobé tcinnou terapii z(stava transplantace kostni diené (Fischer et al., 2012).

Pro terapii AML je zakladem intenzivni chemoterapeuticka indukcni IéCba (Cytarabin, anthracykliny),
ktera vede k indukci remise. Pfizniva progndza vede k dalSim 3-5 cyklim konsolida¢ni chemoterapie.
Naopak Spatna prognéza onemocnéni by s vysokou pravdépodobnosti vedla k relapsu, a proto se
pfistupuje k transplantaci kostni dfené. Transplantace je spojena s reakci Stépu proti leukemii (GvL —
Graft versus Leukemia), kdy transplantované nové vznikajici buriky imunitniho systému darce jsou
schopny likvidovat zbyvajici rakovinné buriky v téle prijemce (Tallman et al., 2019). Ur¢ité prognostické
markery vedou k Upravé |écby, a kromé chemoterapie jsou pridana i dalsi IéCiva, napfiklad pritomnost
FLT3 mutace indikuje pfidani l1éCiva Midostaurin. Pfitomnost CD33 pozitivnich blastl indikuje pouZziti

|éCiva gemtuzumab ozogamicin (Hills et al., 2014; Stone et al., 2017).

Terapie CML je zaloZena na inhibitorech tyrosinkinaz (Imatinib, Nilotinib, Dasatinib), které vedou ke
snizeni exprese BCR-ABL1 produktu. Pro pfipad rezistence vici urcité TKI je nasazen jiny typ TKI,
pfipadné kombinace nékolika TKI. Neuspéch Iécby pomoci TKI vede k indikaci na transplantaci kostni
drené, u rizikovych pacientl k podavani interferonu alfa. S ndstupem TKI druhé a tfeti generace je
cetnost transplantaci nizsi, protoZe tyto inhibitory jsou dobfe tolerovany a maji vysokou uc¢innost

(Faderl et al., 1999; Sawyers, 1999).
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2.4 T bunécna odpovéd a jeji regulace

V protinddorové imunité se uplatiuji predevsim T bunky. Ty jsou schopny na povrchu nadorovych
bunék rozpozndvat tumor specifické antigeny (TSA) a stumorem asociované antigeny (TAA)
v komplexu s glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (Major Histocompatibility
Complex — MHC) (Kelderman & Kvistborg, 2016). T buriky rozpoznavaji uvedené antigeny, respektive
antigenni peptidy, prostfednictvim povrchového T bunécného receptoru (TCR). Kromé TCR se na
rozpoznavani komplexu MHC-peptid podili i tzv. koreceptorové molekuly CD4 nebo CD8, na jejichz
zakladé jsou T bunky rozliSovany (Garcia, Scott, et al., 1996). CD4* T bunky jsou oznacovany jako
pomocné T buriky, jejich hlavni Ulohou je modulace imunitni odpovédi pomoci sekrece fady cytokind,
ackoli i u nich byla popsana cytotoxicka funkce (Takeuchi & Saito, 2017). Primarni protinadorovou
imunitu zajistuji CD8" T buriky, jejich cytotoxické funkce jsou viak dusledné regulovany. Aktivace téchto
bunék vyzaduje prozanétlivé cytokinové prostredi, prfitomnost kostimulacnich molekul a rozpoznani

specifického peptidu v komplexu MHC molekul I. tFidy.

Pravé regulacnich principl imunitniho systému vyuZivaji ve svij prospéch nadorové buriky, které se
brani pfed imunitnim systémem napftiklad snizenim poctu MHC glykoproteinovych molekul na svém
povrchu (Algarra et al., 2004), zvySenou rezistenci vici produktiim cytotoxickych lymfocytl (Kearney
etal., 2018), produkci inhibi¢nich molekul (PD-1) nebo sekreci protizanétlivych cytokinl (TGF-B) (Juneja
et al., 2017; Thomas & Massague, 2005). V pfipadé hematologickych malignit se nejcastéji uplatriuje
snizena exprese MHC molekul a exprese inhibi¢nich molekul (Ramsay et al., 2012; Taghiloo & Asgarian-

Omran, 2021).

2.4.1 Struktura a signalizace

Molekula TCR se sklada ze dvou variabilnich rfetézcl a a B (pomineme-li yd T buriky, které se skladaji z
fetézcl y a §) propojenych disulfidickymi mUstky. TCR molekulu v cytoplazmatické membrané kotvi jeji
hydrofobni ¢ast a extracelularni ¢ast molekuly se déli na variabilni a konstantni oblast. Variabilni ¢ast
obsahuje v N terminalni ¢asti tfi hypervariabilni smycky zvané komplementaritu urcujici oblasti
(Complementarity Determining Regions — CDRs), které rozpoznavaji komplex MHC-peptid (Garcia,

Degano, et al., 1996). Heterodimérové retézce jsou asociovany s komplexem CD3 (Marrack & Kappler,
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1987). Komplex CD3 tvofi ¢tyfi transmembranové proteiny (v, €, 6, €), které asociuji pfimo s a a B

fetézci, k nim jsou dale pfidruzeny dva intraceluldrni fetézce zeta (Dong et al., 2019).

TCR
f_;\

Antigen binding site

1 . .
g 7%
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PPV PV ¥ '\-

Signal transduction

Obrazek ¢. 1: Struktura T-bunééného receptoru (Franco et al., 2016)

Intracelularni domény transmembranovych proteint i dvou zeta fetézcli obsahuji tyrozinové aktivacni
motivy ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), které jsou po aktivaci TCR
fosforylovany na tyrozinovych zbytcich aminokyselin a spousti signalizaci dovnitf buriky (Dushek et al.,

2012). Nazorné je struktura TCR komplexu zobrazena na obrazku ¢. 1.

K fosforylaci intraceluldarnich domén komplexu CD3, a tedy k Uspésné signalizaci dochazi pouze pokud
TCR rozpoznd s dostateCnou afinitou komplex MHC-peptid a zdroven dojde ke stimulaci pres

kostimulaéni molekuly, pfipadné pres cytokinové receptory (van der Merwe & Dushek, 2011).

Stimulace vede k fosforylaci ITAM motivll intraceluldrnich domén CD3 komplexu pomoci Lck
kindzy(Kane et al., 2000). S fosforylovanymi misty asociuje protein ZAP70 pres interakci SH2 domén,
nasledné dochazi k aktivaci ZAP70, ktery fosforyluje transmembranovy protein LAT, ten slouZi jako
,dokovaci stanice” pro SH2 domény dalSich komponent signalizacni kaskady. Odtud je signdl do jadra

prenasen nékolika zplsoby (Samelson, 2002).

Jednou z hlavnich komponent T bunécné signalizaéni kaskady je enzym fosfolipaza Cy, kterd hydrolyzou

fosfatidylinositol-3-fosfatu (PIP3) produkuje dvé klicové molekuly druhych poslG — inositoltrifosfat (1P3)
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a diacylglycerol (DAG). Navazanim vzniklého IP3 na kalciové kanaly endoplazmatického retikula (ER)

dojde k vyliti vdpenatych iont( do cytoplazmy.

Na zakladé poklesu koncentrace Ca?* v ER dochazi k otevieni vapnikovych kandal( plazmatické
membrany a navyseni jeho koncentrace v cytoplazmé. Vysoce koncentrovany vdpenaty iont se vdze na
enzym kalmodulin, ktery aktivuje fosfatdzu kalcineurin. Substratem kalcineurinu jsou transkripéni
faktory rodiny NFAT (nuklearni faktor aktivovanych T bunék), které jsou za klidové stavu fosforylovany,

coz bréni jejich pfechodu do jadra a spusténi transkripce (Oh-hora & Rao, 2008).

Druhym produktem hydrolyzy PIP3 je molekula DAG, ktera z(stava navdzand v plazmatické membrané
a spousti kaskadu vazeb a aktivaci dalSich protein(, kterd zacina zapojenim proteinkinazy CO a konci
degradaci inhibitoru NFkB. Nasledné dochazi ktranslokaci NFkB do jadra a spusténi exprese
pfislusnych proteind. Jednim z protein(, které se zachou produkovat je i represor NFkB, ¢imz dochazi

k vytvoreni regulaéni smycky, ktera brani nadmérné aktivaci (Nelson et al., 2004).

Treti a posledni cesta aktivacniho signalu vyuziva malé GTP4azové molekuly Ras a Rac, ty mohou byt do
signalizace zapojeny dvéma zpUsoby, bud pfes zminény LAT signalosom nebo pomoci membranové
vazaného DAG. Aktivita téchto enzym( vede ke spusténi kindzové kaskady MAPK/ERK. Nasleduje
fosforylace proteinu Jun, zména jeho konformace a navazani proteinu Fos. Vznika tak dimer AP-1
(activator protein 1), ktery funguje jako transkripcni faktor. Signaliza¢ni kaskada MAPK/ERK také vede
k aktivaci transkripcnich faktor(, které zvysSuji exprese Fos a Jun a umoZnuji tak zesileni signalu (Rincén
et al., 2001). Signalizac¢ni drahy T receptoru jsou prehledné zndzornény na obrazku ¢. 2.

Dosavadni znalosti funkci T bunék, jejich regulacnich mechanism( a interakci s nddorovymi burikami

vedly k vyzkumu cilené protinadorové terapie pomoci geneticky upravenych T bunék.
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Obradzek ¢. 2: Prehled signalizacnich drah T bunééného receptoru, upraveno podle (Huse, 2009)(adaptovdno)
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2.5 Imunoterapie hematologickych malignit

Imunoterapie vyuziva pfirozenych mechanism@ imunitniho systému k posileni imunity pacienta a ke
znic¢eni nadorovych bunék. Nejstarsi imunoterapii je alogenni transplantace krvetvornych bunék, kterd
byla poprvé provedena jiz vroce 1968 a aZz do dnesSnich dni zlstdvd v mnoha pfipadech
hematologickych malignit jedinym dlouhodobym feSenim lécby choroby. Soucasna doba pfinasi na

poli imunoterapie hematologickych malignit fadu terapeutickych moznosti.

Jiz v roce 1997 byla schvdlena prvni anti-CD20 monoklondlni protilatka — Rituximab, pro pouziti k
terapii B bunéénych malignit. Jejim navdzdanim na molekulu CD20 dochdzi k rozpoznani a k zabiti buriky

pomoci komplementu nebo pomoci bunék imunitniho systému.

Zajimavou kapitolou jsou bispecifické protilatky aktivujici T buriky (Bispecific T cell engagers — BiTEs),
které obsahuji dva variabilni protilatkové fragmenty. Jeden z nich obsahuje anti-CD3 specifitu, na tento
fragment je pak vazan linker s Casti, kterd rozpoznava povrchovy antigen nadorové bunky. Timto
zpUsobem jsou T buriky a nddorové buriky po navazani bispecifické protilatky fyzicky ptipojeny a mize
dojit k vytvoreni imunologické synapse. Spusténi T burnky pak probiha na MHC molekulach nezavislym
zpUsobem. Jednim z prvnich ptipravkd byl Blinatumomab, obsahujici dvojitou specifitu vici molekuldm

CD3 a CD19, tento pfipravek je soucasti klinickych studii pro terapii refrakterni ALL (Wu et al., 2015).

Dalsi terapeuticky pfistup vychdzi z porozuméni, jakym zplsobem jsou nadorové burky schopny brénit
se imunitnimu dohledu a zneuzivat regula¢ni mechanismy imunitniho systému. Jednim z téchto
mechanismU je exprese inhibicnich molekul na povrchu nadorovych bunék, tzv checkpointl. Na
zakladé téchto zjisténi byly ptipraveny checkpoint inhibitory, jejichz vyuziti je v soucasné dobé
predevsim u pevnych nadorld (Postow et al., 2015)(melanom a nemalobunécny karcinom plic),

nicméné poufziti inhibitor( PD-1/PD-L1 ma Uspéch i v [é¢bé Hodgkinova lymfomu (Armand, 2015).

Dalsi mozZnosti je vyuZit bunék imunitniho systému, které zajistuji protinddorovou imunitu. Jsou to
predevsim T lymfocyty a NK burky. Tyto buriky Ize in vitro expandovat, geneticky modifikovat a poté
podat pacientovi. Tato imunoterapeuticka metoda se nazyva adoptivni transfer T lymfocytd (nebo NK
bunék). Zdrojem téchto bunék mizou byt imunitni buriky pacienta (autologni buriky) nebo burky od

vhodného zdravého darce (alogenni bunky), jde tudiz o personalizovanou bunéc¢nou terapii.

2.6 Chimericky antigenni receptor

Pro Uspésnou protinadorovou lécbu T lymfocyty je idedlni namnozit T lymfocyty specifické proti
antigenu, které nadorové buriky exprimuji na svém povrchu. Pomoci genetické modifikace T lymfocytl
Ize takovou specifitu burikam dat, a navic ovlivnit jejich aktivacni a proliferacni potencidl. K témto

ucellim byly zkonstruovany tzv. chimerické antigenni receptory (CARy).
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Chimerické antigenni receptory jsou uméle pripravené receptory, jejichi specifita je ziskana
z monoklonalni protilatky. Jednotlivé ¢asti receptoru jsou rizného plvodu, odtud nazev chimericky.
Nejcastéjsi struktura CAR kombinuje extraceluldrni ¢ast tvofenou vazebnym mistem pro antigen z
monoklonalni protilatky a intracelularni doménu T-bunécéného receptorového komplexu (TCR), jako
naptiklad CD3T fetézec. Prvni CAR byl pfipraven v letech 1989-1993 (Eshhar et al., 1993; Gross et al.,
1989). CAR T lymfocyty jsou schopné rozpoznavat antigeny na nadorovych bunkach nezavisle na jejich
prezentaci pfes MHC molekulu (Rossig & Brenner, 2004). V priibéhu vyvoje CARU se do jejich struktury
pridala jedna nebo vice domén kostimulaénich molekul jako je CD28 nebo 4.1-BB. Tato Uprava
umoziuje delsi prezivani CAR T bunék v krvi pacienta a zlepSuje protinddorovou aktivitu. Struktura a

rGzné vyvojové stupné (generace) molekuly CAR jsou shrnuty v obrazku ¢. 3.
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Obrazek ¢. 3: Vyvoj struktury molekuly CAR (L. Zhao & Cao, 2019)(adaptovdno)
Intraceluldrni signalizaéni doména CAR molekuly se s casem ménila.
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Prvni generace obsahovala pouze molekulu CD3, kterd byla dostatecnd pro prenos aktivacniho signdlu.
Ndsledujici generace pak vnesly kostimulacni molekulu, respektive molekuly.

Soucasnd Ctvrtd generace md dalsi modifikace, které napf. aktivuji transkripéni faktory pro cytokiny poté co CAR
rozpoznd antigen

2.6.1 Struktura naseho CAR

V nasi laboratofi pracujeme se strukturou molekuly CAR, kterd vychazi z druhé generace. Intracelularni
signaliza¢ni ¢ast obsahuje pouze jednu kostimula¢ni molekulu, v nasem ptipadé intracelularni doménu

z molekuly 4.1-BB (CD137) a dale signaliza¢ni molekulu CD3.

Transmembranova ¢ast a hinge oblast byla odvozena z molekuly CD8. Do hinge oblasti je v pfipadé
nékterych CAR molekul (napf. proti molekule PSMA nebo molekule CLL1) vloZena kratka
aminokyselinova sekvence zvana Myc-tag (Terpe, 2003), ktera je vyuzivana pro detekci molekuly CAR,

zaroven muze slouzZit ke specifické stimulaci CAR T bunék.
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Zbytek extracelularni domény tvofi jednoretézcovy variabilni fragment (single-chain Fragment variable
— scFv), ktery obsahuje variabilni ¢ast lehkého a variabilni ¢ast tézkého retézce imunoglobulinové
molekuly, které jsou spojeny pres kratkou sekvenci aminokyselin zvanou linker. Extracelularni doména
zajistuje specifitu celé CAR molekuly, zjednodusena struktura CAR molekuly proti CD19 je na obrazku
€. 4. Vramci prace byly pouzity CAR molekuly se tfemi rliznymi specifitami. PSMA specifickych CAR
(Zuccolotto et al., 2014), CLL1 specificky CAR (Ma et al., 2019) a CD19 specificky CAR (Sadelain, 2017).

CAR

anti-CD19 Ab

Obrazek c. 4: Obecnd struktura molekuly CAR19 pouZivand v nasi laboratori

2.7 Genetickda modifikace T bunék

Jak jiz bylo zminéno, specifitu T bunék Ize zajistit genetickou modifikaci. Do DNA T bunék je mozné
vnaset dalsi geny, jako napftiklad zminény CAR nebo gen pro exogenni optimalizovany T receptor znamé
specifity. Oba tyto pfistupy byly testovany v klinickych studiich a oba prokazaly svou efektivitu
v protinadorové imunité (Morgan et al.,, 2010). Hlavnim tématem vyzkumu tedy zlstava, jakym
zplUsobem nejefektivnéji a nejbezpecnéji vkladat genetickou informaci do cilovych bunék a jak vylepsit

efektivitu takto modifikovanych imunitnich bunék in vivo.

K dorucéeni genu do bunék byvaji pouzivany retrovirové nebo lentivirové vektory (Stanislawski et al.,
2001), ale ty jsou limitovany velikosti prenasené DNA sekvence. Navic prace s témito vektory vyZaduje
specifické bezpecnostni protokoly, coZz vede k navySeni vyrobni ceny. DalSi moZnosti je elektroporace
dané genetické informace v podobé mRNA, ale tento postup je limitovan nestabilitou mRNA a jeji
expresi v modifikovanych burnkach. Také by bylo sloZité mRNA pfistup dimenzovat pro velkovyrobu za

ucelem klinického poutziti (Y. Zhao et al., 2006).

V soucasné dobé se hodné vyuziva transpozonovych vektorl obsahujicich elementy pro integraci do

hostitelské DNA pomoci enzymu transpozazy na zakladé ,,cut and paste” systému.
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2.7.1 PiggyBac transpozonovy systém

Systém modifikace T bunék pomoci transpozonli umozZnuje pouZiti inzertd bez omezeni velikosti. To
umoziuje vkladani znacné komplexnich gen(, které obsahuji kromé CAR i gen pro sekreci cytokinu a
dalsi modifikujici sekvence. PouZzitim transpozonového systému je v porovndni s ostatnimi metodami
ekonomictéjsi, nevyZzaduje vyuZziti vird a umoznuje dlouhodobou expresi, diky integraci DNA. K tomu
se vyuzivd enzym transpozaza, kterd je schopna danou sekvenci DNA integrovat do genomu
modifikované buriky. Nevyhodou systému je nahodnost umisténi vkladaného genu, ktera s sebou
prinasi riziko mutace, ale pti spravné nastavenych kultivaénich podminkach jsou selektovany pouze
Zadouci bunky. V soucasnosti je vice nezZ deset uZivanych transpozon, které byly izolovany z rGznych
organismu (lvics et al., 2009). Piggy Bac transpozonovy systém vyuZivany v nasi laboratofi je zaloZzen
na expresnim vektoru pBase, ktery obsahuje gen pro piggyBac transpozdzu a plazmid s inzertem, na
jehoZz obou stranach jsou invertované termindlni sekvence (ITR). Tyto ITR sekvence transpozaza

rozpozna, v téchto mistech inzert vysStépi a integruje ho do hostitelské DNA (viz obrazek ¢. 5).

Transposon Transposase

(@—m ~ ®

Gen zajmu

. l

W Chromosomal DNA

Obrazek c. 5: Schéma integrace genu zdjmu do genomu buriky
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3 Cil prace
V ramci této prace byly zvoleny tfi cile.

Prvnim z nich byla pfiprava CAR T bunék specifickych proti molekule CD19. Pro tento ucel byly zvoleny
dva plazmidy se sekvenci CAR proti CD19, z nichZ jeden obsahoval navic gen pro interleukin 21 a druhy

nikoli. Na zakladé tohoto rozdilu pak byla porovnana funkénost pripravenych CAR T bunék.

Druhym cilem bylo zjistit, zda po elektroporaci plazmidu se sekvenci CAR spolu s plazmidem se sekvenci
genu pro EGFP dojde k integraci obou inzertll a zda Ize procento EGFP pozitivnich bunék zaménit za

procento CAR T pozitivnich bunék.

Tretim cilem bylo zkonstruovat chiméricky antigenni receptor specificky proti molekule CLL1, ktery by

obsahoval gen pro interleukin 21, a nasledné ovéfit jeho funkcnost.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1

4.1.2

4.1.3

4.1.4

Bunécné kultury
Primarni (pacientské vzorky), kostni dren
PBMC (ziskané od darcti UHKT): zpracovani viz Metody

PIna krev pacientti s CLL: zpracovani viz Metody
Bunécna linie
RAMOS: B lymfocyty lidského Burkittova lymfomu (ATCC® CRL-1596™)

Bakteridlni kmeny

TaKaRa Stellar competent cells (Escherichia coli HST08) (TaKaRa Clontech)

Plazmidové DNA vektory (piggyBac transpozonovy systém)

pPBASE: vektor kddujici transpozazu pro integraci vybraného genu do genomu buriky
pPB-CAR19: vektor kddujici CAR se specifitou proti molekule CD19

pPB-NFAT IL-21 CAR19: vektor kédujici CAR proti molekule CD19 obsahujici ¢ast pro inducibilni
sekreci IL-21 pod NFAT promotorem

pPB-CLL1: vektor kddujici CAR se specifitou proti molekule CLL1

pPB-NFAT IL-21 CLL1: vektor kddujici CAR proti molekule CLL1 obsahujici ¢ast pro inducibilni
sekreci IL-21 pod NFAT promotorem

pPB-PSMA: vektor kddujici CAR se specifitou proti molekule PSMA (Prostate-Specific
Membrane Antigen)

pPB-EGFP: vektor kodujici molekulu EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

Protilatky

Nekonjugované

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

a-CD28 (Miltenyi Biotec): CD28 Pure — Functional Grade, Human, Clone 15E8 — mysi
monoklonalni protilatka typu 1gG1 proti lidské molekule CD28; 100 pg/ml

a-Myc (Exbio): Anti-c-Myc tag Purified, Human, Clone 9E10 — mysi monoklondlni protilatka

typu 1gG1 proti molekule Myc-tag; 1 mg/ml
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4.1.5

4.1.6

Konjugované s fluorochromem

Goat anti-Mouse-Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch): kozi polyklonalni F(ab‘)2
fragment typu 1gG (H+L) proti mysi protilatce, konjugovany s fluorochromem Alexa Fluor 647
Anti-CD3-BV786 (BD Biosciences): BV786 Mouse Anti-Human CD3, Human, Clone UCHT1 —
mysi monoklondlni protilatka typu IgG1 proti molekule CD3, konjugovana s fluorochromem
BV786

Anti-CD8-PE-Cy7 (Exbio): Anti-Hu CD8 PE-Cy7, Human, Clone MEM-31 — mysi monoklonalni
protilatka typu IgG2a proti molekule CD8, konjugovana s fluorochromem PE-Cy7
Anti-CD69-PE (Exbio): Anti-Hu CD69 PE, Human, Clone FN50 — mysi monoklonalni protilatka
typu IgG1 proti molekule CD69, konjugovanad s fluorochromem PE

Anti-CD107a-APC (Exbio): Anti-Hu CD107a APC, Human, Clone H4A3 — mysi monoklonalni
protilatka typu IgG1 kappa proti molekule CD107a, konjugovana s fluorochromem APC
Anti-CLL1 (BiolLegend): APC Anti-human CD371 (CLEC12A), Human, Clone 50C1 — mysi
monoklonalni protilatka typu 1gG2 proti molekule CD371, konjugovana s fluorochromem APC
Anti-Myc-FITC (Exbio): Anti-c-Myc tag FITC, Human, Clone 9E10 — mysi monoklonalni protilatka

typu IgG1 proti molekule Myc-tag, konjugovana s fluorochromem FITC; 1 mg/ml

Antibiotika

Pro selekci bakterii
o Ampicilin (BIOTIKA 0,5): koncentrace v médiu 100 pg/ml
o Kanamycin (Thermo Fisher Scientific): koncentrace v médiu 50 pg/ml
Do kultivaénich médii
o Penicilin-Streptomycin  (Thermo  Fisher  Scientific):  koncentrace v médiu
100 U/ml Penicilinu, 100 pg/ml Streptomycinu; zasobni roztok (P 10 000 U/ml,

Streptomycin 10 000 pg/ml)

Cytokiny

Lidsky IL-2 (R&D Systems): rekombinantni lidsky IL-2, koncentrace v médiu 1 000 U/ml; zdsobni
roztok 1 000 000 U/ml

Lidsky IL-4 (BIOMEDICA CS, s.r.0.): rekombinantni lidsky IL-4, koncentrace v médiu 40 ng/ml;
zasobni roztok 100 pg/ml

Lidsky IL-7 (BIOMEDICA CS, s.r.0.): rekombinantni lidsky IL-7, koncentrace v médiu 20 ng/ml;
zasobni roztok 100 pg/ml

Lidsky IL-21 (BIOMEDICA CS, s.r.0.): rekombinantni lidsky IL-21, koncentrace v médiu

50 ng/ml; zasobni roztok 100 pg/ml
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4.1.7 Kultivacni média

Pro tkanové kultury
o CellGro® GMP DC Medium (CellGenix):
o Doplnéno 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1 % ATB (PenStrep)
o DMEM (Sigma-Aldrich)
o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose
o Doplnéno10% FBS a1 % ATB
e RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
o Roswell Park Memorial Institute Medium

o Doplnéno10% FBS a 1% ATB

Pro bakterie

e LB agar (Duchefa Biochemie)
o Do 300 ml ddH,0 10,5 g agaru (LB Broth High Salt) => sterilizace v autoklavu

e LB médium (Duchefa Biochemie)
o Do 300 ml ddH,0 6 g agaru (LB Broth Low Salt) => sterilizace v autoklavu

e S.0.C. médium (TaKaRa Bio)
o 2 %trypton, 0,5 % extrakt z kvasinek, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCL, 10 mM MgCl,, 10 mM

MgS0O4 a 20 mM glukdza

4.1.8 Enzymy

o Restrikéni enzymy a pufry (New England BioLabs)
o Apal: 10 000 U/ml
o BamHlI: 20 000 U/ml
o EcoRI-HF: 20 000 U/ml
o CutSmart® Buffer (10x)
o T4 DNA Ligase Buffer s 10 mM ATP (10x)
e rSAP (New England BioLabs)
o Shrimp Alkaline Phosphatase, koncentrace 1000 U/ml
e T4 DNA Ligase (New England BioLabs): koncentrace 400 000 U/ml

4.1.9 Roztoky

e FACS pufr: 1 % BSA, 0,1 % Azid Sodny, doplnéno 1x PBS do 400 ml
e 1x PBS (Lonza): Zasobni roztok 10x PBS (0,017 M KH,PQO4,, 0,05 M NazHPO,, 1.5 M NacCl, pH 7,4)

fedéno desetkrat ddH,0 na 1x PBS => sterilizace v autoklavu
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e TBE pufr (Duchefa Biochemie): 17,02 g TBE na 1 | ddH,0

e Roztok Trypsin-EDTA: 0,05 % trypsin, 0,5 mM EDTA, doplnéno 1x PBS do 100 ml|

4.1.10 Pufry

Komercni soupravy a reagencie
e ELISA Kit Human IL-21 (BiolLegend)
e GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
e MassRuler DNA Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific)
o Metafectene® (Biontex)
e Neon™ Transfection System 100 pl Kit (Invitrogen)
e QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
e QIA Plasmid Midi/Maxi KIT (QIAGEN)
e QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

4.1.11 Chemikalie

e Aceton (Lach-Ner)

e Agardza SeaKem® (Lonza)

e Azid sodny (Sigma-Aldrich)

e BSA, bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

e  CFSE (Sigma-Aldrich)

e dH,0, deionizovana voda

e DMSO, dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich)

e DAPI, 4',6-diamidin-2-fenylindol (Sigma-Aldrich), fedéni 1:2000

e EDTA (Lachema)

e Ethanol (PENTAs.r.0.)

e FBS (Thermo Fisher Scientific)

e Ficoll Paque Plus (GE HealthCare)

e Glycerol (Sigma-Penta)

e H,S0O4 (Lach-Ner)

e HEPES (Sigma-Aldrich)

e Isopropylalkohol (PENTA s.r.0.)

e L-glutamin (Thermo Fisher Scientific): koncentrace v médiu 2 mM; zasobni roztok 100 ml (200
mM)

e Trypan Blue Solution (Sigma-Aldrich)
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4.1.12 Pristroje

BD LSRFortessa™ (BD Biosciences) — prltokovy cytometr s 5 lasery (355 nm, 405 nm, 488 nm,
561 nm a 640 nm)

Bio-Rad Sunrise (TECAN) — ELISA reader

Heraeus Labofuge 400R (HERAEUS) — stolni centrifuga pro praci s tkafiovymi kulturami
Heraeus Multifuge 3 S-R (HERAEUS) — velka stolni centrifuga s chlazenim a vyménnymi rotory
HeraSafe HS12 (HERAEUS) — lamindrni box pro préci s bakterialnimi kulturami

HeraSafe 2030i (Trigon Plus) — laminarni box pro praci s tkanovymi kulturami

Leica DMl (Leica Microsystems) — invertovany mikroskop pro bunécné kultury

M-24 (Boeco Germany) — mala stolni centrifuga bez chlazeni

NanoDrop® One (ThermoFisher Scientific) — spektrofotometr pro méreni koncentrace DNA
Neon® Transfection System (Invitrogen) — elektroporator pro transfekci PBMC

Orbitalni inkubator IST-4075 (JeioTech) — tfepacka s nastavitelnou rychlosti a teplotou

Uvidoc HD6 (Uvitec) — UV transiluminator pro pozorovani gelll po elektroforéze
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4.2 Metody

4.2.1

4.2.2

Sterilizace a likvidace infekéniho odpadu

Sterilizace roztokU a skla byla provadéna Ustavnimi laboranty v autoklavu pfi teploté 121 °C a
tlaku 215 kPa po dobu 30 minut. Roztoky, které neni mozné sterilizovat v autoklavu, jsou
filtrovany pres 0,22 um filtr.

Infekéni odpad byl sterilizovan v autoklavu za stejnych podminek uvedenych vyse, GMO odpad

zpracovavan specializovanou firmou.

Prace s tkanovymi kulturami

VSechna préce stkanovymi kulturami byla provadéna v laboratofi tkanovych kultur

v lamindrnim boxu za aseptickych podminek.

Izolace PBMC z pIné krve

Transfazni vaky s plnou krvi (objem cca 50 ml) byly ziskany od zdravych darcl z transfazniho
oddéleni UHKT.

V laminarnim boxu byla sterilnimi nlZkami nastfizena hadicka transfuzniho vaku a obsah
prenesen do lahvicky, Z lahvicky bylo odebrano 30-50 ml pIné krve, kterd se naredi 1x PBS
v poméru 1:1.

Do 50 ml plastovych centrifugacnich zkumavek se napipetovalo 15 ml Ficoll Paque Plus, na jeho
hladinu se pak po sténé nadoby opatrné navrstvilo 25 ml fedéné plné krve tak, aby se tyto
tekutiny nepromichaly.

Zkumavky byly vloZeny do centrifugy, a to¢eny 30 minut pfi pokojové teploté rychlosti 800 g
(2000 RPM) bez brzdy (bez podpory zrychlovani a zpomalovani).

Po centrifugaci a vytvoreni hustotniho gradientu byla odstranéna horni vrstva tvorena krevni
plazmou a do ¢istych 50 ml zkumavek byl odebran bily prstenec obsahujici PBMC.

Izolovany prstenec PBMC byl doplnén 1x PBS do objemu 40 ml.

Naslednd centrifugace bunécné suspenze probihala 10 minut pfi pokojové teploté rychlosti
800 g (2000 RPM) s brzdou.

Supernatant byl po centrifugaci odlit, peleta PBMC opét promyta nafedénim v 1x PBS do
objemu 40 ml.

Posledni promyvaci centrifugace probihala 10 minut pfi pokojové teploté rychlosti 200 g (1000
RPM) s brzdou.

Po odstranéni supernatantu byly pelety PBMC z vice zkumavek spojeny do jedné a nafedény

do objemu 10 ml 1x PBS.
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Z bunék byl odebrdan vzorek pro pocitani bunék.
Pro kultivaci byly buriky centrifugovany, odstranén supernatant a buriky byly resuspendovany
v kultivaénim médiu CellGro na koncentraci 15-20 x 10° bunék na ml. Poté byly pfeneseny do

kultivacni lahve a umistény do inkubatoru CO, s 37 °Ca 5 % CO..

Zamrazeni bunék

Dlouhodobé uchovani tkanovych kultur a PBMC bylo zajisténo umisténim bunék v mrazicim
médiu do kontejnerd v tekutém dusiku (- 196 °C). Spocitané burky byly mrazeny v mnoZstvi
20-50 x 10° bunék v mrazicich zkumavkdach o objemu 1 ml.

S predstihem byl v lednici vychlazen mrazici kontejner Mr. Frosty (Nalgene®).

Na poZzadované mnozstvi bunék bylo pfipraveno mrazici médium (90 % FBS + 10 % DMSO) v 10
% nadbytku.

Bunky byly centrifugovany 5 minut pfi pokojové teploté rychlosti 300 g (1200 RPM), po
centrifugaci byl odstranén supernatant.

Bunky byly promichany v poZzadovaném mnoZstvi mraziciho média a pfeneseny do mrazicich
zkumavek, které byly nasledné vloZzeny do mraziciho kontejneru.

Mrazici kontejner byl nasledné prenesen do mraziciho boxu — 80 °C.

Za 24 hodin byl mrazici kontejner vyndan z mraziciho boxu a zkumavky byly pfesunuty do
krabic¢ek v kontejneru v tekutém dusiku. Mrazici kontejner byl poté ponecham v pokojové

teploté, osusen a pred dalSim pouZitim v ném byl zkontrolovdn obsah isopropanolu.

Rozmrazeni bunék

Pfed samotnym rozmraZenim bylo pripraveno vytemperované médium RPMI (pro tkanové
kultury), pfipadné CellGro (pro PBMC darcli nebo pacient(l) na 37 °C a pfipravena vodni lazen
stejné teploty.

Z kontejneru v tekutém dusiku bylo odebrano potfebné mnoiZstvi mrazicich zkumavek
obsahujici bunky, které byly postupné rozmrazeny ve vodni lazni. Obsah zkumavky byl
pfenesen do 15 ml centrifugacni zkumavky, mrazici zkumavka byla proplachnuta 1 ml
temperovaného média, ktery byl pfidan do centrifugaéni zkumavky.

Do centrifugac¢ni zkumavky byly postupné za stalého promichavani pfidany 4 ml
temperovaného média.

Bunky byly nasledné centrifugovany 5 minut pfi pokojové teploté rychlosti 300 g (1200 RPM),
po stoceni byl odebran supernatant. Bunky byly promichany v 5 ml temperovaného média a

nasledné zpracovany Ci kultivovany.
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Pasazovani

Kultivace CAR T lymfocytl

CAR T lymfocyty byly kultivovany dle mnozstvi bunék v kultivacnich destickach rdznych objemd
(3 ml, 6 ml, 15 ml), pfipadné kultivaénich lahvich s plochou dna 25 cm?,

Pasazovani bunék bylo provadéno 3x tydné. Optimalni koncentrace bunék byla v rozmezi 1-2
x 10° bunék na ml CG média. Do média se pfiddvaly cytokiny IL-2 nebo IL-4 a IL-7 nebo IL-4,
IL-7 a IL-21, podle druhu experimentu.

Pasazované bunky byly udrzovany v maximalnim objemu 8-10 ml odebranim c¢asti média

s bunikami a pridanim cerstvého média s cytokiny.

Pasazovani bunécnych linii

Pouzita byla lidskd bunécna linie RAMOS.
Pasaz byla provadéna 2x tydné. Optimalni koncentrace bunék byla v rozmezi 1-2 x 10°
bunék na ml média. Bunky byly udrZovany ve 20-30 ml RPMI média odebranim ¢asti média

s bunikami a pridanim cerstvého média.

Aktivace CAR T lymfocyti a PBMC

Aktivace byla provadéna pomoci protilatek adherovanych na povrchu kultivacni desticky.

V laminarnim boxu byla do prazdné jamky 24 jamkové destic¢ky pipetovdna smés protilatek
(2 ul CD3 + 2 pl aCD28, nebo 2 pl aMYC) ve 200 pl 1x PBS.

Desticka byla poté inkubovana 1 hodinu v CO; inkubatoru pfi 37 °C.

Nasledné bylo z jamky opatrné odebrdno PBS s protilatkami, jamka byla dvakrat opatrné
promyta 1 ml ¢istého PBS (pfidano po sténé, aby proud kapaliny neodmyl protilatky na dné).
Do prdzdné jamky s adherovanymi protildtkami bylo ihned pipetovdano médium s bufkami

urcenymi k aktivaci.

Pocitani bunék v Biirkerové komurce

Buniky byly pocitany v Biirkerové komdrce po barveni trypanovou modfi.

Z dlikladné promichané suspenze bunék bylo odebrano 30 ul a nafedéno 120 pul PBS v jamce
96 jamkové desticky s kulatym dnem. Smés byla dobfe promichdna pipetovanim a z ni bylo 30
pl preneseno do jamky s 30 ul trypanové modfe. Vzorek byl promichdan a cca 30 ul
napipetovano do Biirkerovy komUrky. Timto zplsobem bylo ziskano redéni 10x.

Pod mikroskopem bylo pocitdno mnozstvi neobarvenych bunék v péti velkych ctvercich
ramovanych dvojitou ¢arou, zaroven byly pocitany pouze bunky dotykajici se dvou krajnich

dvojitych ¢ar kazdého velkého ctverce.
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4.2.3

Vypocet mnozstvi bunék na ml je nasledovny:

(pocet bunék/mnoZstvi pocitanych ctverct) x REDENI x 10% = pocet b/ml

Prace s bakteridlnimi kulturami

Prace s bakteridlnimi kulturami byla provadéna v bakterialni laboratofi, v lamindarnim boxu a

na pracovnim stole.

Pfiprava bakteridlnich misek

Pro pfipravu misek pro bakteridlni kultivaci byl vyuzivan LB agar.

V mikrovinné troubé byl pevny agar opatrné zahfivan a pribézné promichavan, az do Uplného
rozpusténi.

Nadoba s LB agarem byla ndsledné ponechdana k vychladnuti. Poté bylo pfidano odpovidajici
mnozstvi antibiotika:

Ampicilin fedén 1000x (vysledna koncentrace 100 pg/ml)

Kanamycin fedén 400x (vysledna koncentrace 50 pg/ml)

Smés byla promichana a poté nalita na prazdné Petriho misky, po zatuhnuti byly misky popsany

datem pfipravy a pouZitym typem antibiotika.

Transformace bakterii

Jako kompetentni buriky byly pouzity TaKaRa Stellar competent cells, uchovavané v —80 °C.
Kompetentni buriky byly spole¢né s prazdnymi mikrozkumavkami vliozeny do nadoby s ledem,
buniky byly ponechdny priblizné 10 minut na ledu k rozmrazeni. Zaroven bylo temperovano
S.0.C. médium na teplotu 37 °C.

Kompetentni bunky byly opatrné promichany a v objemu 50 pl byly pipetovany do dCisté
vychlazené mikrozkumavky.

K burikdm byly pfidany 2 pl plazmidové DNA, respektive smési DNA po ligaci.

Mikrozkumavka byla ponechana 30 minut na ledu, pak byla Sokové zahrata na teplotu 42 °C
po dobu presné 45 vtefin a poté vracena na 1-2 minuty na led. Po uplynuti této doby bylo
k buikdm priddno 300 pl temperovaného S.0.C. média a mikrozkumavka s burfikami byla
inkubovana hodinu pfi teploté 37 °C.

Z inkubovanych bunék bylo 50 pl nasledné rozetfeno na misky s agarem a s pfislusSnym

antibiotikem. Misky byly pres noc inkubovany v CO; inkubatoru pfi teploté 37 °C.
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Kultivace

Z bakteridlnich misek se pomoci sterilniho paratka nebo Spicky jednotlivé vypichly narostlé
kolonie a byly jimi zainokulovany sklenéné erlenmeyerovy bariky se 100 ml tekutého LB média
a pfislusnym antibiotikem.

Banky byly pfesunuty do tfepacky, kde byly ponechdny pfes noc pfi teploté 37 °C a rychlosti
200 RPM.

Namnozené bakterie byly pouZity k tvorbé bakteridlnich konzerv, pfipadné ptipravé mini, midi

¢i maxi DNA prepd.

Priprava bakterialnich konzerv

Do Cisté mikrozkumavky bylo pipetovano 500 pl 30 % glycerolu a 500 pl namnozenych bakterii
v LB médiu, obsah mikrozkumavky byl pfevracenim rychle promichan a mikrozkumavka byla
vlozena do nddoby s ledem. Vznikla bakterialni konzerva pfislusSného plazmidu byla skladovana

v—80 °C.

PFiprava miniprepl

K izolaci DNA byla pouZita souprava QIAGEN QlAprep Spin Miniprep Kit, pufr P2 s obsahem
LyseBlue (modry indikator Uspésné lyzy)

Ke vSem centrifugacim byla pouZita stolni centrifuga M-24 a centrifugace byly provadény pfi
pokojové teploté.

Z média s namnozZenymi bakteriemi byl odebran 1 ml smési do mikrozkumavky a centrifugovan
5 minut rychlosti 10 000 g.

Supernatant byl odebran a peleta byla resuspendovana v 200 pl pufru P1.

Do zkumavky bylo pfidano 200 pl pufru P2 a promichdno otdcenim mikrozkumavky, poté byla
zkumavka ponechdna 5 minut pfi pokojové teploté. Dostatecna lyzace byla ovérena vizualné
podle modré barvy roztoku.

Dale bylo do zkumavky pfidano 200 ul pufru P3 a zkumavka byla promichana az do zbélani
roztoku.

Zkumavka byla centrifugovana 5 minut rychlosti 15 000 g, supernatant byl pfenesen do Cisté
1,5 ml mikrozkumavky a k nému byl pfidan 1 ml 96 % ethanolu. Smés byla nasledné vloZena
na 30 minut do mraziciho boxu (- 20 °C).

Zkumavka byla centrifugovana 15 minut rychlosti 15 000 g, supernatant byl odstranén. Peleta
byla resuspendovana v 500 pl 70 % ethanolu. Po centrifugaci 5 minut rychlosti 15 000 g byl

odstranén supernatant.
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Mikrozkumavka byla oto¢ena dnem vzh(ru a poloZzena na bunicinu, takto byla peleta susena

do zpruhlednéni. Nakonec byla peleta resuspendovéana ve 25 ul sterilni dH,0.

Pfriprava midiprepl a maxiprept

K izolaci DNA byla pouZita souprava QIAGEN Plasmid Midi Kit (A), nebo QIAGEN Plasmid Maxi
Kit (B) a pufr P2 s obsahem LyseBlue (modry indikator Uspésné lyzy).

Médium s namnoZenymi bakteriemi bylo pfepipetovdno do 50 ml centrifugaénich zkumavek,
zkumavky byly centrifugovany 15 minut rychlosti 6000 g pfi teploté 4 °C. Po centrifugaci byl
odstranén supernatant.

Bakterialni pelet byl resuspendovan ve 4 ml (A), respektive 10 ml (B) pufru P1. Nasledné byl
pfidan objem 4 ml (A), respektive 10 ml (B) pufru P2 (roztok zmodrd), centrifugacni zkumavky
byly promichdny ota¢enim a ponechany 5 minut pti pokojové teploté. Dale k nim bylo pfidano
4 ml (A), respektive 10 ml (B) roztoku P3, zkumavky byly opét promichany otac¢enim do zbélani
roztoku, poté byly zkumavky inkubovany na ledu 15 minut (A), respektive 20 minut (B).
Zkumavky byly centrifugovany 30 minut rychlosti 10 000 g pfi teploté 4 °C. V mezicase byla
pripravena QIAGEN kolona 100 (A), respektive 500 (B), do stojanku, pod ni byla vloZena
centrifugacni zkumavka objemu 50 ml. QIAGEN kolona byla navlhéena objemem 4 ml (A),
respektive 10 ml (B) pufru QBT. Prlichozi pufr byl zachycen v odpadni zkumavce pod kolonou.
Po centrifugaci byl prelit supernatant do pfipravené kolony (Cistou Spickou bylo branéno
vstupu bilych shlukd do kolony). Po prlichodu supernatantu kolonou byla kolona proplachnuta
2x 10 ml (A), respektive 2x 30 ml (B) pufru QC (odpadni zkumavka byla pribézné
vyprazdiiovana).

Pod kolonu byla pfipravena cista centrifugacni zkumavka o objemu 15 ml (A), respektive 50 ml
(B). Pomoci 5 ml (A), respektive 15 ml (B) pufru QF byla z kolony vymyta DNA.

Nasledné byla DNA vysraZzena pfidanim 3,5 ml (A), respektive 10,5 ml (B) isopropanolu
pokojové teploty, smés byla silné protfepana a poté centrifugovana 1 hodinu rychlosti 5000 g
pfi 4 °C.

Po centrifugaci byl opatrné odstranén supernatant a peleta s DNA byla promyta 2 ml (A),
respektive 5 ml (B) 70 % ethanolu pokojové teploty. Poté byla smés centrifugovana 1 hodinu
rychlosti 5000 g pfi 4 °C.

Nasledné byl odstranén supernatant a peleta byla susena do zprihlednéni.

Na zaveér byla peleta resuspendovana v 50 pl (A), respektive 200 ul (B) sterilni dH,0 a vloZena

do 1,5 ml mikrozkumavky.
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4.2.4 Prace s DNA
Restrikéni Stépeni
o Ke Stépeni plazmidové DNA byly vyuzity restrikénimi enzymy spole¢nosti NEB (New England
Biolabs), stépeni bylo provadéno 60-120 minut v termobloku pfi teploté odpovidajici danému
enzymu, nejcastéji 37 °C.
e Ve smési pro enzymatické Stépeni byla obsazena DNA, 10x fedény pufr dle enzymu, restrikéni
enzym nebo enzymy (10-20 U enzymu na reakci) a dH,0 pro doplnéni do celkového objemu

40 pl.

Defosforylace Stépeného plazmidu

eV pfipadé restrikéniho Stépeni jednim enzymem byla provedena defosforylace kompatibilnich
koncd, aby bylo zabranéno opétovného uzavieni linearniho plazmidu.

o K defosforylaci vektoru byla pouZita fosfataza rSAP v mnozstvi 1 U na Stépici smés (8 ug DNA),
fosfataza byla pridana po restrikénim stépeni ke Stépici smési s vektorem.

o Defosforylace byla provddéna 30 minut pfi teploté 37 °C, nasledné byla fosfataza inaktivovana

inkubaci smési 15 minut pfi teploté 65 °C.

Priprava gelu a DNA elektroforéza

e Pro préci s DNA byl pouZivdn 1 % agardzovy gel. Ke 40 ml TBE pufru bylo pfiddno 0,4 g agardzy,
smés byla rozpusténa v mikrovinné troubé. Dale byly pfidany 2 ul GEL RED, smés byla
promichana v nadobé a obsah byl prelit do pfipravené vanicky. Nasledné byl do gelu vlozen
hiebinek (10 zub( pro izolaci, 12 zubl pro ovéreni stépeni) a gel se nechal ztuhnout.

e Vanicka s gelem byla vloZena do elektroforetické vany a zalita TBE pufrem, aby byl gel
ponofeny. Opatrné se vyndal hiebinek diky némuz v gelu vznikly jamky pro nanaseni DNA.

e Do prvni jamky byly pipetovany 2 ul markeru (MassRuler DNA Ladder Mix). Nasledné byla do
jamek pipetovana smés vzorkd a MassRuler DNA Loading Dye 6x (40 pl vzorku + 8 pl LD 6x).

e Elektroforeticka vana byla zapojena do zdroje a pustil se elektricky proud pfi stejnosmérném
napéti 100 V priblizné na 45 minut.

e Po ukonceni elektroforézy byl gel s rozdélenou DNA pienesen pod kameru a pod UV zarenim

byl gel vyfocen a zdokumentovan.

Izolace DNA z gelu
e Kizolaci DNA z gelu byl vyuzivan QlAquick Gel Extraction Kit, centrifugace byla provadéna v
stolni centrifuze pfi pokojové teploté.

e Na UV transluminator byl vloZzen gel s DNA a pod UV zarenim.
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Cistym ostrym skalpelem byly z gelu vyfiznuty potfebné fragmenty DNA, které byly vybrany na
zakladé porovnani velikosti s markerem. Takto vyfezané gelové fragmenty byly pfeneseny do
mikrozkumavek. Jednotlivé mikrozkumavky s fragmenty byly zvdZzeny a vdha byla zapsana. Na
zakladé vahy gelu byly nasledné fragmenty zpracovany izola¢nim kitem, maximalni pfipustna
vaha gelu byla 300 mg na mikrozkumavku.

Do mikrozkumavky byly ptridany 3 dily pufru QG na 1 dil gelu (100 mg odpovida pfiblizné 100
ul).

Poté byly mikrozkumavky inkubovany 10 minut pfi teploté 50 °C, pro lepsi rozpusténi gelu byly
zkumavky pribézné vortexovany.

Po Uplném rozpusténi gelu byl pfidan 1 dil isopropanolu na 1 dil gelu, roztok byl nékolikrat
promichan prevracenim mikrozkumavky.

Dale byla pfipravena specidlni kolonka MinElute do 2 ml sbérné zkumavky.

Do kolonky bylo pipetovano 700 pl rozpusténého gelu. Kolonka se sbérnou zkumavkou byla
centrifugovdna 1 minutu rychlosti 17 900 g pfi pokojové teploté. Sbérnd zkumavka byla poté
vylita a postup byl opakovan do zpracovani celého objemu rozpusténého gelu.

Do kolonky bylo ptidano 500 ul pufru QG, kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana
1 minutu rychlosti 17 900 g pti pokojové teploté. Sbérna zkumavka byla vylita. Kolonka byla
dale promyta pridavkem 700 pl pufru PE, ponechdna 3 minuty pfi pokojové teploté a nasledné
centrifugovana 1 minutu rychlosti 17 900 g pfi pokojové teploté.

Kolonka MinElute byla pfendana do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Doprostfed membrany
kolonky bylo pipetovano 10 pl sterilni dH,0, nasledné byla 4 minuty ponechana v pokojové
teploté. Nakonec byla zkumavka s kolonkou centrifugovana 1 minutu rychlosti 17 900 g pfi

pokojové teploté. V mikrozkumavce byl ziskan vytiznuty fragment DNA.

Ligace DNA fragmentt

Ligace DNA fragment( byla provadéna pomoci T4 DNA ligazy (New England Biolabs).
Standardné bylo pouZivano 100 ng vektorové DNA na ligacni reakci v poméru 1:3 (vektor:
inzert). V ligacni smési byly dale obsazeny 2 ul pufru pro T4 DNA ligdzu (10x fedény), 1 ul T4
DNA ligdzy a dH,0 (do 20 pl).

Pfipravena liga¢ni smés byla inkubovdana pres noc pfi teploté 16 °C a nasledné byla pouZita pro

transformaci bakterii.
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4.2.5

Stanoveni koncentrace plazmidové DNA na pristroji NanoDrop®

K méreni byl vyuzivan pfistroj NanoDrop®.

Po zapnuti pfistroje a programu, byl pfistroj kalibrovdn nanesenim 2 ul dH,0 na méfici tercik.
Nasledné byly méreny 2 ul blanku (roztok, ve kterém byla rozpusténa DNA), v nasem ptipadé
sterilni dH,0. Poté byly méreny vzorky opét o objemu 2 pl. Vzorky byly méfeny dvakrat,
pfipadné trikrat, vysledna koncentrace byla stanovena jako pridmér méreni. Na konci byl méfici

tercik oCistén vodou a pristroj byl vypnut.

Transfekce lidskych bunécnych kultur

Elektroporace — ptiprava CAR T bunék

K elektroporaci byl pouZit pfistroj Neon® a Neon™ Transfection System 100 pl Kit, zajistujici
prenos plazmidd do PBMC bunék.

Pro jednu elektroporaci bylo tfeba 5 pg DNA a 100 pl T pufru a 10 x 10° bunék. Protoze
elektroporovany objem je jen 100 ul, cozZ je limitujici, vétSinou se jeden vzorek elektroporoval
na nékolikrat — 2 az 5 elektroporaci na vzorek. Proto se pftipravilo 2,5 az 5,5 krat vic DNA a
pufru a bunék pro dany vzorek.

K elektroporaci byly pouzity PBMC izolované cerstvé z krve darcli, maximalné vsak den po
izolaci, které byly kultivovany v CG médiu bez cytokin(

Bunky byly spocitany a byl odebran objem s odpovidajicim pocétem bunék.

, nasledné byly bunky promyty PBS, centrifugovany 5 minut rychlosti 300 g (1200 RPM) pfi
pokojové teploté. Supernatant byl dikladné odstranén a peleta bunék byla resuspendovana
v smési T pufru a DNA.

Do laminarniho boxu byl pripraven elektroporator Neon®, elektroporacni pipeta (pevny objem
100 ul), elektroporacni $picky, kyvety a pufr E2. Kyveta byla naplnéna pufrem E2 nad elektrodu
kyvety (pfiblizné 2,5 ml E2 pufru) a vloZena do pfistroje.

Elektroporacni pipetou byla didkladné promichana smés PBMC a plazmidové DNA, bylo
odebrano 100 pl smési bez bublin (jejich prfitomnost vede ke sniZzeni efektivity elektroporace)
a pipeta byla umisténa do elektroporacni kyvety v pfistroji. Buriky byly vystaveny elektrickému
pulsu po dobu 20 ms pfi napéti 2300 V. Elektroporovana smés v pipeté byla poté prenesena
do mikrozkumavky s 500 pl ¢istého média CellGro pokojové teploty.

Na zavér byly centrifugovany elektroporované PBMC 5 minut pfi rychlosti 300 g (1200 RPM)
pfi pokojové teploté. Poté byl odstranén supernatant, pfidano ¢isté médium s cytokiny a buriky
preneseny do 24 jamkové desticky, kde byly poté kultivovany pfi teploté 37 °C v CO;

inkubatoru.
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4.2.6

4.2.7

Ptiprava bunék pro pritokovou cytometrii

Odbér bunék
Bunky, které byly kultivovany v kultivacnich lahvich, byly pipetovanim fadné promichany a
spocitdny. Pro cytometrickou analyzu bylo odebréano do FACS zkumavek 1,5 — 5 x 10° bunék,

v zavislosti na zastoupeni hledané populace.

Promyvani a barveni bunék

Odebrané a spocitané bunky byly ve FACS zkumavkach promyty pfiddnim 1 ml PBS. Nasledné
byly bunky centrifugovany 5 minut rychlosti 600 g pfi pokojové teploté, poté byl odstranén
supernatant. Bunky byly opakované promyty 1 ml PBS, centrifugovany stejnym zplsobem a
znovu byl odstranén supernatant.

Ke peleté bunék bylo ptridano 50 pl protilatkového mixu v PBS. Pipetou byla promichana peleta
bunék a ndsledné byla ponechdna 30 minut ve tmé pti pokojové teploté. Po nabarveni byly
vzorky promyty pfiddnim 2 ml PBS, centrifugovany 5 minut rychlosti
600 g pfi pokojové teploté, a byl odstranén supernatant.

Nakonec bylo pfidano 400 pl ¢istého PBS a dale 100 pl PBS s DAPI (vysledné fedéni 1:2000).

Vzorky byly takto pfipraveny k méreni na pritokovém cytometru.

Méreni bunécnych vzorkl na cytometru BD LSRFortessa

Pfed samotnym mérenim byl zapnut priatokovy cytometr BD LSRFortessa (spolec¢nost BD
Biosciences) a systém fluidiky, dale byl spustén pocitac a nasledné program BD FACSDiva. Pred
pouzitim byl pfistroj proplachnut po dobu 5 minut dH,O filtrovanou pfes 0,22 um filtr.

V mezi¢ase byl nastaven program pro mérené vzorky, pfipraveny grafy se sledovanymi
parametry. Naslednym srovnanim nebarvenych a plné barvenych vzorkl( bylo nastaveno
napéti na detektorech.

V rdmci samotného experimentu byly méfeny nebarvené kontroly, jednobarevné kontroly,
FMO kontroly (barveny vzorek sjednou chybéjici protilatkou) a plné barvené vzorky. Po
ukonceni méreni byla data exportovana ve formatu FCS k nasledné analyze. Pristroj byl po
méreni proplachnut 10 minut roztokem BD FACS Clean, 10 minut roztokem FACS Rinse a 10
minut filtrovanou dH,0.

Nakonec byly postupné vypnuty program FACSDiva, pritokovy cytometr, pocitaC a systém
fluidiky.

Namérend data byla poté analyzovdna v programu FlowJo.
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4.2.8

4.2.9

Sekrecni analyza IFN-y prltokovou cytometrii

Pro experiment byl pouzit IFN-y Secretion Assay — Detection Kit (PE) (Miltenyi Biotec). Na
lymfocyty se navaze ,chytaci” protilatka (IFN-y Catch Reagent), ktera vychytava IFN-y
sekretovany lymfocyty do okoli. Pomoci fluorescencné znacené protildtky proti IFN-y se poté
bunky analyzuji na pritokovém cytometru.

Pomoci IFN-y kitu byla ovéfena schopnost CAR T bunék produkovat IFN-y po stimulaci
teréovymi burikami (RAMOS pro CAR T buriky se specifitou proti molekule CD19).

Priprava kitu pred pouZitim: Zasobni roztok MACSe BSA byl 20x fedén autoMACS™ Rinsing
roztokem. Déle bylo pfipraveno ¢isté médium RPMI (bez FCS nebo BSA). Cast média a pufr byly
ponechdny na ledu pfi teploté 2-8 °C. Cast média byla temperovana na teplotu 37 °C.
Stimulace bunék: Efektorové CAR T bunky, u kterych byla zjistovana sekrece IFN-y, byly
stimulovédny pridanim terCovych bunék (RAMOS) v poméru 1:1. Bunky byly spolecné
inkubovany 4 hodiny pfi 37 °C, 5 % CO..

Po skonleni inkubace bylo 10° bunék/vzorek promyto 1 ml vychlazeného pufru a
centrifugovdno rychlosti 300 g (1200 RPM) 10 minut pti 2-8°C. Pelet bunék byl resuspendovan
ve 90 ul vychlazeného média, poté bylo k burkdm pipetovano 10 pl IFN-y Catch reagencie.
Smeés byla dukladné promichana a 5 minut inkubovana na ledu.

Nasledné byl k burikdam pipetovdn 1 ml temperovaného RPMI média a bunky byly inkubovany
45 minut pfi 37 °C za obCasného michani.

Poté se zkumavky s burikami daly do ledu, byly promyty vychlazenym pufrem a centrifugovany
rychlosti 300 g (1200 RPM) 10 minut pfri teploté 2-8 °C. Po odpipetovani supernatantu byla
peleta bunék resuspendovana v 90 ul vychlazeného pufru. Ke smési bylo pipetovano 10 ul
IFN-y Detection Antibody (PE)

Buniky byly dikladné promichany a 10 minut inkubovany na ledu. Nasledné byly promyty 2 ml
vychlazeného pufru, centrifugovany rychlosti 300 g (1200 RPM) 10 minut pfi teploté 2-8 °C.
Po odstranéni supernatantu byly buriky resuspendovany v celkovém objemu 500 pul PBS s DAPI

(Fedéni 1:2000) a analyzovany na pritokovém cytometru.

ELISA IL-21

Pro experiment byl pouZzit ELISA Kit Human IL-21 (BioLegend).
Pomoci ELISA kitu byla ovérena schopnost bunék produkovat IL-21 do média. Pro ELISA
metodu se pouzije supernatant z bunék, které byly v definovaném poctu a v definovaném

objemu média kultivovany, eventudlné stimulovany.
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Pfiprava kitu pred pouzitim: Zasobni 20X Wash Buffer byl fedén v dH,0 za vzniku 1X Wash
Buffer.

Vzorky byly analyzovany bez fedéni.

Postup: VSechny reagencie byly vytemperovany na pokojovou teplotu. Pro analyzu bylo
pfichystano odpovidajici mnoiZstvi pre-coatovanych jamek desticky, nadbytecné byly
ponechany k pozdéjsimu uziti. Kalibracni fada se nanasi v duplikatech, vzorky v duplikatech i
triplikatech.

Lyofilizovany lidsky IL-21 byl rekonstituovan v 200 ul Assay Buffer A za vzniku zasobniho
roztoku standardu o koncentraci 20 ng/ml. Rekonstituovany interleukin byl ponechan 15 minut
v pokojové teploté, nasledné byl kratce vortexovan.

Pripravily se zkumavky pro kalibraéni fadu St1 — St7 a Blank. Do zkumavky St1 se napipetovalo
450 ul Assay Buffer A, do zkumavek St2 — St7 a do zkumavky Blank se napipetovalo 250 ul Assay
Buffer A.

Ze zasobniho roztoku standardu se 50ul napipetovalo do St1

Zkumavka St1 se zvortexovala, odebralo se z ni 250 ul do St2. Takto se fedénim dvojkovou
radou pripravily i ostatni standardy, ve zkumavce Blank zlstal pouze pufr.

Timto zpUsobem byla pfipravena kalibracni fada standardu IL-21 o koncentracich
2 000 pg/ml, 1 000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml a 31,3 pg/ml.
Desticka byla ctyrikrat promyta 1X Wash Buffer o objemu 300 pl na jamku, obsah jamek byl
vzdy vyklepnut do odpadu a nasledné lehce odklepnut na absorpéni papir, vSechna nasledna
promyti byla provedena stejné.

Do vsech jamek bylo napipetovano 50 pl Assay Buffer A

Do desticky byly podle pfedem navrZeného schématu naneseny po 50 ul St1 —St7 s blankem a
vzorky, ty se pfed nanesenim vidy zvortexovaly

desticka byla prelepena ochrannou folii a nasledujici 2 hodiny byla umisténa na tfepacku
s rychlosti 200 RPM pfi pokojové teploté.

Po odstranéni ochranné folie byl obsah jamek vyklepnut do odpadu a destic¢ka byla ¢tyrikrat
promyta vySe uvedenym zplsobem.

Poté bylo do desticky napipetovdno po 100 pul detekéni protilatky do viech jamek, desticka byla
znovu prelepena ochrannou folii a inkubovana 1 hodinu na tfepacce pfi pokojové teploté.

Po odstranéni ochranné folie, byl obsah jamek vyklepnut do odpadu a desticka byla ¢tyrikrat
promyta. Dale bylo pfidano 100 pl roztoku Avidin-HRP D do vSech jamek, desticka byla

prelepena ochrannou folii a inkubovdna 30 minut na tfepacce pfi pokojové teploté.
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Po odstranéni ochranné folie z desticky byl obsah jamek vyklepnut do odpadu, desticka byla
pétkrat promyta, pfi tomto konecném promyvani, byl ponechdn 1X Wash Buffer v destic¢ce
vzdy 30-60 vtefin pred vyklepnutim.

Poté bylo pfidano 100 ul Substrate Solution E do vSech jamek a desticka byla inkubovana 20
minut ve tmé. Barva jamek, obsahuijicich lidsky IL-21, se po promichani s roztokem zménila na
modrou, intenzita zbarveni byla Umérna koncentraci.

Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl Stop Solution do vSech jamek, barva roztoku se pak
zménila z modré na Zlutou.

Nakonec byla na pftistroji ELISA reader promérena absorbance pfi vinové délce 450 nm,
software readeru sestrojil kalibracni kfivku a odecetl z ni hodnoty koncentraci pfislusnych

jamek.
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5 Vysledky

Experimentdlni ¢ast diplomové prace se zabyva vyrobou CAR T bunék a jejich testovanim. Jsou
to T bunky ziskané z lymfocytl zdravého darce, které jsou geneticky modifikovany tak, aby
exprimovaly chimericky antigenni receptor specificky proti urcité molekule. V této praci se
jednalo o molekulu CD19 a CLL1. Pro modifikaci T bunék byl pouzit PiggyBac transpozonovy
systém. Plazmidy s inzertem obsahuji repetitivni sekvence, které rozpozna transpozaza. Gen
pro transpozazu je kédovan v plazmidu pBase. Plazmidy se pak spolecné vnaseji do bunék
elektroporaci. Transpozaza zajisti integraci inzertu do genomové DNA bunék a jejich stabilni
expresi. Vyhoda PiggyBac vektorového systému je moznost vkladat dlouhé inzerty DNA. Jeden
z pouzitych plazmid( byl pfipraven v rdmci této diplomové prace. Buriky jsou pak kultivovany
v prostfedi podporujicim expanzi T-bunék a po 8-15 dnech se zjistuje, zda expandované buriky
jsou CAR pozitivni. Zaroven se zjistuje i podrobny fenotyp bunék. Vysledky fenotypizace nejsou
uvedeny vtéto prdci, autor je sam nezhotovil, ale jsou wuvedeny v ¢lanku
Inducible secretion of IL-21 augments anti-tumor activity of piggyBac-manufactured chimeric

antigen receptor T cells”, jehoz je spoluautorem.

5.1 Priprava CAR T buneék, kultivace a ovéreni exprese

Cilem experimentu byla vyroba CAR T bunék specifickych proti molekule CD19. Pfipraveny byly
dva typy bunék. Prvni typ (1) obsahoval pouze gen pro expresi CAR proti molekule CD19. Druhy
typ (2) obsahoval navic gen pro expresi fluorescencniho proteinu EGFP. Ten umoziuje
snadnéjsi identifikaci CAR pozitivnich bunék pritokovou cytometrii nebo pod fluorescen¢nim

mikroskopem. Pro tyto Ucely byly pouZity tyto kombinace plazmid(:

(1) pPB-CAR19 + pBase (pomér 2:1).
(2) pPB-CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1).

Z krve darce byly izolovany PBMC (viz 4.2.2 Izolace PBMC z pIné krve), nasledné byly buriky

spocitdny a poZadované mnozstvi bylo odebrdno do mikrozkumavek pro elektroporaci.

Elektroporace
Do T pufru z transfekéniho kitu byla pipetovdna smés plazmidové DNA a pBase viz poméry vyse.
K peletu bunék byla pfiddna smés plazmidd v T pufru a buriky byly elektroporovany v pfistroji

Neon pti 2300 V 20 ms (viz 4.2.5 Elektroporace — ptiprava CAR T bunék). Transfekované buriky
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byly kultivovany v 24 jamkové kultiva¢ni desticce v médiu CellGro (CG). Do desticky byla

pridana negativni kontrola v podobé netransfekovanych bunék.

Kultivace

Kultivacni prosttedi, podporujici selekci CAR T bunék, bylo zajisténo pfidanim interleukint 4 a
7 do média CG. Netransfekované bunky byly standardné kultivovany v pfitomnosti
interleukinu 2, ktery vede k pomnozZeni T-bunék.

Po 24 hodinach byl rist netransfekovanych bunék podporen stimulaci protilatkami anti-CD3 a
anti-CD28, které aktivuji T-lymfocyty. Protilatky byly adherovany na dno prazdné jamky 24
jamkové desticky, jamka byla promyta a nasledné byly do této jamky pipetovany
netransfekované buriky.

Vyrobené buriky, obsahujici CAR se specifitou proti molekule CD19, nejsou standardné
stimulovany pomoci zadnych protilatek. PGvodni PBMC, které byly pti vyrobé CAR T bunék
elektroporovany, obsahuji B lymfocyty exprimujici na svém povrchu molekulu CD19. Molekula
CD19 je pomoci CAR rozeznavana a pripravené bunky jsou tak specificky stimulovany. Tato
metoda stimulace byla v nasi laboratoti opakované ovérena a zaroven vede k vysoké frekvenci
CAR T bunék v kultivované smési.

Po deseti dnech kultivace bunék v médiu s cytokiny, byla ¢ast bunék odebrana a zpracovana

pro ovéreni exprese CAR na pritokovém cytometru.

Ovéreni exprese CAR proti CD19 a exprese EGFP v transfekovanych burikach

Buniky byly barveny polyklondlni protildtkou Goat-anti-Mouse APC (fedéni 1:200). Tato
protilatka se vaZze na extracelularni ¢ast molekuly CAR, ktera je odvozena z protilatky mysiho
plGvodu. Viabilita byla detekovana barvenim pomoci DAPI (fedéni 1:2000). Exprese EGFP byla

ovérena v kandle FITC. Vysledna analyzy viz obrazek €. 6.
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Obrazek c. 6: Ovéreni exprese CAR receptoru a fluorescencniho proteinu EGFP

Na zakladé dat z priatokového cytometru byla potvrzena exprese CAR na povrchu pripravenych
bunék. Na zakladé vysoké exprese EGFP a soucasné povrchové exprese CAR, miZeme konstatovat

vysokou ucinnost transfekce i v pfipadé soubézného pouziti dvou plazmidd.
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5.2 Vyroba CAR T bunék a ovéreni vlivu kultivacnich podminek na

frekvenci CAR pozitivnich bunék

Cilem experimentu byla optimalizace kultiva¢nich podminek elektroporovanych bunék. Pro
tento experiment byly vyrobeny CAR T bunky zPBMC zdravého darce, specifické proti
molekule CD19. Pro elektroporaci byla pouZita nasledujici kombinace plazmid(:

(1) pPB-CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)

(2) pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)

Takto vyrobené CAR T buriky byly rozdéleny na poloviny do dvou skupin. Pro kazdou skupinu
byl zvolen jiny postup aktivace a kultiva¢ni podminky. Pfedpokladdame, zZe na zakladé rozdilnych
kultivacnich podminek se bude lisit frekvence CAR pozitivnich bunék v kultivované smési, coz

bude ovéreno pomoci pratokové cytometrie.

Elektroporace
Elektroporace byla provedena stejné jako v kapitole 3.1. Transfekované burky byly nasledné
rozdéleny na poloviny do dvou skupin a kultivovany v 24 jamkové kultivaéni desti¢ce v médiu

CellGro (CG). Do desticky byla pridana negativni kontrola v podobé netransfekovanych bunék.

Kultivace

Prvni skupina (A) vyrobenych bunék byla kultivovana v prostredi interleukinu 2, ktery je
standardnim cytokinem pro stimulaci T lymfocyt(.

Druha skupina (B) bunék byla kultivovana v prostiedi interleukin( 4, 7 a 21. Netransfekované
buriky byly standardné kultivovany v pfitomnosti interleukinu 2.

Po 24 hodinach byl podporen rust skupiny (A) a netransfekovanych bunék pomoci protilatek
anti-CD3, anti-CD28. Protilatky byly adherovany na dno prazdnych jamek kultivacni 24 jamkové
desticky. Po adhezi protilatek a promyti jamek byly do jamek napipetovany uvedené bunky.
Bunky skupiny (B) nebyly stimulovany pomoci protilatek, ale byla predpokladana jejich
stimulace pres molekulu CD19 na povrchu B lymfocytl pritomnych ve smési transfekovanych
PBMC.

Po osmi dnech kultivace bunék v médiu s cytokiny, byla ¢ast bunék odebrana a zpracovana pro

ovéreni exprese CAR na prlitokovém cytometru.

Ovéreni exprese CAR proti CD19 a exprese EGFP v kultivovanych burikach
Nasledné byly bunky standardnim zplsobem pfipraveny pro analyzu na pratokovém
cytometru (viz 4.2.6 Pfiprava bunék pro priatokovou cytometrii) BD LSRFortessa. Bunky byly

barveny polyklonalni protilatkou Goat-anti-Mouse APC (fedéni 1:200), kterd se vaZe na
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EGFP

extracelularni ¢ast molekuly CAR. Pro detekci viability byla pouzita barva DAPI (fedéni 1:2000).
Exprese EGFP byla ovérena v kandle FITC. Vyslednd exprese u jednotlivych skupin bunék

v rlizném kultivaénim prostfedi je zobrazena na obrazku ¢. 7.

Netransfekované IL-2 | ‘ pPB-CAR19 + pPB-EGFP | ‘ pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP |

0 0 0,63 43,4, ] 1,09 . | 5,1 IL-2
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] ] _ _ IL-4,7,21
. z s . E

Obrdzek é. 7: Ovéreni exprese CAR receptoru pfi kultivaci v interleukinu 2 nebo smési interleukini 4, 7

a2l

Na zakladé analyzy ziskanych dat z pritokového cytometru mizeme konstatovat, Ze kultivacni
prostfedi cytokinl IL 4, 7 a 21 vede kvyssi frekvenci CAR pozitivnich bunék. A naopak,
nespecificka aktivace smési transfekovanych bunék pomoci protilatek anti-CD3 a anti-CD28,

spolec¢né s kultivaci v prostfedi cytokinu IL-2, vede k niZsi frekvenci CAR pozitivnich bunék.
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5.3 Vyroba CAR T bunék proti CD19 a ovéreni jejich cytotoxicity

Cilem experimentu bylo ovéfit cytotoxicitu CAR T bunék a jejich schopnost proliferovat
v nadbytku teréovych leukemickych bunék. Pro Ucely experimentu byly vyrobeny CAR T buriky
specifické proti molekule CD19, které exprimovaly EGFP. Jako negativni kontrola byly
pfipraveny CAR T buniky specifické proti prostatické molekule PSMA, které exprimovaly EGFP.

Pro vyrobu bunék byly pouZity nasledujici kombinace plazmidu:

(1) pPB-CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)
(2) pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)
(3) pPB-PSMA + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)

Jako tercové burnky byly vexperimentu pouzZity bunky ziskané z krve dvou pacientl

diagnostikovanych s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL).

Elektroporace
Elektroporace byla provedena stejné jako v kapitole 3.1.Transfekované bunky byly nasledné
rozdéleny na poloviny do dvou skupin a kultivovany v 24 jamkové kultivaéni desti¢ce v médiu

CellGro (CG). Do desticky byla pridana negativni kontrola v podobé netransfekovanych bunék.

Kultivace

Kultivacni prostredi, podporujici selekci CAR T bunék, bylo zajisténo pridanim interleukin( 4 a
7 do média CG. Netransfekované buniky byly standardné kultivovany v pfitomnosti
interleukinu 2 pouzivaného pro pomnozZeni T-lymfocytl. Po 24 hodindch byl rast
netransfekovanych bunék podpofen pfidanim protilatek anti-CD3, anti-CD28. Rlist CAR T
bunék specifickych proti molekule PSMA byl podpofen protilatkou anti-c-Myc, ktera se vaze na
Myc-Tag pfitomny v extraceluldrni ¢asti CAR molekuly.

Buniky s CAR specifickym proti CD19 nebyly stimulovany pomoci protilatek. V jejich pripadé
byla predpokladana stimulace pres molekulu CD19 na povrchu B lymfocytl pfitomnych ve
smési transfekovanych PBMC. Po dvanacti dnech kultivace, byla ¢ast bunék odebrana a

zpracovana pro ovéreni exprese CAR a EGFP na pritokovém cytometru.

Ovéreni exprese CAR proti molekule CD19 a exprese EGFP v transfekovanych bunkach

Pro ucely naseho experimentu bylo tfeba ovéfit, zda je mozné % CAR pozitivnich bunék uréovat
nepfimo, na zakladé exprese GFP. Pfedpoklada se tedy, Ze do bunék se integruje jak plazmid
s CAR inzertem, tak i plazmid s EGFP a bunky budou dvojité pozitivni CAR+GFP+. Pro tyto ucely
byly tedy buriky barveny polyklondlni protildtkou Goat-anti-Mouse APC (fedéni 1:200), kterd

se vaze na extraceluldrni ¢ast molekuly CAR. Exprese EGFP byla ovérena v kandle FITC. Pro
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EGFP

detekci viability byla pouzita barva DAPI (fedéni 1:2000). Vysledna exprese CAR a EGFP u bunék

je zobrazena v dot blotech viz obrazek ¢. 8.

pPB-CAR19 + pPB-EGFP pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP pPB-PSMA + pPB-EGFP

10,64 -85 11,50 77,1 93,95

10,30 -+

Obrdzek ¢. 8: Ovéreni exprese CAR receptoru a fluorescencniho proteinu EGFP

Vétsina transfekovanych bunék exprimuje jak CAR, tak i EGFP. Jen 5-12 % bunék je CAR+ EGFP-
a mizivé procento je jen EGFP+. Na zakladé analyzy dat z prlitokového cytometru je tedy mozné
konstatovat, ze CAR pozitivni buriky Ize rozliSit na zakladé detekce EGFP s tim, Ze procento CAR

pozitivnich bunék bude o néco nizsi nez skutecnost (o0 5-10 %).

Kultivace leukemickych teréovych bunék s efektorovymi CAR T burikami

Z krve dvou pacientd, kterym byla diagnostikovana chronicka lymfocytarni leukemie (CLL), byly
izolovany PBMC. Vétsina téchto bunék ma fenotyp B-bunék exprimujicich na povrchu molekulu
CD19. Proto budou poutzity jako tercové bunky (T) pro ovéreni cytotoxicity CAR T bunék
specifickych proti CD19. Tercové bunky byly spocitany a definované mnoZstvi bylo odebrano
pro spolecnou kultivaci s efektorovymi CAR T burikami (E). Kultivace bunék byla provedenav 1
ml CG média ve 24 jamkové desticce a bez pritomnosti cytokin(. Kultivace vidy obsahovala
nadbytek terCovych bunék, konkrétné v pomérech 1:2, 1:10 a 1:50 vic¢i mnoZstvi bunék
efektorovych (CAR T bunky). Tabulka ¢. 1 obsahuje poméry a pocty bunék. Kromé vyse

uvedenych kultivaci byly bez cytokint kultivovany samotné tercové burky pacientd v mnozstvi

17108, aby bylo moZné hodnotit jejich spontanni imrtnost.
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Pacient A Pacient B
POMERY
. 1:2 1:10 1:50 1:2 1:10 1:50
BUNEK E:T
pPB-CAR19 1710°:27210° | 1710°: 17108 | 17M10°:5210°% | 1410°:2710° | 17M10°: 1210 | 1410° : 57108
pPB-NFAT
17M0°: 2210° | 1410°: 17108 | 17M10°: 5210°% | 1410°: 2710° | 1710°: 1210°% | 1410°: 57108
IL-21 CAR19
pPB-PSMA 1710°:27210° | 1710°: 17108 | 1710°:5210°% | 1410°:2710° | 17410°: 1210 | 1410° : 57108

Tabulka é. 1: Pfehled mnoZstvi a poméri kultivovanych efektorovych a cilovych bunék

Ovéreni proliferace efektorovych bunék v nadbytku nadorovych bunék

Nasledné byly ve dvou ¢asovych intervalech, v Den 3 a Den 7 kokultivace E:T odebrany bunky

pro analyzu na priatokovém cytometru. CAR T bunky byly definovany jako EGFP+ buriky.

Viabilita bunék byla zjisténa pomoci DAPI (fedéni 1:2000). Pro analyzu proliferace

efektorovych bunék byl nejprve pouzit gate ,,cells”, ktery odstrani debris a ¢ast mrtvych bunék.

Poté byl pouzit gate ,,singlets” a z néj se pak rozliSuji EGFP+ a DAPI+ buriky viz obrdzek ¢. 9.
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Obrazek ¢. 9: Gatovaci strategie pro ovéreni proliferace efektorovych bunék

Mezi poméry bunék E:T 1:2, 1:10 a 1:50 nebyly vyrazné rozdily ve vysledcich, proto dale

prezentujeme jen vysledky pro pomér bunék 1:10. Dot ploty pro oba ¢asové intervaly Den 3 a

Den 7 pro tercové buriky pacienta A a pacienta B je moZné vidét na obrdzku €. 10 a obrazku ¢.

11.
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Obrdzek €. 10: Pacient A - kultivace E:T v poméru 1:10
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Obrazek ¢. 11: Pacient B - kultivace E:T v poméru 1:10
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Analyzou namérenych vysledkl bylo potvrzeno, Ze efektorové buriky s CAR specifitou proti
molekule CD19 jsou schopny Uspésné proliferovat v ptitomnosti cilovych bunék, viz levy horni
kvadrant. Proliferace je navic vyraznéjsi u CAR T bunék obsahujici gen pro sekreci IL-21 pod
NFAT promotorem. To jsme predpoklddali, IL-21 podporuje aktivitu a proliferaci T bunék.
Funkénost tohoto plazmidu i schopnost sekrece cytokinu byla v nasi laboratofi jiz dfive

ovérena.

Ovéreni cytotoxicity efektorovych bunék vici tercovym burikam z CLL pacienti

Pro ovéreni cytotoxicity byly pouZita méreni z intervalll Den 3 a Den 7. Byla zvolena jina
gatovaci strategie: Buriky => Tercové bunky => Mrtvé tercové buriky, viz obrazek ¢. 12. Pro
spravny vypocet cytotoxicity efektorovych bunék byla dilezZitd hodnota spontdnné mrtvych
teréovych bunék. Ta byla zjisténa na zakladé méreni viability kontrolnich bunék pacientli v Den

3aDen7.
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Obrdzek ¢. 12: Gatovaci strategie pro ovéreni cytotoxicity efektorovych bunék.
Pro vypocet cytotoxicity byl pouZit nasledujici vzorec:

Mrtvé terCové bunky — Spontanné mrtvé terCové bunky

Cytotoxicita = * 100

100 — Spontanné mrtvé terCové bunky

Pomoci vzorce byly vypocteny procentualni hodnoty cytotoxicity, které je moziné nalézt

v tabulce €. 2.

Pomér 1:10 Pacient A Pacient B

Den 3 Den 7 Den 3 Den 7
pPB-CAR19 12,7 % 0% 43,3 % 358%
pPB-NFAT IL-21 CAR19 | 26,8 % 323% 46,7 % 283 %
pPB-PSMA 0% 0% 0% 0%

Tabulka ¢. 2: Cytotoxicita efektorovych bunék vici teréovym burikdm
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Na zékladé vyslednych procentudlnich hodnot cytotoxicity miZeme konstatovat, Ze vyrobené
bunky exprimujici CAR specificky proti molekule CD19 jsou cytotoxické vici teréovym
nadorovym bunkam, lepsi cytotoxicity proti ter¢ovym bunkam pacienta A dosdhly CAR T buriky

produkujici IL-21, u pacienta B se tento efekt nepotvrdil.
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5.4 Kultivace CAR T bunék a ovéreni schopnosti degranulace po

opakované stimulaci terCcovymi bunikami

Cilem experimentu bylo porovnani vlastnosti CAR T bunék proti CD19 produkujicich IL-21
(CAR19-IL21 T buriky) a neprodukujicich IL-21 (CAR19 T buriky). Buriky mély byt opakované
stimulovany leukemickymi burikami a na zavér zjistovana jejich schopnost proliferace,
degranulace a produkce IFN-y. Pro ucely experimentu byly vyrobeny CAR T buriky specifické
proti molekule CD19, které exprimovaly EGFP. Pro vyrobu bunék byly pouZity nasledujici

kombinace plazmid:

(1) pPB-CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)
(2) pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1)

Obé kombinace byly transfekovany do PBMC dvou rdznych darct krve.

Elektroporace
Elektroporace byla provedena stejné jako v kapitole 3.1.Transfekované bunky byly nasledné
rozdéleny na poloviny do dvou skupin a kultivovany v 24 jamkové kultivaéni desti¢ce v médiu

CellGro (CG). Do desticky byla ptidana negativni kontrola v podobé netransfekovanych bunék.

Kultivace

Kultivacni prostredi, podporujici selekci CAR T bunék, bylo zajisténo pridanim interleukin( 4 a
7 do média CG. Netransfekované bunky byly standardné kultivovany v pfitomnosti
interleukinu 2, ktery vede k pomnozeni T-bunék.

Po 24 hodinach byl rist netransfekovanych bunék podporen stimulaci protilatkami anti-CD3 a
anti-CD28. Ty byly adherovany na dno prazdné jamky 24 jamkové desticky, nasledné po
promyti byly do této jamky pipetovany netransfekované burnky.

Buniky s CAR specifickym proti CD19 nebyly stimulovany pomoci protilatek. V jejich pripadé
byla predpokladana stimulace pres molekulu CD19 na povrchu B lymfocytl pfitomnych ve
smési transfekovanych PBMC.

Po patnacti dnech kultivace, byla ¢ast bunék odebrdna a zpracovdna pro ovéreni exprese CAR

a EGFP na pratokovém cytometru.
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Ovéreni exprese CAR proti molekule CD19 a exprese EGFP v transfekovanych bunkach

Nasledné byly buriky standardnim zplsobem pfipraveny pro analyzu na priitokovém cytometru BD
LSRFortessa. Buriky byly barveny polyklonalni protilatkou Goat-anti-Mouse APC (fedéni 1:200). Pro
detekci viability byla pouzita barva DAPI (fedéni 1:2000). Exprese EGFP byla ovéfena v kandle FITC.

Vysledna exprese CAR a EGFP u jednotlivych skupin bunék je zobrazena v dot plotech viz obrazek

¢. 13.
pPB-CAR19 + pPB-EGFP pPB-NFAT IL-21 CAR19 + pPB-EGFP
A E E )
. 0,39 91,4 . 10,66 _ 91,0; Darce 1
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10 103 ;
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Obrdzek ¢. 13: Ovéreni exprese CAR receptoru a fluorescencniho proteinu EGFP

Vétsina transfekovanych bunék exprimuje jak CAR, tak i EGFP. Procento CAR pozitivnich bunék
definovanych na zadkladé exprese EGFP bude mirné nizsi neZ ve skutecnosti (o 6-10 %), coz
odpovidd vysledkim z pfedchozich experimentl. V nasledujicich analyzach tohoto

experimentu budou CAR T bunky definovany jako EGFP+ buriky.

Stimulace CAR T bunék leukemickymi bunkami
Z krve pacientd, kterym byla diagnostikovana chronicka lymfocytarni leukemie, byly izolovany
PBMC obsahujici prevainé leukemické bunky. Tyto bunky byly pouZity ke stimulaci CAR T

bunék v nasem experimentu.
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CLL bunky se ptidavaly v den 16, vden 19 a v den 21. V den 23 se zjistovala proliferace CAR T
bunék a polovina bunék v jednotlivych skupinach byla stimulovéana burikami RAMOS. Buriky

RAMOS maiji na svém povrchu molekulu CD19 a velmi silné stimuluji CAR19 T bunky.

Pro lepsi prehlednost tohoto experimentu je k dispozici obrazek ¢. 14 s c¢asovou osou
experimentu. Cely experiment byl proveden jak s CAR T burikami darce 1, tak s CAR T burikami

darce 2, porovndvaly se mezi sebou CAR19-I1L21 T buriky a CAR19 T buriky.

Leukemické bunky i buriky RAMOS se ke CAR T lymfocytim priddvaly v poméru 10:1. Tato

kokultivace probihala 4 hod v médiu bez pfidanych cytokin(.
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Obrdzek ¢. 14: Schéma experimentu stimulace CAR T bunék leukemickymi burikami

Ze vsech sledovanych skupin byly pfipraveny vzorky pro pritokovou analyzu. Zjistovala se
proliferace bunék, schopnost bunék produkovat IFN-y a schopnost degranulace. Pro ovéreni
produkce IFN-y byl pouzit IFN-y Secretion Assay — Detection Kit (PE) od spolecnosti Miltenyi
Biotec (viz. Metody 4.2.8) s protilatkou IFN-y PE (fedéni 1:10).

Pro ovéreni schopnosti degranulace CAR T bunék byly bufky barvené protildtkou CD107a
(Fedéni 1:100). Buriky byly dale barveny protilatkou CD8 PE-Cy7 (fedéni 1:50) a viabilita bunék
byla zjisténa pomoci DAPI (fedéni 1:2000).

Vysledky analyzy bunék pritokovou cytometrii se vyrazné nelisily mezi burikami CAR T

vyrobenymi z PBMC darce 1 nebo 2.

Proliferace CAR T bunék

Po 23 dnech kultivace CAR T bunék se porovnalo procento CAR T pozitivnich bunék mezi
sledovanymi skupinami, respektive se urcilo procento EGFP+ bunék. Vysledky jsou u darce 1
zobrazeny na obrdzku 15, v levé ¢asti. Pokud obé skupiny CAR T bunék, tj. CAR19-IL21 T a

CAR19 T, nejsou stimulované v prabéhu kultivace leukemickymi burikami, proliferuji stejné
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(91 vs 93 %). Pokud jsou obé skupiny CAR T bunék stimulované leukemickymi burikami, dojde

k vétsi proliferaci u CAR19-1L21 T bunék v porovnani s CAR19 T (55 vs 13 %).

Kokultivace s CLL
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Obrdzek €. 15: Porovndni dat z priitokové cytometrie bunék CAR T ddrce 1 transfekovanych
plazmidem pPB-CAR19 nebo plazmidem pPB-NFAT IL-21 CAR19: Degranulace — Modry histogram =
bez RAMOS, Cerveny histogram = s RAMOS.
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SSC-A

SSC-A

Ovéreni schopnosti CAR T bunék produkovat IFN-y
Pro ovéFeni produkce IFN-y byla zvolena gatovaci strategie: Buriky => Singlety => Zivé buriky =>

EGFP+ => EGFP+ a IFN-y+, viz obrazek €. 16.
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Obradzek ¢. 16: Gatovaci strategie pro analyzu schopnosti sekrece IFN-y CAR T bufikami

Reprezentacni dot ploty jsou na obr. ¢. 15. Pfi analyze ziskanych dat jsme porovnavali
odpovidajici vzorky po stimulaci burikami RAMOS a stejné vzorky bez stimulace. Co se tyka CAR
T bez kokultivace s CLL burfikami, které nebyly stimulovany burikami RAMOS, neocekdvali jsme
produkci IFN-y, coZ se potvrdilo. Po stimulaci burikami RAMOS doslo k produkci IFN-y jak u
CAR19 T bunék, tak i u CAR19-IL-21 T bunék (26 vs 14 % IFN-y+ bunék).

Pokud byly obé skupiny CAR T bunék stimulovany burikami CLL, produkovaly bunky IFN-y i bez
stimulace burikami RAMOS. V tomto pripadé bylo CAR19-IL21 T bunék produkujicich IFN-y 2x
vice nez CAR19 T bunék. Po stimulaci CAR T bunék burikami RAMOS doslo k vyraznému
navyseni bunék produkujicich IFN-y. CAR19-IL-21 T bunék produkujicich IFN-y bylo opét vice
neZz CAR19 T bunék.
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SSC-A

SSC-A

Ovéreni degranulace
Pro ovéfeni degranulace byla pouZita gatovaci strategie: Buriky => Singlety => Zivé buriky =>

EGFP+ => CD8+ => Histogram CD107a+, viz obrazek ¢. 17.
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Obrazek ¢. 17: Gatovaci strategie pro analyzu schopnosti degranulace CAR T bunék

PFi analyze ziskanych dat jsme porovnavali schopnost degranulace mezi vzorky dané skupiny,
které se liSily pouze stimulaci burikami RAMOS. Z vyslednych histogram0 téchto vzork( jsme
poté vytvofili pfekryv viz obrazek €. 15. ZCD107a pozitivni populace jsme ziskali stfedni

intenzitu fluorescence (MFI).

CAR19-1L21 T bunky maiji lepsi schopnost degranulace, jednak vykazuji vyssi procento CD107a
pozitivnich bunék a také tato pozitivni populace vykazuje vy$si MFI, tedy vyssi intenzitu

degranulace, nez CAR19 T buriky.

Na zdakladé ziskanych dat je mozné tvrdit, Ze burky, které jsou schopny po stimulaci
produkovat interleukin 21, maji lepsi proliferaci, schopnost produkce IFN-y a degranulace
v prostfedi nadorovych bunék CLL pacientl. Vysledky ziskané z tohoto experimentu byly
statisticky zpracovany MUDr. Otahalem a prezentovany v ramci nasi publikace (Stach et al.,

2020), viz pfilohy.
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5.5 Priprava plazmidu pPB-NFAT [L-21 CLL1

Cilem experimentu byla pfiprava plazmidu, obsahujici gen pro IL-21, gen pro CAR specificky proti
molekule CLL1 a molekulu Myc-tag pro snadnou detekci transfekovanych bunék a jejich specifickou
stimulaci. K dispozici byly plazmidy pPB-NFAT IL-21 CAR19 (1) a pPB-CLL1 (2) vyrobené na nasem
oddéleni. Plazmidy byly odvozeny od PiggyBac vektoru. Ten obsahuje ITR sekvence, které
rozpoznava transpondza kédovana v plazmidu pBase. Ta umozZiuje po transfekci bunék vystépit
inzert plazmidu ohranic¢eny ITR sekvencemi a integrovat ho do hostitelské DNA. Gen pro IL-21 je

pod inducibilnim promotorem NFAT, a proto dochazi k sekreci IL-21 po stimulaci bunék.

Plazmid 1 obsahuje gen pro IL-21 pod inducibilnim promotorem NFAT a gen pro CAR specificky
proti molekule CD19. Transfekované bunky produkuji IL-21 aZ po jejich specifické stimulaci.
Z plazmidu byla restrikénim Stépenim vystépena extracelularni doména CAR se specifitou proti

molekule CD19.

Plazmid 2 obsahuje gen pro CAR specificky proti molekule CLL1. Z plazmidu 2 byla stejnym
zpUsobem vysStépena extraceluldrni doména specifickd proti molekule CLL1. Ta byla poté

klonovana do plazmidu 1 misto ptvodni extracelularni domény specifické proti molekule CD19.

Oba plvodni plazmidy byly stépeny pomoci restrikéniho enzymu Eco Rl HF (High Fidelity) v pufru
CutSmart pti 37 °C. Po Stépeni byl k plazmidu 1 pfidan enzym rSAP, ktery defosforylaci zabranil

samovolnému uzavfeni plazmidu.

Nasledné byly stépené plazmidy rozdéleny elektroforézou na 1 % agarézovém gelu a byla ovéfena
velikost vzniklych fragmenta. Ze Stépeného plazmidu 1 byl izolovan fragment F1 o velikosti 6117

bp (vektor), z plazmidu 2 fragment F2 velikosti 1578 bp (inzert), viz obrazek ¢. 18.
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A) B)

Marker PPB NFAT Marker pPB CLL1
IL-21 CAR19

6117 bp

1500 bp 1578 bp

Obrazek ¢. 18: DNA fragmenty izolované z gelu a pouZité pro ligaci pPB CLL1 do plazmidu pPB NFAT
IL-21 CAR19. A) Linearizovany vektor (6117 bp) z plazmidu pPB NFAT IL-21 CAR19; B) Inzert Stépeny
z plazmidu pPB CLL1

Po izolaci DNA fragmentl z gelu a jejich purifikaci byla na pfistroji NanoDrop ovérena
koncentrace fragmentl. Nasledné byla provedena jejich ligace v poméru 1:1 (vektor:inzert)
pomoci T4 ligdzy, pfes noc pfi 16 °C. Ligaza byla deaktivovdna zahfatim 10 minut na 65 °C.

Ligani smés byla transformovana do kompetentnich bakterii E. coli. Bakterie byly poté
mnoZeny na misce s LB agarem a pfislusSnym antibiotikem (ATB), v nasem pfipadé ATB
Ampicilin. Nasledujici den bylo z misky vybrano 10 bakteridlnich kolonii, ty byly pfeockovany
do kultivacni desticky a samostatné mnozeny v LB médiu s ATB. Z namnoZenych bakterii bylo
pomoci QlAprep Spin Miniprep Kitu provedeno 10 miniprepd (M1-M10). DNA ziskana

z miniprepu byla nasledné pouZzita k ovéreni Uspésnosti ligace.

5.5.1 Ovéreni uspésnosti ligace
Pro ovéreni Uspésné ligace a spravné orientace vlozeného inzertu v kostte vektoru byla provedena

restrikéni Stépeni vzork( DNA, stejné jako plvodnich plazmidd.

e K 1. restrikénimu Stépeni byly pouzity enzymy Bam Hl a Eco RI.
o Cilem 1. restrikéniho Stépeni bylo ovéfit, zda byl do vektoru vloZzen inzert o odpovidajici
velikosti.
o V pfipadé uspésné ligace inzertu do vektoru, vede restrikéni Stépeni ke vzniku t¥i
fragment( o velikostech 8, 1578 a 4943 bp.
o Pro porovnani, stépeni plivodniho plazmidu pPB NFAT IL-21 CAR19 vede ke vzniku péti
fragment( o velikostech 8, 15, 465, 1071 a 6109 bp.
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o Vysledek viz obrazek €. 19:
Vsechny vzorky miniprepld davaji po restrikénim Stépeni vzniknout fragmentim
pozadované velikosti (1578 bp). Posun fragment( z miniprepd M3 a M8 mohl byt
zpUsoben rozdilnou koncentraci DNA ve vzorku. Na zakladé 1. restrikéniho Stépeni
jsme zjistili, Ze vSechny vzorky DNA obsahovaly inzert o odpovidajici velikosti.

pPB-NFAT
IL-21 CAR19

Marker PPB-CLL1 My M2 M3 ma Marker M5 M6 M7 M8 M9 M10

S ' o s

1500 bp

Obrdzek ¢. 19: Stépné produkty pivodnich plazmidd a miniprepti (M1-M10) po 1. restrikénim Stépeni

pro ovéreni ligace
K 2. restrikénimu stépeni byly pouzity enzymy Bam Hl a Apa I.

o Cilem 2. restrikéniho Stépeni bylo rozeznani vzorku, kde byl do plazmidu vloZzen inzert
ve spravné orientaci.

o Vpfipadé spravné orientace inzertu (orientace shodna s orientaci CAR19 domény
fragmentu o velikostech 1033 a 6662 bp.

o Vpfipadé opacné orientace inzertu, vede restrikéni Stépeni ke vzniku fragmentl o
velikostech 561 a 7134 bp.

o Vysledek viz obrazek ¢. 20:
Miniprepy M1, M2, M3 a MI10 obsahuji inzert vopacné orientaci.
Miniprepy M4, M5, M7 a M9 obsahuji spravnou orientaci inzertu.
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pPB-NFAT

IL-21 CAR19
l pPB-CLL1
v

Marker M1 M2 M3 M4 Marker M5 M6 M7 M8 M9 M10

1000 bp

Obrdzek ¢. 20: Stépné produkty pivodnich plazmidd a miniprepti (M1-M10) po 2. restrikénim Stépeni

pro ovéreni ligace

Na zakladé vysledkd z obou restrikénich Stépeni byl k dalsi praci vybran miniprep M7, ktery

obsahuje ndmi vlozeny inzert a ve sprdvné orientaci.

5.5.2 Vyroba plazmidu pPB-NFAT IL-21 CLL1 pro transfekcni experimenty

Pro opakované transfekéni experimenty je tfeba mit dostate¢né mnozstvi plazmidu. Proto byl
vzorek M7 transformovdn do bakterii a ty pomnoZeny v300 ml LB média s pfislusSnym
antibiotikem. Po namnoZeni bakterii byla plazmidova DNA izolovéana pomoci QIA Plasmid Maxi
Kitu. MnoZstvi ziskaného plazmidu pPB-NFAT IL-21 CLL1 bylo po izolaci v rozmezi 200-600 pg.

Toto mnozstvi bylo pro transfekéni experimenty dostacujici.
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5.5.3 Priprava CAR T bunék proti molekule CLL1

Cilem experimentu byla vyroba CAR T bunék specifickych proti molekule CLL1. Pro tyto ucely
byl pouzit plazmid pPB-NFAT IL-21 CLL1, ktery byl elektroporovan do PBMC. Kultivované buriky
by mély mit na povrchu CAR proti CLL1 a mély by sekretovat IL-21. To bylo nasledné ovéreno,
pro ucely pozitivni kontroly exprese CAR byly pfipraveny i buriky elektroporované jiz ovéfenym
plazmidem pPB-CLL1. Z krve darce byly izolovany PBMC (viz 4.2.2 Izolace PBMC z pIné krve),
nasledné byly buriky spocitany a pozadované mnozstvi bylo odebrano do mikrozkumavek pro

elektroporaci.

Elektroporace

V mezicase byla do T pufru z transfekéniho kitu pipetovdna smés plazmidové DNA:

pPB-NFAT IL-21 CLL1 + pBase (v poméru 2:1)

pPB-CLL1 + pBase (v poméru 2:1) jako pozitivni kontrola.

K peletu bunék byla pridana smés plazmidd v T pufru a burky byly elektroporovany v pfistroji
Neon pfi 2300 V 20 ms.

Transfekované buriky byly kultivovany v 24 jamkové kultivacni desticce v médiu CG. Do

desticky byla pridana také negativni kontrola v podobé netransfekovanych bunék.

Kultivace

Kultivacni prostredi, podporujici selekci CAR T bunék, bylo zajisténo pfidanim interleukint 4 a
7 do média CG. Netransfekované buniky byly standardné kultivovany v pfitomnosti
interleukinu 2, pouzivaného pro pomnozeni T-lymfocyt(.

Po 24 hodinach byly transfekované buriky stimulovany tak, aby pfednostné expandovaly buriky
obsahujici CAR. Proto byla pouZzita protilatka anti-c-Myc, kterd se vaze na molekulu Myc-tag,
obsaZenou v extraceluldrni ¢asti CAR. Rlst netransfekovanych bunék byl podporen stimulaci
protilatkami anti-CD3, anti-CD28. Protilatky byly adherovany na dno prazdnych jamek 24

jamkové desticky a po jejich promyti k nim byly napipetovany buriky z plvodnich jamek.

Po osmi dnech kultivace bunék v médiu s cytokiny, byla ¢ast bunék odebrana a zpracovana pro
ovéreni exprese CAR na pratokovém cytometru, a po sedmnacti dnech kultivace byly odebrany

buriky na ovéreni sekrece IL-21.
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SSC-A

Ovéreni exprese CAR proti CLL1 v transfekovanych buikach
Buniky byly barveny protildtkou anti-c-Myc FITC (fedéni 1:100), viabilita byla detekovana
barvenim pomoci DAPI (fedéni 1:2000).

Vysledna analyza CAR T bunék je na obrdzku ¢. 21.

Netransfekované pPB-CLL1 pPB-NFAT IL-21 CLL1

250K 250K 250K

200K = 200K = 200K =

150K 150K 150K

100K = 100K = 100K =

S0K S0K S0K

554

Obrdzek c. 21: Ovéreni exprese chimérického antigenniho receptoru

Na zakladé dat zprdtokového cytometru byla potvrzena exprese CAR na povrchu

transfekovanych bunék.

Ovéreni schopnosti CAR T bunék produkce interleukinu 21

Cilem experimentu bylo ovéreni funkénosti plazmidu pPB-NFAT IL-21 CLL1 a schopnosti
transfekovanych bunék produkovat interleukin 21 (IL-21). IL-21 se bude zjistovat ze
supernatantu CAR T bunék pomoci metody ELISA.

Bunky obsahujici testovany plazmid s inducibilni sekreci IL-21 pod promotorem NFAT by mély
byt schopny po stimulaci exprimovat interleukin 21 a sekretovat jej do média. Zaroven vime,

Ze druhy typ bunék transfekovanych pPB-CLL1 tuto schopnost postrada.

Stimulace bunék

Na dno jamek 24 jamkové kultivacni desticky byly adherovany protilatky anti-CD3 nebo
anti-c-Myc, kazda v objemu 2 pl do 200 pl PBS. Po nasledném promyti jamek byl do jamek
pfidan 1 milion bunék v 1 ml média CG. Jako negativni kontrola byl do prazdné jamky bez
protilatek pfidan 1 milion bunék v 1 ml média CG (viz tabulka niZze). Nebyly pouZity zadné
externi cytokiny.

Nasledné byly bunky kultivovany v CO, inkubatoru po dobu 24 hodin. Poté byly buriky

odebrany do centrifugacnich mikrozkumavek, centrifugovany rychlosti 300 g (1200 RPM) 5
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minut pfi pokojové teploté. Po centrifugaci byl odebran supernatant a rozdélen na alikvoty,

které byly poté zamrazeny pfti — 80 °C.

ELISA IL-21 test

S vyuzitim ziskanych alikvot( byl proveden ELISA IL-21 test (viz 4.2.9 ELISA IL-21). Redici Fada

standardi IL-21 byla méfena ve dvojicich, vzorky méfeny ve trojicich. Schéma standardl a

vzork(, spoleéné s vyslednymi hodnotami optické denzity (OD), jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

STANDARD (pg/ml) | STANDARD (pg/ml) VZOREK VZOREK VZOREK
oD oD oD oD oD
BLANK BLANK Cl1l +aCD3 Cl1+aCD3 Cl1+aCD3
0,027 0,031 0,022 0,026 0,026
Standard 7 (31,3) Standard 7 (31,3) C1+aMyYC C1+aMYC C1+aMYC
0,037 0,049 0,026 0,036 0,031
Standard 6 (62,5) Standard 6 (62,5) C1 unstim. C1 unstim. C1 unstim.
0,09 0,089 0,038 0,032 0,035
Standard 5 (125) Standard 5 (125) CIN + aCD3 CIN + aCD3 C1N + aCD3
0,195 0,163 0,355 0,382 0,52
Standard 4 (250) Standard 4 (250) CIN + aMYC CIN + aMYC CIN + aMYC
0,39 0,431 3,836 3,807 3,881
Standard 3 (500) Standard 3 (500) CIN unstim. CIN unstim. CIN unstim.
0,78 0,767 0,208 0,185 0,228

Standard 2 (1000)
1,89

Standard 2 (1000)
1,815

Standard 1 (2000)
3,157

Standard 1 (2000)
3,139

Tabulka €. 3: Schéma ELISA testu a vyslednda optickd denzita (OD)

C1 = buriky s pPB-CLL1; CIN = buriky s pPB-NFAT IL-21 CLL1
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Standardy IL-21
OD (MEAN) Koncentrace

(pg/ml)

Blank (0) 0,029 <MIN
ST7(31,3) 0,043 35,45
ST 6(62,5) 0,0895 87,377
ST 5(125) 0,179 160,71
ST 4 (250) 0,4105 297,02
ST 3 (500) 0,7735 471,66
ST 2 (1000) 1,8525 991,21
ST 1 (2000) 3,148 >MAX

Tabulka é. 4: Redici Fada standardi a priimér jejich optické denzity

Koncentrace
Typ bunék Stimulace OD (Mean) (pg/ml)
(Mean)
pPB-CLL1 Anti-CD3 0,025 <MIN
pPB-CLL1 Anti-c-Myc 0,031 <MIN
pPB-CLL1 Nestimulované 0,035 <MIN
pPB-NFAT IL-21 CLL1 Anti-CD3 0,419 300,66
pPB-NFAT IL-21 CLL1 Anti-c-Myc 3,841 >MAX
pPB-NFAT IL-21 CLL1 Nestimulované 0,207 179,79

Tabulka é. 5: Typ bunék, druh stimulace a jejich vysledny priimér optické denzity

Na zakladé optické denzity kalibracni krivky v tabulce ¢. 4, byla vypocitana koncentrace

vyprodukovaného IL-21 v supernatantu stimulovanych bunék, viz tabulka ¢. 5.

Hodnoty optické denzity pro burky s pPB-CLL1 se i v pfipadé stimulovanych bunék pohybovali
kolem hodnoty optické denzity blanku, na zakladé toho mlzeme konstatovat, Ze buriky nejsou
schopny produkce cytokinu IL-21, coZ odpovida nasim predpoklad{im.

Koncentrace IL-21 v supernatantu bunék s pPB-NFAT IL-21 CLL1 se zasadné lisily podle zpUsobu
stimulace. Stimulaci protilatkou anti-CD3 bylo dosaZeno témér dvojndsobné produkce IL-21
nez v burikach nestimulovanych (301 vs 180 pg/ml). Avsak p¥i specifické stimulaci protilatkou
anti-c-Myc byla koncentrace IL-21 tak vysokd, Ze nesSla odecist z kalibracni ktivky, tedy
koncentrace byla vy3$si nez 2000 pg/ml, to znamena, Ze byla minimalné desetkrat vy$si nez u

nestimulovanych bunék.
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Na zakladé téchto vysledkli byla potvrzena schopnost produkce interleukinu 21
stimulovanymi bunkami, které byly pripraveny zkoumanym plazmidem pPB-NFAT IL-21

CLL1.
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6 Diskuze

Ackoli se CAR T terapie hematologickych malignit dostala az do faze klinického hodnoceni (Kymriah®,
Yescarta®), jeji efektivita je stale pfimo zavisla na expanzi CAR T bunék in vivo a schopnosti odolat
supresivnimu vlivu nadorového mikroprostredi, ktery v mnoha pfipadech vede k nelspéchu terapie.
Z toho dlvodu jsou zkoumany moznosti, jak podpofit funkénost CAR T bunék i jejich proliferaci. Jednou
moznosti je vyuZiti cytokind, které by byly schopny podpofit protinddorovou odpovéd. Standardné jsou
CAR T buriky kultivovany v selektivnim prostfedi, které podporuje proliferaci Zadanych T lymfocytd,
napriklad pfidavkem interleukinu 2 do kultivacniho média. Tento postup vSak vede k diferenciaci CAR
T bunék do terminalné efektorového fenotypu s nizkou schopnosti proliferace (Crompton et al., 2014).
Jednou z moznych alternativ je vyuZiti interleukinll 4, 7 nebo 21. Konkrétné smés interleukint 4 a 7
byla v nasi laboratofi testovana a nasledné vyuzita jako standardni kultivacni smés, protoze vede ke
specifické expanzi transfekovanych bunék a udrzuje vyssi proliferacni potencial zvySenou expresi

antiapoptotickych molekul (Papadopoulou et al., 2014).

Dalsim zvaZzovanym cytokinem, ktery by byl schopen ovlivnit funkci CAR T bunék je interleukin 21.
Interleukin 21 podporuje proliferaci a pfedpokldda se jeho pozitivni vliv na protinadorové ucinky CAR
T bunécné terapie. Tato hypotéza vychazi z poznatkl, Ze Ucinnost CAR T bunécné terapie je ovlivnéna
T bunéénym fenotypem efektorovych bunék. Terminalni efektorova diferenciace T bunék snizuje jejich
proliferacni schopnosti. Naopak vyznam pamétového fenotypu CAR T bunék prokazala klinickd studie,
kde byla zvySena frekvence CAR T bunék s Tscm fenotypem spojena s vy3si mirou prezivani a proliferanci
in vivo, a také s vyssi ucinnosti (Xu et al., 2014). Pravé IL-21 je slibnym prostfedkem, jak ovlivnit stuper
diferenciace smérem k ranému pamétovému fenotypu.

Pro Ucely testovani této hypotézy in vivo byl v nasi laboratofi pfipraven konstrukt, ktery umozniuje
exprimovat na povrchu T bunék CAR specificky proti molekule CD19 a zaroven je schopen produkovat

do svého okoli interleukin 21.

V rdmci této prace byly stanoveny dva cile. Prvnim byla pfiprava, kultivace a testovani CAR T bunék
specifickych proti molekule CD19. Zde byly pouzity dva konstrukty, které byly mezi sebou porovnany.
Pro pfipravu geneticky modifikovanych CAR T bunék byly poufZity jiZ pfipravené konstrukty v podobé
piggybac plazmid( pPB-CAR19 a pPB-NFAT IL-21 CAR19. Oba plazmidy obsahuji gen pro expresi CAR se
specifitou proti molekule CD19. Druhy zminény plazmid navic obsahuje gen pro sekreci IL-21 pod NFAT
promotorem. CAR T burky pfipravené elektroporaci zminénymi dvéma plazmidy byly pak mezi sebou
porovnavany.

Druhym cilem této prace byla konstrukce plazmidu specifického proti molekule CLL1 se schopnosti

sekrece interleukinu 21 a nasledné ovéreni jeho funkcnosti v transfekovanych burikach.
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Pro genetickou modifikaci bunék je v nasi laboratoti dlouhodobé Uspésné pouZivan transpozonovy
systém piggyBac. Plazmidy jsou vnaseny do bunék elektroporaci, zkouseli jsme elektroporovat i dva

plazmidy najednou. PBMC pro elektroporaci byly ziskavany z buffy coatl zdravych darcl krve.

Dale jsme se v rdmci experimentalni ¢asti pokouseli zjistit, zda je mozZné integrovat naraz vice inzert(
z rliznych plazmidl do izolovanych PBMC. Takto by bylo teoreticky mozné pfipravit CAR T buriky
s expresi CARU dvou rGznych specifit pripadné dalsi kombinace. Pro tento pokus jsme vyuZili plazmidy
obsahujici CAR molekulu a dale plazmid s expresni kazetou pro fluorescenc¢ni protein, v naSem pfipadé
EGFP. Standardni pomér plazmidl pro transfekci bunék je 2:1 pro plazmid vici pBase, pro integraci
dvou plazmid( a pBase byl upraven na pomér 1:1:1, ale bez zmény mnozZstvi DNA, tedy celkem bylo
pouzito 5 ug pro jednu elektroporaci.

Elektroporované bunky byly aktivovany specificky pfes molekulu Myc-Tag (CAR specificky proti
molekule PSMA) nebo pomoci CD19 pozitivnich B bunék pritomnych ve smési transfekovanych PBMC
(CAR specificky proti molekule CD19). Po standardni kultivaci v prostfedi interleukinl 4, 7 a 21, byly
buniky spocitany, barveny na povrchovou expresi CAR a viabilitu, a nasledné analyzovany na
pratokovém cytometru. V ramci diplomové prace byly provedeny dva nezavislé experimenty, kazdy
s pouzitim PBMC z jiného darce, kde se elektroporoval najednou plazmid pPB-CAR19 + pBase (pomér
2:1), nebo pPB-CAR19 + pPB-EGFP + pBase (pomér 1:1:1). Zajimalo nas, zda dojde k integraci obou
inzertld a k expresi gent, které obsahuji. Pokud by to tak bylo, mohlo by se k detekci CAR T bunék
pratokovou cytometrii pouZit definovani EGFP + populace bunék. Pro detekci exprese CARu byla
pouzita polyklondlni protildtka Goat-anti-Mouse APC, kterd se vaze na extracelularni ¢ast molekuly CAR
odvozené z protilatky mysiho plvodu. Buriky produkujici EGFP byly rozpoznany na zdkladé jejich
fluorescence mérené ve FITC kanalu pritokového cytometru.

Na obrdzcich 8 a 13 je moZné vidét, Ze 80—90 % bunék elektroporovanych tfemi plazmidy je dvojité
pozitivni, tedy exprimuji jak gen pro CAR, tak i EGFP (CAR+EGFP+). Jen kolem 5-12 % bunék je pouze
CAR pozitivni populace (CAR+EGFP-) a 5-12 % je populace dvojité negativnich bunék (CAR-EGFP-).
Zaujalo nds zcela mizivé procento pouze EGFP pozitivni populace (CAR-EGFP+). PGvodni vysvétleni bylo,
Ze pokud se do buriky integroval pouze plazmid produkujici EGFP a buriky pak nebyly béhem kultivace
stimulovdny B burikami, prerostly je bunky obsahujici CAR, které diky stimulaci daleko vice
proliferovaly. Avsak v souvislosti s experimentem v kapitole 5.2 bylo zjisténo, Ze absence populace
EGFP pozitivnich bunék se projevila i v pfipadé, kdy byly bunky skupiny A podporeny k ristu
protilatkami anti-CD3 a anti-CD28. Na druhou stranu byly kultivovany v médiu s IL-2, kde je po kultivaci
vic jak tfetina bunék CAR-EGFP-.

Plavodni hypotéza, Ze je mozné integrovat naraz inzerty z vice plazmidl, vSak byla potvrzena. Jak jiz

bylo zminéno ve vysledkové ¢asti, na zakladé dosaZzené ucinnosti jsme se rozhodli expresi EGFP
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pouzivat jako indikator pfitomnosti povrchové CAR molekuly. Snizeni frekvence CAR pozitivnich bunék
0 5-12 % je pro ucely nasich experimentl pfijatelnd odchylka. Zaroveri mizeme konstatovat, Ze
dosahujeme srovnatelnych vysledkd kultivovanych elektroporovanych bunék, kde vétsina z nich jsou
CAR T buniky. Postup elektroporace a kultivace je dobfe optimalizovan. CAR T buriky maji zaroven
pozadovany fenotyp diferenciace viz (Stach et al., 2020).

V pokusu 5.2 jsem porovnal transfekované buriky kultivované v médiu s IL-2 nebo v médiu s IL-4, 7 a
21. Jednoznaéné buriky kultivované v médiu s IL-4, 7 a 21 Iépe proliferovaly a obsahovaly o 20 % vic
CAR+EGFP+ bunék. Vysledky jsou srovnatelné s témi, které kolegové z naseho oddéleni prezentovali
v Clanku viz (Ptackova et al., 2018). V tomto c¢lanku dale hodnotili vliv pocatecni stimulace

transfekovanych bunék na ndslednou proliferaci, coz jsem v experimentu neovéroval.

V pokusu 5.3 byla porovnavana proliferace a cytotoxicita CAR T bunék pfipravenych transfekci
plasmidu pPB-CAR19 (CAR19 T buriky) nebo plasmidu pPB-NFAT IL-21 CAR19 (CAR19-IL21 T bunky),
které byly kultivovany nékolik dni s nadbytkem leukemickych bunék bez pfitomnosti cytokind. Jako
kontrolni bunky byly pfipraveny CAR T burky transfekované plazmidem obsahujici CAR proti
prostatické molekule PSMA. Pro Ucely experimentu byly izolovany PBMC z krve dvou pacientl (A a B),
ktefi byli diagnostikovani na chronickou lymfocytarni leukemii. Tyto bunky pak byly pouzity jako
tercové bunky v cytotoxickém testu a zaroven jako stimulans pro proliferaci CAR T bunék.

Pro kokultivaci jsme zvolili pomér efektorovych a teréovych bunék E:T 1:2, 1:10 a 1:50 vZdy v nadbytku
tercovych bunék viz tabulka ¢. 1. Pokus byl hodnocen ve dvou ¢asovych bodech — Den 3 a Den 7, mezi
kterymi byla ukdazana vyznamna zména sloZeni kultivované smési bunék. Jak bylo jiz zminéno vyse, pro
ucely hodnoceni experimentu jsme pouZili expresi EGFP jako indikator pritomnosti povrchové CAR
molekuly.

Pro spravné vyhodnoceni nasich dvou zjistovanych parametrl byla zvolena jind gatovaci strategie pro
porovnani proliferace CAR T bunék (obrazek €. 9) a pro zjiSténi cytotoxicity (obrazek ¢. 12).

Procento Zivych CAR T bunék se v den 7 zvysilo, jak je moZné vidét na obrazcich 10 a 11, coZ odpovidalo
nasim predpokladim. Nejlépe proliferovaly CAR19-1L21 T buriky, vyrazna proliferace byla pozorovana
po stimulaci bunék obou pacientl. Tato skuteénost byla pozorovana i v namérenych datech ostatnich
pomérl E:T. V porovnani s tim, vysledky proliferace CAR19 T bunék, se lisily mezi pacienty a nebyly tak
jednoznacné. CAR T buriky proti PSMA dle ocekdvani prakticky neproliferovaly.

Nejprimé;jsim dikazem cytotoxicity vyrobenych CAR T bunék je prokazat jejich schopnost zabijet buriky
nadorové, v tomto pfipadé bunky CLL. Tercové CLL buriky byly od CAR T bunék odliseny na zakladé
absence fluorescence EGFP. Poté se zjistovalo procento mrtvych teréovych bunék. Cytotoxicita se
vypocitala na zakladé vzorce uvedeného ve vysledkové ¢asti. Bylo zapotiebi zohlednit spontanné mrtvé

tercové bunky, které by falesné zvysovaly dosazena procenta cytotoxicity. Vysledky cytotoxicity byly
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shrnuty v tabulce ¢. 2. V prvni fadé jsme na zakladé kontrolnich bunék CAR T proti PSMA (0%
cytotoxicity) ovéfrili, Ze vyrobené CAR T bunky specifické proti molekule CD19 jsou cytotoxické vici
tercovym bunkam. Lépe byly rozeznany CLL buriky pacienta B nez pacienta A a cytotoxicita byla pres
40 %, coz povazujeme za velice dobry vysledek. Pfi porovnani nasich dvou CAR T bunék proti CD19
dosahly ty se sekreci IL-21 lepsi cytotoxicity pouze proti burikdm pacienta A. V pfipadé pacienta B byly
hodnoty cytotoxicity pfiblizné stejné.

Cytotoxicka reakce je dynamicky proces, ktery probihd spiSe vramci hodin nez dni, proto nds
neprekvapilo, Ze vden 7 se naméfily spiSe nizsi hodnoty cytotoxicity nez vden 3. Na zakladé
experimentu 5.3 mUZeme konstatovat, Ze ve schopnosti proliferace méli vwhodu CAR T buriky
sekretujici IL-21. Tyto buriky méli stejnou, ne-li lepSi schopnost cytotoxicity proti primdrnim CLL

bunikam.

V nasledujicim experimentu 5.4 jsme se rozhodli ovéfit vlastnosti CAR T bunék opakované
stimulovanych leukemickymi burikami. Jednak jsme opét pozorovali proliferaci CAR T bunék a
schopnost produkce IFN-y a degranulace po kratké kokultivaci (4 hod) s burikami RAMOS. Jde o
B-bunécnou linii odvozenou z bunék Burkittova lymfomu, ktera exprimuje na svém povrchu mimo jiné
i CD19 a vyrazné stimuluje cytotoxicitu CAR19 T bunék. Pro ovéreni produkce IFN-y jsme pouzili kit pro
jeho sekrec¢ni analyzu pritokovym cytometrem (Miltenyi Biotec), degranulace byla ovéfena na zakladé
povrchové exprese molekuly CD107a na povrchu CAR T bunék. V experimentu byly porovnany CAR T
buniky proti molekule CD19, produkujici IL-21 (CAR19-IL21 T) a neprodukujici IL-21 (CAR19 T), tyto
bunky byly vyrobeny z PBMC ziskanych od darct 1 a 2. Vysledky méfreni CAR T bunék od obou darcl
byly srovnatelné, proto jsme déle prezentovali pouze vysledna data CAR T bunék od darce 1.

Jako tercové bunky byly opét pouzity PBMC izolované z krve pacienta s CLL. Leukemické bunky se
v nadbytku (pomér 1:10) opakované pridavaly ke kultivovanym CAR T bunkam. Konkrétné slo o den
16, den 19 a den 21 po pripravé CAR T bunék.

Nakonec v den 23 byla ¢ast bunék stimulovana pfidanim bunécné linie RAMOS, opét v poméru 1:10.
Poté byl pouzit kit pro sekrecni analyzu IFN-y, burfiky byly barveny a nasledné analyzovdny na
pratokovém cytometru. Pro lepsi prehlednost pribéhu experimentu byla vytvorfena ¢asova osa na
obrazku €. 14. Pro spravné vyhodnoceni nasich zjistovanych parametr( jsme opét poutzili rozdilné
gatovaci strategie, pro produkci IFN-y (obrazek ¢. 16) a pro degranulaci (obrazek ¢. 17).
Reprezentativni dot ploty pro porovnani CAR19 T a CAR19-IL21 T bunék jsou na obrazku ¢. 15.
V pripadé, Ze jsou obé skupiny CAR T bunék kultivovany bez stimulace leukemickymi burikami, jejich
schopnost proliferace se nelisi, v pfipadé Ze jsou obé skupiny stimulovany kokultivaci s leukemickymi
bunkami, CAR19-I1L21 T buriky proliferuji vice nez CAR19 T buriky (55 vs 13 % CAR T+). Opét je tedy

vidét pozitivni vliv IL-21 na proliferaci CAR T bunék a tento zavér koresponduje se zavérem vyse
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uvedeného experimentu 5.3. V pfipadé sekrecni analyzy IFN-y byly porovnavany odpovidajici vzorky
po stimulaci burikami RAMOS se stejnymi vzorky bez stimulace.

V ptipadé, Ze CAR T bunky nebyly stimulovany leukemickymi burikami, ani linii RAMOS jsme produkci
IFN-y neocekavali, coz bylo potvrzeno. Po stimulaci bunécénou linii RAMOS doslo u CAR19-1L21 T bunék
i CAR19 T bunék ke zvySeni procent IFN-y pozitivnich bunék (14 vs 26 %).

Opakovand stimulace leukemickymi burikami vedla i bez stimulace bunécnou linii RAMOS k produkci
IFN-y. V tomto prfipadé bylo CAR19-I1L21 T bunék produkujicich IFN-y 2x vice nez CAR19 T bunék. Po
stimulaci burikami RAMOS doslo k vyraznému navyseni bunék produkujicich IFN-y u obou CAR T bunék.
CAR19-1L21 T bunék produkujicich IFN-y bylo opét vice nez CAR19 T bunék.

Hodnoceni degranulace bylo také provedeno srovnanim vzorkl stimulovanych burikami RAMOS se
vzorky bez stimulace. Vyhodnoceni bylo prezentovano formou prekryvu histogram(, kde cerveny
histogram reprezentuje stimulovany vzorek a modry histogram odpovidajici vzorek bez stimulace.
Pfesto, ze CAR19 T bunky po opakované stimulaci leukemickymi burikami méné proliferovaly,
procentudlni vyjadreni CD107a pozitivni populace se mezi vzorky CAR19 T a CAR19-IL21 T bunék pfilis
nelisilo. Proto jsme se rozhodli prezentovat navic i MFI CD107a pozitivni populace u vzork{ po stimulaci
burikami RAMOS. Timto zplsobem je lépe vidét, Ze intenzita degranulace je u CAR19-1L21 vy$Si nez u
odpovidajicich vzork CAR19 T bunék.

Na zakladé prezentovanych dat mizeme znovu potvrdit nasi hypotézu, Ze IL-21 produkovany nasimi
CAR T bunkami podporuje jejich proliferaci v prostfedi nadorovych bunék CLL pacient(. K tomu jsme si
navic ovéfrili, Ze jsou uvedené bunky schopny lepsi produkce IFN-y a degranulace porovnani s CAR19 T

burikami.

Druha c¢ast prace byla zamérena na pfipravu plazmidu obsahujici gen pro CAR se specifitou proti
molekule CLL1. Tato molekula oznacovana také jako CLEC12A byla v nékolika studiich prezentovana
jako vhodny target pro CAR T bunécnou terapii akutni myeloidni leukémie (Zhang et al., 2020; Zhou &
Chng, 2014).

Mym ukolem bylo pouzit jiz pfipraveny konstrukt pPB-CLL1 a vloZit do né&j gen pro produkci IL-21 pod
NFAT promotorem. Tento gen byl ziskdn z plazmidu pPB-NFAT IL-21 CAR19. Na zakladé analyzy
plazmidovych map byl navrzen postup pfipravy plazmidu tak, Ze byla ponechana kostra plazmidu pPB-
NFAT IL-21 CAR19 a byla pouze vyménéna CAR doména se specifitou proti molekule CD19 za doménu
se specifitou proti molekule CLL1. Tento postup byl proveden jednoduchym restrikénim Stépenim
pomoci enzymu Eco RI HF, viz obrazek ¢. 18.

Po stépeni byly vzniklé fragmenty rozdéleny pomoci elektroforézy a z gelu byla vyfiznuty fragmenty ke

konstrukci plazmidu. Po izolaci DNA z gelu a jejim procisténi byla provedena ligace. Vznikla ligacni smés

byla teplotnim Sokem transformovana do bakterii, které byly inokulovany na misku s LB médiem s ATB.
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Nasledujici den bylo vybrdno 10 kolonii, které byly ockovany do sklenénych zkumavek s LB médiem s
ATB. Ze vSech namnoZenych bakterii pak byla pomoci QIAGEN kitu izolovana a precisténa DNA, kterd
byla nasledné pouZita pro ovéreni UspéSnosti ligace. PouZitim dalSich restrikénich Stépeni bylo
ovéreno, ktery z deseti vzork( izolované DNA obsahuje inzert spravné velikosti a v poZadovaném
sméru, protoZe vkladany inzert mohl byt ligovan obéma sméry diky kompatibilnim koncm. Na zakladé
provedenych restrik¢nich Stépeni, viz obrazky 19 a 20, byl vybrdn vhodny vzorek miniprepu. Ten bylo
tfeba pro elektroporacni pokusy namnozit ,na veliko”, proto byla DNA znovu pouZzita pro transformaci
bakterii. Ze 100 ml bakterialni kultury bylo vyizolovdano 200—600 pg plazmidové DNA.

Nasledné ovéreni funkénosti plazmidu bylo provedeno na bunkach, které byly plazmidem
transfekovany. Zakladni otazkou bylo, zda bude plazmid funkéni a zda budou tudiz transfekované
buriky exprimovat na povrchu CAR molekulu a sekretovat IL-21. Za timto ucelem byly izolovany PBMC
z plné krve ddrce a do nich byly elektroporovany plazmidy obsahujici CAR se specifitou proti molekule
CLL1, nds nové zkonstruovany plazmid pPB-NFAT IL-21 CLL1 a pUvodni plazmid pPB-CLL1. CAR proti
molekule CLL1 obsahuje ve své extracelularni ¢asti molekulu Myc-Tag. Na zakladé pritomnosti této
molekuly mdzZzeme buriky specificky stimulovat protildtkou anti-c-Myc a pomoci protilatky anti-c-Myc
s fluorochromem jsme schopni CAR proti CLL1 detekovat na pritokovém cytometru.

Pripravené CAR T bunky byly tedy stimulovany anti-c-Myc protilatkou a kultivovany v pfitomnosti
cytokini 4 a 7.

Po osmi dnech kultivace bunék byla ovéfena exprese CAR proti CLL1 barvenim protilatkou anti-c-Myc
FITC (fedéni 1:100), vysledné dot ploty jsou vidét na obrazku ¢. 21. Znich je patrné, Ze buriky
transfekované nové zkonstruovanym plazmidem exprimuji na svém povrchu CAR proti CLL1 a
proliferuji stejné dobre jako CAR T buriky elektroporované plazmidem pPB-CLL1.

Pro Uplné ovéreni funkénosti plazmidu bylo tfeba jesté ovéfit produkci IL-21 po stimulaci CAR T bunék.
K tomuto ucelu byla ¢ast pfipravenych CAR T bunék odebrana a dlikladné promyta. Ndasledné byly
testované CAR T bunky stimulovany protilatkou anti-CD3, nebo anti-c-Myc nebo byly ponechany bez
stimulace. Jako negativni kontrola byly do experimentu zarazeny i CAR T bunky transfekované
plazmidem pPB-CLL1. Po 24 hodinach byly burky stoceny a byl odebran supernatant.

Ten byl nasledné analyzovan na pritomnost produkovaného IL-21 pomoci testu ELISA.

Na zakladé vyhodnoceni testu ELISA, viz tabulka ¢. 5, mGZeme konstatovat, Ze nami pfipraveny plazmid
pPB-NFAT IL-21 CLL1 je funkéni. Nejvyssi miry produkce IL-21 je dosazeno specifickou aktivaci téchto
CAR T bunék pres molekulu Myc-tag, ktera vedla k produkci IL-21 o koncentraci vyssi nez 2000 pg/ml.
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7 Zavér

Autor této diplomové prace si osvojil praci s tkdriovymi kulturami, naudil se zpracovavat vzorky krve,
transfekovat bunky svyuZitim transpozonového systému, stimulovat je a kultivovat. Naudil se
zpracovavat bunky pro analyzu na pritokovém cytometru nebo pro metodu ELISA. Také si osvojil
molekularni metody potfebné kizolaci, stépeni a ligaci DNA a k transformaci bakterii. Zaroven se
orientoval v problematice imunoterapie CAR T bunkami. Nékolik typd CAR T bunék pfipravil a
analyzoval, sdm zkonstruoval plazmid pro CAR proti CLL1 a pro indukovanou sekreci IL-21 a ovéfil ho.
Dale se seznamil s principem cytotoxickych testd, jejich navrhem, pfipravou a analyzou.

Jak jiz bylo feceno, Ucinek CAR T bunécné terapie je tlumen sniZzenou proliferaci efektorovych bunék
in vivo v dusledku supresivniho nddorového prostredi rady hematologickych malignit jako je CLL. Na
zékladé provedenych experimentl predpokladame, Ze pouziti CAR T bunék sekretujicich interleukin 21

by mohlo vést ke zvyseni potence CAR T bunécné terapie.
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9 Prilohy
9.1 Plazmidy piggyBac vektoru
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9.2 DNA sekvence transpozonu pPB-NFAT IL-21 CAR19
Tripletovd DNA sekvence transpozonu pPB-NFAT IL-21 CAR19

5ITR

CTAGATTAACCCTAGAAAGATAGTCTGCGTAAAATTGACGCATGCATTCTTGAAATATTGCTCTCTCTTTCTAAATAGCGC
GAATCCGTCGCTGTGCATTTAGGACATCTCAGTCGCCGCTTGGAGCTCCCGTGAGGCGTGCTTGTCAATGCGGTAAGTG
TCACTGATTTTGAACTATAACGACCGCGTGAGTCAAAATGACGCATGATTATCTTTTACGTGACTTTTAAGATTTAACTC
ATACGATAATTATATTGTTATTTCATGTTCTACTTACGTGATAACTTATTATATATATATTTTCTTGTTATAGATATCAACTAGA
ATGCTAGCTGTCTCACAAAATAAAGTAAGCCCGGACTGAGTGCGGAAAGGCGGGCCTGGCGGGTCTGGTCTCCCCATG
CGGGCCACCAGAGGCCCTGCAGCCTTCAGTCT

CGAG]

CGCTTGAAGGGGTAATG

GCGCTTCCACTCACAAACATGGCGGACAGAGCGTGTGAACGAGATGAACAGCCCC

TCAAAAATATGGCCGCCGAGGCTGGACGGCTAGCCTCGAG

GGATCCATGAATTCGCCAGC

CAR19
ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGCCGCTAGACCCACGCGTGAAGTGCAG
CTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTC
ACTAGCTATGTTATGCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATATGTTAATCCTTACAATG
ATGGTACTAAGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGG
AGCTCAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGAGGGCCTTATTACTACGGTAGTAGCCCCTT
TGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCGGAGGTGGCGGTTCAGGCGGTGGCGGATCCGGCGGTGGCG
GATCCGGCGGTGGCGGATCGGATATCGTGATGACACAGTCTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTC
CATCTCTTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTTGAAAACAGTAATGGAAACACCTATTTGAACTGGTACCTCCAGAAACCAGG
CCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTACAGGGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCTAGACAGGTTCAGTGGTAGTGGATCA
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GGGACAGATTTCACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGGGAGTTTATTTCTGCCTCCAAGTTACACAT
GTCCCTCCCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTCGAGATCAAACGTACTAGTCCCACAACCACCCCTGCCCCTAGACCT
CCAACACCCGCCCCTACAATCGCCAGCCAGCCTCTGTCTCTGAGGCCCGAGGCTTGTAGACCTGCTGCAGGCGGAGCC
GTGCACACCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGACATCTACATCTGGGCCCCTCTGGCCGGCACATGCGGAGTGCTGCTG
CTGAGCCTCGTGATCACCCTGTACTGCAACCACCGGAACCGGCGGAGAGTGAAGCGGGGCAGAAAGAAGCTGCTGTA
CATCTTCAAGCAGCCCTTCATGCGGCCCGTGCAGACCACCCAGGAAGAGGACGGCTGCTCCTGCAGATTCCCCGAGGA
AGAAGAAGGCGGCTGCGAGCTGAGAGTGAAATTCAGCAGATCCGCCGACGCCCCTGCCTACCAGCAGGGACAGAACC
AGCTGTACAACGAGCTGAACCTGGGCAGACGGGAAGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGCAGGGACCCTGA
GATGGGCGGAAAGCCCCAGCGGAGAAAGAACCCCCAGGAAGGCCTGTATAACGAACTGCAGAAAGACAAGATGGCC

GAGGCCTACAGCGAGATCGGAATGAAGGGCGAGCGGAGAAGAGGCAAGGGCCACGATGGACTGTATCAGGGCCTGA
GCAC

CGCCACCAAGGACACCTATGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCAGATG

GTCGACATACTAGT
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ABSTRACT

Background: The efficiency of chimeric antigen receptor (CAR) T-cell-based therapies depends on a sufficient
expansion of CART cells in vivo and can be weakened by intra-tumoral suppression of CART cell functions,
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 CAR T 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 CART 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

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 paracrine/autocrine
manner. Several pro-inflammatory cytokines, including IL-12, IL-15 and
IL-18, that are co-expressed by CAR T cells have been shown to modu-
late their anti-tumor functions [I 3], supporting this strategy. The
authors studied another relevant cytokine as a potential enhancer of
CAR T cells, IL-21. IL-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. Ota hal).

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 CART cells (CD62L+/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 CARI9 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 CART cells can be augmented by modulating their
memory differentiation by inducing the expression of IL-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 CART 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, [L-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.
CART 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
CART 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 CART cells expressing significantly more PD-1.
CAR T 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
CARI19 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 CARI9 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

CARI19 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 £6 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 £ 10e7 cells were
resuspended in 100 mL buffer T and mixed with 5 mg 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 Vusing 100-mL 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-mg 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 NCAMI16.2), CD244-APC (clone 2-69),
BTLA-BV421 (clone J168-540), CD3-BV786 (clone UCHTI), Tim3-
BV480 (clone 7D3), CDI160-PE (clone B455), PD1-BB700 (clone
EHI12.1), 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 PDI-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 CARI19. 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 CART cells, cells were incu-
bated with or without Ramos Bcells 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, CART 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 Bcells 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 FlowJo
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:Tratio 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
CART cells were restimulated with cells two to three times every
3 4 days depending on the experiment. To restimulate CART 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 CARI19 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
112rgtm1W;jl/SzJ, or NSG, mice (Jackson Laboratory) were maintained
in individually ventilated cages under specific pathogen-free condi-
tions. Groups of five or six mice aged 6 12 weeks and of the same
sex were injected subcutaneously with 5 £ 10e6 Ramos B cells. After
12 days, when large macroscopic tumors had formed, the mice
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received one intravenous dose of 5 £ 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
CDS8 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, CD27 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 CARI19 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).

CARI19 T cells grown in IL-4, IL-7 and IL-21 had significantly better
viability than CARI19 T cells grown in the presence of IL-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/CD28in 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 CARI19 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 CARI9 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+ CARI9 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 CARI9 T cells, it induces
their differentiation toward effector CD8+ T cells.

Next, the authors assessed the effects of IL-21 on CARI19 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++) CARI9 Tcells 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 Ramoscells in the presence or absence of IL-2 or IL-21. (D) Percentage of Tscm-like CD8+ CART 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 Ramoscells. N = 3; error bars indicate SEM. Significance was deter-
mined by unpaired t-test. (F) Histogram of the expressionof 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
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 IL-2.

The authors decided to investigate whether the effects of IL-21
were also observed using CART 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 CART 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-4,1L-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 CART
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 CAR T cells (CD45RA

747

0.001. DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole; ns, not significant; SEM, standard error of the mean; w/o,

+/ CD62L+CD27++CD28++), whereas cultivation in the presence of
IL-4, IL-7 and IL-21 yielded approximately 60 70% Tscm-like PSMA
CART 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, IL-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 CART cells after restimulation with LNCaP
cells, similar to what has been observed in previous experiments.
Instead of using PSMA CART 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 CART 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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Figure 2. IL-2 supports proliferation of CAR19 T cells but does not promote maintenance of early memory phenotype. (A) CAR19 T cells cultivated in IL-4, IL-7 and IL-21 were sorted
by FACS to isolate early memory T cells (CD62L+CD45RA+) and then restimulated with Ramos B cells in the presence of exogenous IL-2 or IL-21 or left in media with cytokines with-
out Ramoscells. After 7 days, CAR19 T cells were counted and their developmental status determined by FACS. (B) Fold expansion of sorted CAR19 T cells after co-cultivation with
Ramos cells in the presence of IL-2 or IL-21. N = 2; error bars indicate SEM. Significance was determined by unpaired t-test. (C) Dot plot showing the phenotype of CD8+ CART cells
after restimulation for one representative donor out of two. Both donors had almost identical results. (D) CAR19 T cells were obtained by cultivation in a mixture of IL-4, IL-7 and IL-

748



M. Stach et al. / Cytotherapy 22 (2020) 744 754 749

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 CART 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 CART cells expanded in IL-4, IL-7
and IL-21 and restimulated with LNCaP cells in the presence of
exogenous IL-21. Thus, PSMA CART 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 CART cells, CART cells were engineered to
secrete IL-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 similarto 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
CART cells, the authors prepared GFP-labeled CAR19 T cells and
restimulated them with Ramos cells in a soft agar matrix. The growth
of the CARI19 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 CARI19 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 CARI9 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
CARI19 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
CARI19 NFATIL-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 NFATIL-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 NFATIL-21 T cells
have enhanced anti-tumor functions using NSG mice transplanted
with Ramos B cells (Figure 5A). Transgenic expression of IL-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 Tecells. 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 FACSresults show that CAR19 NFAT IL-21 T cells
infiltrated the BM to much higher levels than non-armed CARI9
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 CARI19 NFAT IL-21 T cells
were detected in these samples (Figure OF). Interestingly, when
testing the functionality of infiltrating CAR19 T cells in degranula-
tion assays, the authors found that the non-armed CARI19 T cells
had reduced degranulation, whereas CAR19 NFAT IL-21 T cells
efficiently degranulated after challenge with Ramos cells
(Figure 6E). 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 CART 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 IL-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
CAR T 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 RamosBcells 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; w/o, without. (Color version of figure is available online).
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Figure 3. IL-21 enhances expansion of Tscm-like PSMA CART cells and reduces their apoptosis after anti-genic restimulation. (A C) Characterization of manufactured PSMA CART
cells. PBMCs were electroporated with DNA plasmids and activated with anti-CD3/CD28 antibodies or anti-Myc antibody, followed by expansion in the presence of IL-4, IL-7, IL-21
or IL-2. The expansion of all cells (A), percentage of CD8+ PSMA CART cells with Tscm-like phenotype after 21 days (B) and percentage of transduced T cells after 21 days (C) are
shown. N =3. (D) PSMA CART cells generated with anti-CD3/28 and IL-2 were co-cultured for 7 days with LNCaP cells in the presence of exogenous IL-2 or IL-21. Two representative
donors are shown. The experiment was performed twice with similar outcomes. Importantly, PSMA CART cells before co-cultivation were manufactured in IL-2 and contained <10%
Tscm-like T cells, as shown in (B). The image shows the memory phenotype. (E) Expansion of PSMA CAR T cells in the presenceof IL-2 or IL-21 compared with PSMA CAR T cells co-
cultivated with LNCaP without any exogenously added cytokines. N = 3; error bars indicate SEM. Significance was determined by unpaired t-test. (F) PSMA CART cells were manu-
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 CART 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  0.05, **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 CART 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 suppressthe 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 CAR T 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., IL-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 CARI19
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 CART cells in vitro, but the effects were
much weaker than those seen in the current study because Singh
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Figure 5. CARI9 T cells armed with IL-21 have enhanced anti-tumor efficacy in vivo. (A) Immunodeficient NSG mice were transplanted subcutaneously with 5 million Ramos cells.

After 12 days, when macroscopic tumors had formed, mice received 5 million CAR T cells intravenously. (B) The treatment response was assessed by measuring the tumor weight at

the end of the experiment and comparingit with a control group. N = 6; error bars indicate SEM. Significance was determined by unpaired t-test. (C D) Level of infiltration of
tumors by CD4+ T cells and CD8+ T cells. (E) Representative dot plot of tumors stained for CD4 and CD8. N = 6; error bars indicate SEM. Significance was determined by unpaired t-

test. *P < 0.05, **P < 0.01, ns (not significant) P > 0.05 i.v., intravenously; s.c., subcutaneously; SEM, standard error of the mean. (Color version of figure is available online).

et al.cultured CART 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 CARI9 T cells with a CD28 zeta signaling motif
that secreted IL-21 constitutively, whereas the authors’ CART cells

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+
CARI19 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 CART cells challenged with LNCaP cells because this is a
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paired t-test. (D) Cytotoxicity of CART cells against Ramos cells and comparison of CART cells co-cultivated with BM to control CART cells grown in vitro in the presence of cytokines
without BM. N = 3. (E) Histograms showing the level of degranulation of CART cells recovered from BM fragments after 10 days. Control BM is a sample obtained from an otherwise
healthy patient without significant pathology in the BM. Red histograms indicate results after challenging with Ramos cells. Blue histograms represent non-challenged CAR T cells
(negative control). This experiment was repeated once with similar results. (F) CD8:CD4 ratio among CARI19 T cells infiltrating BM fragments. N = 8. (G) CAR19 T cells were co-culti-
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CARI19 Tcells. N =6; error bars indicate SEM. Significance was determined by paired t-test. ns (not significant) P > 0.05,*P  0.05, ***P  0.001. IFNg, interferon gamma; ns, not
significant; SEM, standard error of the mean; w/o, without. (Color version of figure is available online).

common CART cell model [22]. Furthermore, LNCaP is an adherent significantly more sensitive to apoptosis after anti-genic restimula-
carcinoma cell line that does not express any co-stimulatory mole- tion than PSMA CAR T cells with a Tscm-like immunophenotype
cules [23]. Gargett et al. [11] similarly studied GD2-specific CART grown in the presence of IL-4, IL-7 and IL-21 (Figure 3F). The benefi-
cells co-cultured with GD2-positive neuroblastoma cells and cial effects of IL-21 on CAR T-cell survival and expansion are further
observed significant AICD of CAR T cells after repeated antigen stimu- demonstrated by the findings that CAR19 NFAT IL-21 T cells were
lation with tumor cells. Natural antigen-specific effector T cells are superior to non-armed CAR19 T cells in NSG mice bearing established
more prone to apoptosis than memory T cells because of elevated lev- human lymphoma tumors.

els of caspase 3, which indicates that sensitivity to apoptosis after The authors developed an in vitro model of CLL, which was
anti-genic stimulation differs among various T-cell memory subsets selected mainly because of good availability of tumor tissues and
[21]. Accordingly, the authors found that PSMA CART cells with effec- because all patients with lymphocytosisin the blood have highly
tor phenotype (i.e., cultivated in the presence of IL-2) were infiltrated BM. In addition, CLL is far more resistant to CAR19-based

therapies than B-ALL. Recent studies have shown that CLL cells can
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directly inhibit the proliferation and effector functions of CAR19 T
cells [10] and initiate abortive activation of CART 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
CARI19 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 CART cells. More-
over, IL-21 potentiated the activity of CARI9 T cells against CLL B
cells and significantly enhanced their expansion compared with non-
armed CARI19 T cells. In conclusion, the authors’ data suggestthat
arming CART 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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