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1. Souhrn

Pozadi problematiky:

Adoptivni terapie pomoci T-bunék s chimerickymi antigennimi receptory (CAR) specifickymi
na CDI19 predstavuje slibnou lécbu relabujicich nebo refrakternich malignit. Celkové
odpovédi dosahlo ptes 80% pacientll s B-bunécnou akutni lymfoblastickou leukémii (B-ALL)
nebo ne-Hodgkinovymi lymfomy (NHL). Pfesto je terapie leukémii a solidnich nadori
pomoci CAR-T bunék limitovana fadou faktoril, jako je tnik nadorovych klonli zplisobeny
ztratou cilového antigenu, snizenou proliferaci a prezitim CAR-T buné€k in vivo, sniZzenou
infiltraci CAR-T bunék do oblasti nddoru, samotnym imunosupresivhim prostfedim nadoru,
malou paletou antigennich cilii a vedlej§imi U¢inky spojenymi s lécbou CAR-T lymfocyty.
Z téchto dlvodl jsou testovany nové piistupy pro zvySeni bezpe¢nosti a tcinnosti CAR-T
bunék vcetné modifikaci k pfekonani imunitni suprese.

Piedpoklady a cile:

(i) Bispecifické CAR receptory, které exprimuji dvé vazebné domény specifické pro dva
rizné antigeny, zabrani uniku malignich klont. (7)) CAR receptory s inducibilni expresi
cytokinu IL-21, kterd je pod kontrolou NFAT promotoru, zvysi aktivitu a protinddorovy
ucinek CAR-T buné€k. (iii) Zaclenénim sebevrazedného epitopu piimo do CAR receptoru
zvysi terapeutickou bezpecnost CAR-T bunck.

Metody:

Pro ptipravu CAR receptorit byly vyuzity molekuldrné biologické metody. Pro pienos
transgenll a stabilni expresi v primarnich T-buiikdch byly pouZity lentivirové vektory nebo
transpozonovy systém PiggyBac. Byly pfipraveny dva CAR receptory bispecifické pro CD19
a CD20 a dale in vitro testovany jejich protinadorové ucinky. Byly pfipraveny CAR vektory
specifické na CD19 nebo antigen PSMA s indukovatelnou nebo konstitutivni expresi IL-21.
Byla ovéfena indukovatelnd sekrece IL-21 po aktivaci CAR receptoru antigenem. Do



extracelularnich casti CAR receptori byla vlozena fada epitopi, receptory byly nasledné
porovnany a dale testovany.

Vysledky:

Pokusy in vitro potvrdily specifickou aktivaci biCAR-T lymfocyti nddorovymi buiikami,
které overexprimuji antigeny CD19 a nebo CD20. Cytolytickd aktivita biCAR-T bun¢k a
jejich odpovéd’ v produkci INF-y byly srovnatelné nebo zvysené v porovnani s lymfocyty
exprimujici monospecificky CAR receptor. T-buiikky byly modifikované tak, ze po aktivaci
receptor CAR nebo TCR, sekretovaly IL-21, ktery byl pod kontrolou aktiva¢niho faktoru
NFAT. Multi-epitopy zafazené do CAR receptoru umoznily pozitivni expanzi CAR+ bun¢k,
jejich snadnou detekci, ale i purifikaci CAR-T bunék pomoci magnetické separace béhem
jejich vyroby. Dale tyto epitopy mohou zprostiedkovavat selekci in vivo po jejich infuzi
v zévislosti na protilatkach

Zavéry:

V préci byly navrzeny a Uspé$né zkonstruovany rizné vektory pro pouziti v bunééné terapii
pomoci CAR-T bun¢k. Bispecifické CAR-T lymfocyty vykazovaly in vitro protinadorové
ucinky proti antigenim CD19 a CD20. Mohly by tak snizit miru relapsi pii 1é€bé B-ALL a
ne-Hodgkinovych lymfomi. Indukovany cytokin IL-21 zvysil pocet infiltrujicich T-bunék
v nadorovych modelech nejen in vitro, ale 1 in vivo. CAR receptory s vlozenymi multi-epitopy
predstavuji slibnou strategii, jak zlepSit vyrobni proces CAR-T bunék, tak i bezpecnostni
pojistku pfi jejich klinickém pouziti.

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

2. Summary

Background:

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

Aims:

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

Methods:



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

Results:

The in vitro experiments revealed specific activation of biCAR-T lymphocytes by cells
overexpressing CD19 and/or CD20. Cytokine release and cytolytic activity of biCAR-T cells
were comparable or improved to the responses of single CAR-T cells. T-cells modified to
produce IL-21 in NFAT promoter-controlled manner respond to CAR or TCR stimulation.
Multi-epitope based CARs allowed positive activation of CAR-T cell expansion, easy cell
detection and enrichment of CAR-T cells during manufacturing by magnetic bead-based
selection. Furthermore, these constructs have the potential for antibody-based selection upon
CAR-T cell infusion in vivo.

Conclusions:

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

Keywords: chimeric antigen receptor, CAR-T cells, adoptive immunotherapy, PiggyBac
transposon system, lentiviral transduction, bispecific CARs, IL-21, multi-epitope switching

3. Teoreticky uvod

CAR-T bunky jsou lymfocyty modifikované syntetickymi receptory, tzv. chimerickymi
antigennimi receptory (CAR). Skladaji se ze tii Casti: ektodomény véazajici antigen, ktery je
tzv. spacerem spojen s transmembranovou doménou a endodoménou [1]. Ektodoména je
nejCastéji tvofena jednofetézcovou variantou fragmentu (scFv) odvozené od protilatky a je
zodpovédna za rozpoznani antigenu. Zakladem intracelularni domény je pak fetézec zeta
molekuly CD3 T-bunék (CD3¢&), kterd mize byt rozsifena o kostimulacni domény z molekul
4-1BB nebo CD28 (obr. 1) [1]. T-buiikky modifikované CAR receptorem pak rozeznévaji
cilovou buniku nezavisle na hlavnim histokompatibilnim komplexu molekul MHC. Lze
pfipravit CAR receptory proti jakémukoliv antigenu na bunééném povrchu (proteiny,
sacharidy, glykolipidy), proti kterému je k dispozici monoklondlni protilatka.
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Obr. 1: Struktura CAR receptoru. Obrazek prevzat z publikace [2].

Akutni lymfoblastickd leukemie je maligni klonalni onemocnéni krvetvorby vychazejici
z prekurzorovych B-bun¢k (B-ALL). Relaps ALL postihne ve vékové skupiné > 18 let az
polovinu nemocnych, a asi 5% pacienti ma onemocnéni primarné refrakterni na indukéni
1écbu [3]. Jedinou IéCebnou moznosti pro tyto pacienty byl az doneddvna zachranny
chemoterapeuticky rezim ndsledovany u mladSich nemocnych alogenni transplantaci
krvetvornych bunék. V dnesni dob¢ je k dispozici cilena terapie monoklondlnimi protilatkami
a jejich konjugaty nebo inhibitory kindz [3]. Pokud i tato terapie selze, posledni moZnosti pro
pacienty je terapie CAR-T buiikami namifenymi proti antigenu CD19. S ni bylo v klinickych
studiich dosazeno velmi povzbudivych vysledki. V studii faze I-lla provadéné na détské
klinice ve Philadelphii bylo zahrnuto 60 déti a mladych dospélych, u kterych po terapii CD19
CAR-T buiikami bylo dosazeno Gplné remise u 93% pacientll. Nasledné ctyfleté sledovani
prokédzalo vyznamnou kontrolu nemoci bez dalsi terapie [4]. Na zaklad¢ téchto vysledku
navazovala studie ELIANA (Novartis) a bylo do ni vzato 75 pacientli mladsich 21 let. U 61
znich (81%) bylo béhem 3 mésicti dosazeno remise. Celkového pfeziti bez nemoci a
celkového preziti po 12 mésicich dosahlo 50%, resp. 76% pacientt [5]. Vysledek této studie
prispél ke schvaleni FDA (Utad pro kontrolu 16¢iv a potravin) v roce 2017 prvniho CAR-T
bunécného produktu tisagenlecleucel pro déti a mladé dospélé [6]. K letosnimu roku jsou
schvéleny dalsi tf1 produkty pro lécbu hematologickych malignit u dospélych (velkobunécny
B-lymfom, lymfom z plastovych bunék).

Soucasny rezim terapie je zaloZzen na obecném protokolu. T-lymfocyty jsou ziskany
leukaferetickym odbérem z periferni krve pacienta. Buniky se aktivuji pomoci protilatek nebo
kulicek potazenych protilatkou. Nasleduje pienos CAR receptoru pomoci virové transdukce ¢i
elektroporaci. Modifikované CAR-T buiiky jsou in vitro pomnozeny na dostate¢ny pocet a
poté infuzi vraceny zpét pacientovi [7-9].

Ve srovnani s CD19 CAR-T terapii leukémii a lymfomi 1éc¢ba solidnich nadorti dosahuje
malych klinickych vysledkti. Hlavnimi pfi¢inami je mikroprosttedi pevného nadoru, imunitni
suprese CAR-T bunék, ale i fyziologické bariéry nadoru branici infiltraci CAR-T bun¢k.
RovnéZ heterogenita nddorovych antigenti ptispiva k uniku nadorovych bunék, ale i jejich
nizka exprese na zdravych tkanich vede casto k jejich napadeni CAR-T buitkami [10]. Mezi
dalsi casté vedlejsi ucinky patii syndrom cytokinové boute, kdy aktivované CAR-T bunky
zacnou proliferovat a uvolilovat fadu prozanétlivych cytokint, které nasledné aktivuji dalsi
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bunky imunitniho systému [11, 12]. U vétSiny pacientli jsou piiznaky mirné, ale mizou rychle
piejit az do stavu ohrozeni zivota [12].

Soucasny vyzkum CAR-T bunék se proto zamétuje na jejich ,,genetické prepracovani®, aby se
jejich protinddorova aktivita vyrazné zvysila, zlepSila se nejen jejich schopnost proliferace a
odolnost viici apoptoze, ale zejména jejich perzistence in vivo. Dal§imi strategiemi je
zacClenéni molekularnich mechanismit do CAR receptort s cilem ,,deaktivovat® podle potieby
T-lymfocyty a tim kontrolovat vedlej$i ucinky terapie. Divodem je snaha o bezpecnost a
dosazeni lécebné odpovedi zejména v terapii pevnych nadori [13].

4. Cile prace a vychozi hypotézy

Cilem préce bylo ptipravit nékolik vektorti pro chimerické antigenni receptory, témito vektory
pak geneticky modifikovat primarni T-lymfocyty a nasledné¢ ovéfit jejich expresi, popi. ovérit
protinadorové uc¢inky CAR-T lymfocyti.

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

(i) Pomoci lentivirG vnést do primarnich T-buné€k bispecifické CAR receptory, které
jsou namifené proti malignim bunkdm vychdazejicich z B-lymfocytarni fady. Jako
cilové antigeny byly vybrany molekuly CD19 a CD20, které jsou exprimovany na
prekurzorovych a zralych B-bunkach.

(ii) Zkonstruovat CAR receptory se sekretovanym transgenem pro IL-21 a pomoci
transpozonového systému vektory vnést do T-lymfocytl. Ovéfit, ze aktivované
CAR-T lymfocyty IL-21 produkuji.

(iii) Do stavajicich CAR receptorti zaklonovat multi-epitopy specifické pro rtizné
protilatky.

Hypotézy, z kterych vychazely cile prace, byly definovany takto:

(i) Bispecifické CAR receptory zvysi protinddorovy u¢inek CAR-T lymfocytd,
protoze zabrani malignim klontim uniknout bunécné smrti v pfipad¢, ze prestanou
exprimovat jeden z antigenli. Tyto CAR-T bunky mohou pfi pouZiti v terapii B-
akutni lymfoblastické leukémie nebo B-bunéénych lymfoma snizit pocet relapsi,
zejména téch CD19 negativnich, které se nyni vyskytuji u 30-60% pacientl po
1é€bé monospecifickymi CD19 CAR-T lymfocyty.

(ii) CAR-T lymfocyty, které sekretuji IL-21 samy, si udrzi in vivo nizkou sérovou
koncentraci tohoto cytokinu. IL-21 zvysi efektorovou funkci, podpoii expanzi
cytotoxickych CD8+ CAR-T bunék a zachova jejich naivni/pamétovy fenotyp.
Zaroven IL-21 aktivuje v misté pisobeni dal§i buniky imunitniho systému (NK,
NKT), a tim dojde k eliminaci nddorovych bunék, které nejsou CAR-T lymfocyty
rozeznavany. Naopak IL-21 potlaci bufiky Trg. Pouzitim tohoto systému CAR
receptoru se vyrazné¢ zlepsi terapeuticky ucinek CAR-T bunék.



(iti)  Zaclenénim kratkych peptidi do extracelularni casti CAR receptorti dovoli
aktivaci expanze CAR-T bunék pfi jejich vyrob¢, purifikaci bunck, snadné
monitorovani bunék, ale i snadnou depleci bunék in vivo v ptipadé potieby.

5. Metodika

Konstrukce CAR receptori
Pro ptipravu byly vyuzity zakladni metody molekularni biologie. Pti konstrukci novych

vektorii se vychéazelo ze stavajicich plazmidi v laboratofi, do kterych pomoci restrikéniho
Stépeni a nasledné ligace ¢i metody ,,In-fusion* klonovéni byly vkladany nové sekvence pro
modifikaci a vylepSeni funkce stavajicich receptord. Pozitivni bakteridlni klony byly
restrikéné ovéteny nebo byla DNA sekvenovana.

Transdukce a elektroporace bunék
Plazmidy byly vnaSeny do bunécnych linii nebo primarnich T-lymfocytl, které byly

izolovany z periferni krve darcii. Pro pfenos do bunék se vyuzivala infekce pomoci lentivira
nebo elektroporace pomoci transpozonového systému PiggyBac. Bunécné linie byly po
modifikaci plazmidy kultivovany za béznych podminek. T-lymfocyty byly po
transdukci/elektroporaci aktivovany stimulacnimi protilatkami a kultivovany v médiu
s pridanymi cytokiny.

Pritokova cytometrie

Analyzou na pritokovém cytometru byla ovéfovana zejména exprese CAR receptord, ale 1
hodnoceny funkéni testy, kdy se ovéfovala cytolytickd aktivita CAR-T lymfocytil, exprese
aktiva¢niho markeru CD69, intracelularni produkce cytokinii INF-y a IL-21 a in vitro deplece
CAR-T bun¢k.

Funk¢ni testy
Pomoci metody ELISA byla sledovana extracelularni produkce cytokinu INF-y a IL-21, ¢i

pomoci komer¢niho kitu se sledovala aktivita laktat dehydrogenazy.

Pokusy na zviratech
Imunodeficientnim mysim byly injektovany CAR-T lymfocyty nasledované davkou protilatky

trastuzumabu. Deplece CAR-T bunék byla monitorovana v periferni krvi pomoci pritokové
cytometrie.



6. Vysledky a diskuze

Piiprava bispecifickych CAR receptori

Adoptivni terapie pomoci CD19 CAR-T lymfocytl je Gi€innou terapii pro pacienty s B-ALL a
B-bunéénymi lymfomy, ktefi nereagovali na konvecni 1é€bu nebo po ni zrelabovali. I presto
30-60% pacienti po CD19 CAR-T terapii znovu relabuje, pficemz 10-20% relapst je CD19
negativnich. MoZnosti dalsi 1éCby jsou uz omezené. Je tedy velkou snahou relapsim predejit,
zejména t€ém CDI19 negativnim [14-16]. Jednou z moznosti je pouziti tandemovych, ¢ili
bispecifickych CAR receptort specifickych na dva rtizné antigeny [17]. Byly piipraveny dva
bispecifické receptory biCAR19-20 a biCAR20-19 v lentivirovych vektorech. V kazdém
glykoproteinu jsou vlozeny dva vazebné motivy anti-CD19 a anti-CD20, konstrukty se 1isi
pouze jejich pofadim. Vybér druhého vazebného motivu anti-CD20 byl nasnadé. Za prvé, v
laboratofi byl jiz diive vyzkouSen a charakterizovan monospecificky CAR20 [18]. Za druhé,
molekula CD20 je exprimovand na vét§in¢ CD19 pozitivnich ALL buiikéch [19, 20]. Navic se
nepiedpoklada, Ze by relaps onemocnéni mohl byt zplsobem blasty, které by ptestaly
exprimovat oba antigeny najednou.

Byly pfipraveny lentivirové partikule, kterymi byla infikovana bunécnd linie T-lymfocytt,
Jurkat, s velmi vysokou tucinnosti, témet 100% u bunék infikovanych kontrolnim proteinem
GFP a ucinnosti 50-70% u bunék infikovanych virem s bispecifickymi CAR receptory.
Stejnym zpisobem pak byly vektory biCAR19-20 a biCAR20-19 modifikovany primarni
lidské mononuklearni buiiky s ndslednou aktivaci pomoci monoklondlnich protilatek anti-
CD3 a anti-CD28 a kultivaci za pritomnosti IL-2 k ziskdni CAR-T lymfocytd. Po zhruba 14
denni kultivaci byly pfipraveny lymfocyty se zastoupenim CAR+ pozitivnich bunék
v rozmezi 30-50%. Dosahovali jsme tedy snizené ucinnosti transdukce ve srovnani s buitkami
Jurkat. Stejny efekt jsme pozorovali 1 u lymfocytii transdukovanych kontrolnim GFP (40-
50%) v porovnani s témet 100% ucinnosti u bunck Jurkat. Obecné plati, Ze fada bunécny linii
je snadno a uc¢inné transdukovana pomoci lentiviri. Naproti tomu primdrni lidské T-bunky,
zejména klidové, jsou vic€i transdukci lentivirem odolngj$i [21]. S nové konstruovanymi
bispecifickymi CAR receptory byly dale provedeny funkéni testy. In vitro byla sledovana
aktivita laktat dehydrogenazy, sekrece cytokinu INF-y, exprese casného aktivaéniho markeru
CD69 (obr. 2) a cytotoxickéa aktivita CAR-T lymfocyt (obr. 3) po kultivaci s nddorovymi
buitkami CD19+ CD20+. VSechny provedené pokusy potvrdily funkénost bispecifickych
CAR receptori. CAR-T lymfocyty mély stejnou nebo zvySenou odpovéd v porovnani
s monospecifickymi CAR-T buiikkami. Ziskané vysledky naznacuji, Ze z dvojice by lépe mohl
fungovat biCAR19-20.
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Obr. 2: Aktivace a cytotoxicita mono- a bispecifickych CAR-T lymfocytii

(A) Exprese casného aktivacniho markeru CDG69. Zmeny hladiny exprese CD69 po aktivaci bunkami
exprimujici/neexprimujici cilovy antigen. Vysledek je ze dvou nezavislych pokusii s lymfocyty od dvou
riznych darci. Pro ndzornejsi srovnani, pocet CD69+ bunék je vynesen relativné, kdy exprese
Jjednotlivych skupin CAR-T bunék aktivovanych netransfekovanymi bunkami byla stanovena jako 100%
(resp. 1). Bez statistické vyznamnosti.

(B) Produkce cytokinu INF-y po aktivaci CAR-T Ilymfocytii bunikami exprimujici/neexprimujici cilovy
antigen. Vysledek je ze tii nezavislych pokusi s lymfocyty od tii riznych darcii. Pro ndzornéjsi
srovndni, hladina INF-y vynesena jako relativni hladina, kdy produkce jednotlivych skupin CAR-T
bunék aktivovanych netransfekovanymi buitkami byla stanovena jako 100% (resp. 1). Bez statistické
vyznamnosti.

(C) Aktivita laktat dehydrogenazy uvolnéné do okoli po lyzi tercovych bunék CAR-T lymfocyty. Vysledek
z jednoho méreni. Pro nazornéjsi srovnani, aktivita LDH vynesena jako relativni hodnota, kdy mnozstvi
uvolnéné LDH netransfekovanymi bunikami byla stanovena jako 100% (resp. 1).
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Obr. 3: Cytotoxicka aktivita mono- a bispecifickych CAR-T lymfocytii viici antigenné specifické nadorové linii.
CAR-T lymfocyty a kontrolni T-buiiky byly kultivované v riuznych pomérech 24 hod s bunikami RAMOS dvojité
pozitivnich na CD19 a CD20. Vysledek ze dvou biologickych duplikatii. (E, efektorové bunky,; T, tercové buiiky)
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Priprava CAR receptoru modifikovanvch pro sekreci IL.-21

Utinnost adoptivni CAR-T terapie solidnich nadort snizuje fada faktort, jako je stroma,
pfitomnost velkého mnozstvi infiltrovanych imunosupresorovych bun¢k a malignich bunék,
které ztratily zacileny antigen [22]. Nékteré z téchto piekazek 1ze prekonat pouzitim CAR-T
lymfocyti s indukovatelnou nebo konstitutivni produkei cytokinti (tzv. TRUCK, T-cells
redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing). Po presmérovani CAR-T bun¢k
nasledovanou produkci cytokini dochdzi k indukci vrozené imunitni odpovédi, kterd nici
nadorové buiiky, které nejsou CAR-T buitkami rozeznavany, a zarovein se spousti programové
zmény v imunosupresorovych buiikach [22]. Byly sestrojeny 4 vektory pro CD19 CAR a
sekretovany IL-21, a to jak ve varianté inducibilniho nebo konstitutivniho expresniho
systému, a jeden vektor PSMA CAR s inducibilni sekreci IL-21.

IL-21 byl vybran na zdklad¢ piedchozich experimentti, které¢ ukazaly, ze kultivace CAR-T
lymfocyt v pfitomnosti IL-21 v médiu vede k preferencni expanzi nezralych T-bunék, a to
Tem a Tsem. Zéaroven u téchto T-bunék byla zjisténa nizka exprese inhibi¢nich receptorti PD-
1, LAG-3 a TIM-3 [23]. Samotny interleukin 21 je pleiotropni cytokin, ktery reguluje jak
vrozenou tak specifickou imunitu. Ma silné protinddorové ucinky diky své schopnosti
indukovat a expandovat cytotoxické CD8+ T buiky, NK a NKT buiky. Zaroven ma
schopnost potlacovat expresi FOXP3 a expanzi Treg [24]. M4 vliv na pfeziti a diferenciaci B-
buné¢k a funkci bun¢k dendritickych [25].

Konstrukty s inducibilni expresi (obr. 4) byly navrzeny tak, aby samotny CAR receptor a
indukovatelna kazeta pro IL-21 byly soucasti jednoho vektoru. Jako cilovy vektor pro
zaklonovani byl vybran nevirovy transpozonovy systém PiggyBac. Aby se omezila sekrece
IL-21 pouze na aktivované CAR-T lymfocyty, byl pro indukovatelny PB vektor fidici expresi
IL-21 zvolen synteticky slozeny promotor, ktery obsahuje 6 vazebnych mist pro nuklearni
faktor aktivovanych T-bun¢k (NFAT), a minimalni promotor IL-2 [26].

NFAT IL-21 CAR19 5'TR SV40 polyA | UBC bGH polyA JERE
.......... > —_—

NFAT IL-21 PSMA CAR  ERE  NFAT SV40polyA | UBC | PSMA | bGH polyA @
---------- 3> —

CAR19 NFAT IL-21 5TR [ bGHpolyA | NFAT sv40 polyA JERR
_— smmmesad >

CAR19 IL-21 NFAT sTR [JES bGH polyA | SV40 polyA NFAT R

Obr. 4: llustrativni schéma konstruktit CD19 a PSMA CAR receptor s inducibilni expresi IL-21

Mezi terminalni repetice 5'-TR a 3"-TR PB vektoru jsou viozeny 2 transgeny, CARI19 a IL-21, kazdy s viastnim
promotorem a terminacni sekveci pro ukonceni transkripce. Sipky znaci smér transkripce, plnd Sipka znact
konstitutivni expresi, prerusovana inducibilni expresi. NFAT je oznaceni pro minimdlni promotor pro IL-2 s 6-ti

vazebnymi misty pro jaderny faktor NFAT (NFAT/IL-2) .

U vsech ¢ty ptripravenych PB vektorii byla GspésSné in vitro ovétena inducibilni exprese I1L-21
po stimulaci receptoru CAR (resp. jeho vazbou na antigen) nebo TCR (zprostiedkované
protilatkou anti-CD3). Produkovany IL-21 inhiboval terminalni diferenciaci CAR-T bunék po
jejich aktivaci bunkami nadorovymi, mél vyrazny vliv na naslednou proliferaci a efektorové
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funkce lymfocytl in vitro. IL-21 rovnéz vyrazné eradikoval CD19+ néadory transplantované
pokusnym mysim [27].

CARI19 s konstitutivni expresi (obr. 5) IL-21 byl navrZen jako bicistronicky vektor s jednim
promotorem a dvéma transgeny, které jsou oddéleny samosStépicim peptidem T2A.
Konstitutivni exprese IL-21 byla uspésné ovéiena.

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

Obr. 5:1lustrativni schéma konstruktu pro CD19 CAR receptor s konstitutivni expresi IL-21

Mezi terminalni repetice 5'-TR a 3'-TR PB vektoru jsou vlozeny 2 transgeny, CARI9 a IL-21, které jsou
oddeéleny sekvenci pro T2A peptid. Sipky znaci smér transkripce a znaci konstitutivni expresi

Piiprava CAR receptori obsahujici multiepitop

K aktivaci expanze CAR-T bunék béhem vyroby se vétSinou pouziva nespecificka stimulace
pomoci protilatek anti-CD3 a anti-CD28 [28]. V na$i laboratofi pouzivame protokol
s naslednou specifickou aktivaci CAR+ bun¢k pomoci protilatky anti-myc vazajici se na myc-
tag v extracelularni ¢asti chimerického receptoru. Na konci expanze dosahujeme populace o
Cistote prevySujici 90% CAR+ bunék v populaci [23].

Byla pfipravena tfada vektorti pro rizné CAR receptory, do kterych byly k jiz stavajicimu
epitopu myc zaklonovany dalsi epitopy nebo jejich kombinace. Byly zaclenény do PSMA
CAR, CLL-1 CAR, GD-2 CAR, CAR19 CAR a jednoho bispecifického CD19 BCMA biCAR
receptoru. Byla ovéfena exprese receptorii na T-bunikdch i1 vazba protilatek na vSechny
epitopy, které¢ obsahuji. Konkrétné se jednalo o epitopy H98, Rp5-L, FLAG, CD34 a CD20.
H98 je 12-merni peptid napodobujici vazebny epitop proteinu HER2, na ktery se vaze
trastuzumab [29]. Rp5-L je také 12-merni peptid mimikujici epitop CD20, ktery je
rozeznavan rituximabem [30].

Multiepitop jako soucdst CAR receptoru miize slouzit jako komplexni marker, ktery lze
vyuzit k detekci ¢i monitorovani CAR-T bunék po infuzi pacientovi, béhem jejich vyroby
k aktivaci expanze ¢i pozitivni selekci CAR+ bunék na konci vyrobniho procesu, ale 1 jako
sebevraZzedny gen (obr. xy). Tyto CAR receptory maji potencialni vyuZiti v genové terapii
pomoci zavedenych klinickych €inidel a terapeutik [31] .

CAR
s

deplece

» ‘/
aktivace o FESE " detekee

detekce —
Cb34-tag

TMTJ iT‘TﬁT T Zei'e'icf

Obr. 6: Schéma CAR vektoru s vioZenym multiepitopem

Jednotlivé epitopy umoziuji aktivaci, detekci, selekci a depleci CAR-T bunék
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1) Zaclenéné epitopy do CAR receptorit umoziuji snadnou detekci CAR-T bunék pomoci
pratokové cytometrie a pomoci nich by bylo mozné monitorovat jejich pfitomnost v periferni
krvi po infuzi pacientovi. Vhodné by byly protilatky anti-myc i anti-FLAG, které¢ s vysokou
citlivosti buniky detekuji. Epitopy, které rozpoznévaji, nejsou u cloveéka pfirozené, takze
bunky by byly jasn¢ identifikovatelné.

2) Pivodnim zdmérem, pro¢ jsme se rozhodly epitopy zaclenit do CAR receptort, byla snaha
rozsifit paletu protilatek, které by bylo mozno pouzit ke specifické expanzi CAR+ bunék po
elektroporaci. M¢lo jit o protilatky, které jsou schvalené pro klinickou praxi a v souladu se
spravnou vyrobni praxi by mohly byt vyuZity pfi rutinni vyrobé CAR-T bunék v UHKT.
Jedinym nové vlozenym epitopem, pomoci kterého §lo nastimulovat expanzi CAR+ bun¢k,
byl epitop FLAG. Caste¢né fungoval i epitop CD34, kdy pomoci protilatky anti-CD34
imobilizované na plastik se lymfocyty aktivovaly k expanzi. Tato protilatka na rozdil od anti-
myc a anti-FLAG nefungovala v ptipad¢, kdy byla k buikdm piidand vazana na kulickach.
Ani pomoci protilatek trastuzumabu nebo rituximabu, at uz adherovanych k povrchu ¢i
vazanych na kuli¢kach, nebylo docileno aktivace expanze CAR-T bunék, ba naopak, bunky in
vitro G¢inn¢ zabijely. Stejny jev byl pozorovany in vivo, kdy u pokusnych mysi, kterym byl
injektovan trastuzumab, dochdzelo k G¢inné eradikaci CAR-T bunék. Druhy den po aplikaci
protilatky bylo v krvi depletovano 90% CAR-T bunék, pravdépodobné mechanismem
bunécné cytotoxicity zavislé na protilatkich nebo cytotoxicity zprostiedkované
komplementem [32]. Adoptivni imunoterapie je ¢asto spojena s vedlejsimi uéinky, nékdy az
ohrozujicimi na zivoté. Brzy po zahdjeni terapie mohou adoptivné pienesené buiiky rychle
expandovat a vyvolat silnou cytokinovou boufi. Soucasné¢ lyze nddorovych bunék miize
vyvolat syndrom rozpadu nadoru. Po eradikaci malignich bun¢k se mohou objevit i vedlejsi
ucinky v dasledku zkiizené reaktivity CAR-T bun¢k vici zdravé tkani [33-35]. Epitopy H98,
Rp5-L a CD20 by tak mohly byt vyuzity v genové terapii ke kontrole toxicity a zajisténi
bezpecnosti CAR-T produktti po aplikaci pacientovi.

3) Pomoci separace zaloZené na magnetickych kulickach s navazanou protilatkou anti-myc ¢i
anti-CD34 byla uspésné vyzkouSena pozitivni selekce CAR-T bunék a obohacena tak bunécna
populace na konci vyroby.

7. Zavér

V ramci dizertacni prace byly charakterizovany dva bispecifické CAR recepory a dalSich 26
novych CAR receptorti bylo zkonstruovano se zménami v zakladni struktufe receptoru 2.
generace s cilem vylepsit vlastnosti CAR-T bun€k a imunoterapii nadorovych onemocnéni:
zabranit Uniku malignich klont, které prestanou exprimovat cilovy antigen (i), zasdhnout
maligni klony, které cilovy antigen nikdy neexprimovaly (ii), zavést systém, ktery umoziuje
pozitivni nebo negativni selekci in vitro béhem vyroby a in vivo po podani pacientovi (iii),
pfekonat imunosupresivni prostfedi a zvySit perzistenci buné€k in vivo (ii), zvysit pocet
expandovanych CAR-T bun€k béhem vyroby a zajistit jejich snadné monitorovani (iii).
Sestrojené CAR receptory byly zacileny na fadu antigennich cili, a to proti molekulam CD19,
CD20, PSMA, GD2, CLL-1 a BCMA. Vektory, kterych si cenim nejvice, jsou ty s vlozenymi
mimotopy Rp5-L a H98. Oba dva obsahuji kratké sekvence pro depleci CAR-T bunck.
Zejména vektor s mimotopem H98 je origindlni v tom, ze doposud v literatufe nebyla deplece
bun¢k pomoci protilatky trastuzumab popsana. Vektory CAR19 a PSMA CAR s inducibilni
expresi cytokinu [L-21 vyrazné zvySovaly pocet CAR-T lymfocyti v nadorovych modelech in
vitro, a ty jediné byly prozatim UspéSné opublikovany.
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8. Publikace
Publikace 1

Ptackova P, Musil J, Stach M, Lesny P, Nemeckova S, Kral V, Fabry M, Otahal P: A new
approach to CAR T-cell gene engineering and cultivation using piggyBac transposon in the
presence of IL-4, IL-7 and IL-21. Cytotherapy 2018;20:507-520. Impakt faktor 4,297.

Podil na praci 5
Izolace PBMCs z darcovskych buffycoatii. Céasteéné ptiprava CD19 CAR-T lymfocytl. Podil

na stanoveni rastovych kiivek CD19 CAR-T lymfocytt kultivovanych v pfitomnosti riznych
cytokind.

Vztah k disertacni praci
Ptiprava CAR-T lymfocyti pomoci transpozonového systému PiggyBac, ktera byl v publikaci
popsana, byla vyuzita pii ptipravé CAR-T bunék v druhé a treti ¢asti této prace

Publikace 2

Stach M, Ptackova P, Mucha M, Musil J, Klener P, Otahal P: Inducible secretion of IL-21
augments anti-tumor activity of piggyBac-manufactured chimeric antigen receptor T cells.
Cytotherapy 2020;22:744-754. Impakt faktor 4,218.

Podil na praci
Konstrukce vektordh NFAT IL-21 CAR19 a NFAT IL-21 PSMA CAR, ovéfeni jejich exprese.

Izolace PBMCs, elektroporace a kultivace lymfocyti. Casteéné podil na imunofenotypové
charakteristice CAR-T lymfocyti. Podil na proliferacnich experimentech in situ, podil na
kokultivaénich experimentech in vitro a podil na experimentech in vivo. Caste¢né podil na
ptipravé publikace.

Vztah k dizertacni praci
Ptiprava vektori NFAT IL-21 CAR19 a NFAT IL-21 PSMA CAR v druhé ¢asti prace.
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