Imunoterapie pomoci CAR T-lymfocytu
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Zasadni vyznam T-lymfocytd pro kontrolu nadoru byl ovéien jak na zvifecich modelech tak klinickymi pozorovanimi. Adoptivni bunécna
terapie dosahla v posledni dobé vyborné ucinnosti, coz podporuje zjisténi, ze imunitni systém m{iZe bojovat s nadorovym onemocné-
nim. Pouziti bunécné imunoterapie bylo dfive omezeno technickymi moznostmi izolace a expanze antigen specifickych T-lymfocytt
schopnych selektivné zabijet nadorové burnky. Jedna ze soucasnych slibnych strategii je zalozena na ex vivo manipulovanych paciento-
vych T-lymfocytech, které jsou upraveny pomoci chimérického antigenniho receptoru (CAR). Chimérické antigenni receptory obvykle
kombinuji vazebné misto pro antigen z monoklonalni protilatky s efektorovou funkci T-lymfocytl. Geneticka manipulace dava T-lym-
focytim pozadovanou specificitu, ale také umoziuje ovlivnit jejich aktivacni a proliferacni potencial. Takto upravené CAR T-lymfocyty
mohou podstatné redukovat nadorovou masu, ktera exprimuje na nadorovych burikach cilovy antigen. Byly testovany rizné designy
CAR receptorq, rizné vyrobni procesy a soubory pacientd. CAR T-lymfocyty predstavuji efektivni terapeuticky pristup, a to zejména
u hematologickych malignit. Podavani CD19 specifickych CAR-modifikovanych T-lymfocytt, které se vazi na B-lymfocyty, u nehodgki-
novskych lymfomu a chronické lymfocytarni nebo akutni lymfoblastické leukémie, bylo v nedavnych klinickych studiich velice efektivni.
Budouci vyzkum musi v oblasti designu a pfipravy CAR T-lymfocytl identifikovat kritické parametry, které jsou nezbytné pro efektivni
vyuziti adoptivniho pfenosu T-lymfocytl v onkologické Iécbé. Personalizovana bunéc¢na terapie se pak mize rozsifit a stat se slibnym
Ié¢ebnym postupem pro hematologické malignity i solidni nadory.
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Immunotherapy using CAR T-cells

A central role of T-cells in the control of cancer has been supported by both animal models and clinical observations. Adoptive cell therapy
has recently achieved impressive efficacy, supporting the finding that the immune system can fight cancer. The broaden application
of cellimmunotherapy has been previously constrained by the technical abilities to isolate and expand antigen-specific T-cells potent
to selectively kill tumor cells. One of the promising current strategies is based on ex vivo engineered patients T-cells, which are redirected
by a chimeric antigen receptor (CAR). Chimeric antigen receptors usually combine the antigen binding site of a monoclonal antibody
with the effector function of a T -cell. The genetic manipulation gives T-cells desired specificity but also enables to tailor their activation
and proliferation potential. Such modified CAR T-cells can substantially reduce the tumor burden as long as the targeted antigen is pre-
sent on the cancer cells. Various CAR designs, manufacturing processes, and study populations have been tested. CAR T-cells represent
a powerful therapeutic approach, especially in hematologic malignancies. Administration of CD19-specific CAR-modified T cells, that
target B-cell, in non-Hodgkin lymphomas and chronic lymphocytic or acute lymphoblastic leukemia, has been remarkably effective in
recent clinical trials. The future research has to identify the critical parameters of CAR T-cells design and engineering that are necessary
for effective utilization of adoptive T-cell transfer in cancer therapy. Finally, the personalized cell therapy may expand as a promising
treatment approach to different hematologic malignancies and solid tumors.
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Uvod

Imunoterapie v posledni dekddé znamenala
predevsim vyuziti monoklonalnich protilatek
(rituximab, herceptin a dalsi) a timto smérem
se z vétsi ¢asti orientoval i klinicky vyzkum.
Na jeho pozadi se ovsem rozvijely ijiné imu-
noterapeutické pfistupy, mezi které patii také
adoptivniimunoterapie. Tento postup je zaloZzen
na izolaci pacientovych T-lymfocytd, jejich in
vitro modifikaci a kultivaci a nasledném vracenf
zpét do organizmu.

Pokroky v genetickém inzenyrstvi a ex vivo
kultiva¢nich technikdch umoznily pfipravovat
produkty bunéné terapie vyuZitelné v protina-
dorové imunoterapii. Vedle obecnych kvalitativ-
nich pozadavku je efektivita a klinickd vyuzitel-

nost imunoterapeutickych postupt zalozenych
na T-lymfocytech déna fadou dalsich kritérif: a)
schopnost lyzovat nddorovou bunku nesouct
specificky naddorovy antigen, b) dostatecna afinita
receptoru T-lymfocytl k antigenu, ) mira exprese
antigenu na cilové bunce, d) engraftment, in vivo
expanze a perzistence T-lymfocyt( a €) co nejmen-
$f orgadnova toxicita mimo cilovou nddorovou tkan.

Podané T-lymfocyty je potfeba piimét, aby
rozpoznavaly a eliminovaly nddorové bunky. Toho
je mozné dosahnout genetickou modifikaci, diky
které T-lymfocyty exprimuji upraveny povrchovy
receptor specificky reagujici s nddorovymi anti-
geny, tzv. chimericky antigenni receptor (CAR),
namifeny napfiklad proti znaku CD19. Koncept
CAR modifikovanych T-lymfocytd byl vytvoren

témér pred 20 lety (1). Od té doby technologie pro
ovlivnénf funkce T-lymfocytl vyrazné pokrocily
a umoznily redlnou klinickou aplikaci.
Protinddorovd imunoterapie zalozena
na adoptivnim prenosu imunokompetentnich
bunék zaznamenava novou vinu z&jmu ze stra-
ny klinikd. Po mnoho let je standardnf Ié¢bou
nékterych zévaznych hematologickych malignit
alogenni transplantace kostni dfené eventudiné
kombinovana s infuzi darcovskych lymfocytd.
Tato procedura je oviem zatizena nezanedba-
telnou toxicitou a rizikem tézkych forem reakce
$tépu proti hostiteli. Ddlezitym cilem modernf
bunécné imunoterapie je jeji zacileni proti nado-
rovym burikdm na strané jedné a minimalizace
pusobeni na zdravé tkdné na strané druhé.
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Obrdzek 1. Zékladni struktura chimérického antigenniho receptoru (CAR); nejcastéjsi struktura CAR
kombinuje extraceluldrni ¢ast tvofenou vazebnym mistem pro antigen z monoklondlni protilatky
a intraceluldrni doménu T- bunécného receptorového komplexu (TCR), jako napfiklad CD3 ( fetézec
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Obrdzek 2. Rozdily v generacich CAR antigen(;
prvni generace chimérickych antigennich recep-
tord se skldda z scFv fragmentu obsahujiciho V,,
a V| variabilni regiony specifické k nadorovému
antigenu, ktery je fuzovéan s cytoplazmatickou
signalni doménou z TCR (nejc¢astéji TCR ( fetézec).
Druhd generace pfidévé navic jednu kostimula¢ni
signdini doménu, zatimco tfeti generace obsahuje
signalni domény ze dvou kostimulacnich receptor
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Co je to CAR?

CAR (chiméricky antigenni receptor) technolo-
gie kombinuje specifitu monoklonalnich protildtek
a cytotoxicitu T-lymfocyt(. Zakladnf struktura CAR
antigenu se sklada z extraceluldrni domény, ktera
se specificky véZe na cilovy antigen, a z intracelu-
[arnf signalni domény, kterd spousti cytotoxickou
odpovéd:. Extraceluldrni vazebna doména je zfs-
kana zV, aV_variabilniho regionu monoklonalni
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protilatky specifické k danému antigenu (tzv. sc-
Fv, single chain variable fragment). Intraceluldrni
¢ast vyuziva nejcasteéji CD3C aktivacni doménu
zT-bunécného receptoru (TCR) ve spolupraci s jed-
nim nebo vice kostimulac¢nimi receptory (jako napf.
(D28, 4-1BB), viz obrazek 1. Prvni generace CARU
typicky obsahovala pouze intraceluldrni doménu
z CD3( fetézce, kterd je hlavnim pfenasecem signa-
luzendogenniho TCR. Druhd generace byla obo-
hacena o dalsi signaliza¢ni doménu z réiznych kos-
timulatornich receptord (napt. CD28, 4-1BB), ktera
poskytuje dodate¢nou signalizaci T-lymfocytdm.
Konecné treti generace CARU kombinuje vice-
¢etné signaliza¢ni domény (CD3(/CD28/4-1BB,
CD3L/CD28/0X40 atd), které dale zvysuiji efekt
CART-lymfocytd. Rozlisovani ,generaci” CARG tedy
odkazuje na pocet intracelularnich kostimulacnich
domén, viz obrdzek 2.V preklinickych a klinickych
studiich se ukdzalo, Ze dodate¢nd signalizace dru-
hé a treti generace CARU zvy3uje protinddorovou
aktivitu CAR T-lymfocytl. Kostimulacni signaly
jsou nezbytné k dosazeni pIné funkéni aktivace
T-lymfocytl s dostate¢nou mirou proliferace, cyto-
toxické aktivity, produkce cytokind i k jejich preZiti.
Kostimulace T-lymfocytl je také prevenci vzniku
anergie T-lymfocytd po vazbé na cilovy antigen.
Nadorové buriky a mikroprostedi totiz neposkytuijt
dostatek kostimulacnich signalt (jako CD80, CD86)
a podporuiji vznik anergie T-lymfocyt(. Zaclenéni
kostimula¢nich molekul do struktury CAR molekul
tuto nevyhodu pfekondva. Navic vyuzitl kombina-
ce signalnich domén aktivujicich rézné signaini
drdhy kostimula¢ni efekt zesiluje. Po navazéni takto
upraveného chimérického receptoru na antigen
(napf. CD20 nebo CD19) nachazejici se na povrchu
nadorovych bunék dojde k aktivaci bunécnych sig-
naliza¢nich kaskad T-lymfocytu, které napodobuiji

piirozenou aktivaci cytotoxického T-lymfocytu, a k
nasledné lyze nddorovych bunék.

Struktura CARU je moduldrni a jednotlivé
komponenty Ize pfizpdsobovat tak, aby byla
optimalizovana funkce receptoru pro dany typ
antigenu resp. nadoru. Napfiklad pro antigeny
lokalizované tésné u membrany cilové bunky
je vhodné pridani flexibilniho extraceluldamiho
regionu (spacer/hinge), coz umozni lepsi vazbu
a funkci CARu. Naopak v pifpadé antigent vysta-
venych daleko od membrany Iépe funguji CAR
konstrukty bez spaceru. Typicka struktura CARu
se tak da rozdélit minimalné na tfi ¢asti: scFv frag-
ment rozpozndavajici antigen, extraceluldmi spa-
cer, ktery spojuje scFv s transmembrdnovou a cy-
toplazmatickou signaini doménou (2). Struktura
receptord se tedy muze lisit mezi rznymi CARy
a bude optimalizovana s ohledem na typ nado-
rovych antigend, subpopulaci T-lymfocytd, které
budou CAR exprimovat atd. Modularnf systém
umoznuje zaclenit také povrchni markery, které
jsou déle vyuzitelné pro selekci a obohaceni po-
pulace geneticky modifikovanych T-lymfocytd.

Tzv. ¢tvrtou generaci CARU jsou TRUCK (T
cells redirected for universal cytokine killing).
Zde vektor kédujici CAR konstrukt obsahuje
také sekvenci pro cytokin (napf. IL-12), ktery
je produkovan po vazbé CARu na nddorovy
antigen a kumuluje se v cilové tkani. Akumulace
prozanétlivého cytokinu ma za cil pfitdéhnout
ostatni imunokompetentni buriky (NK buriky,
makrofagy atd.), které mohou lokalné utocit
i na nddorové elementy nezasazené nebo ne-
viditelné (bez exprese nddorového antigenu)
pro CAR T-lymfocyty (3). Regrese tumoru je ve
vysledku dana protinddorovym efektem cytoto-
xickych metabolitd jako IFN-y & TNF-a. Lokalni
akumulace IL-12 v misté solidni nddorové léze
nabizi fadu vyhod, jako sniZzenf zadvazné toxicity
obvykle spojené se systémovou aplikaci inter-
leukind, prezentace IL-12 ve tkani, kterd je jinak
obtizné terapeuticky dosazitelnd (metastazy),
dlouhodobé uvolriovani IL-12 do nadorové tkané
s udrZzenim ,terapeutické” hladiny.

Lze ocekavat, Ze design CAR molekul se bude
déle vyvijet smérem ke kombinacim s kostimula-
tornimi ligandy, chimérickymi kostimulatornimi
receptory nebo cytokiny. To umozni dalsi zvysenf
efektivity CAR T-lymfocytl a rozsitent jejich vyuziti.

Mechanizmus ucinku
CAR T-lymfocyti

CAR T-lymfocyty kombinuji vazebné vlast-
nosti monoklondlnich protildtek a cytotoxickou
kapacitu a schopnost proliferace T-lymfocyt(.
Vyhodou modifikovaného CAR receptoru



je skutecnost, Ze rozezndni a vazba antigenu
CAR T-lymfocytd nejsou zavislé na standardnf
prezentaci antigenu v kontextu HLA molekuly.
Na rozdil od fyziologické TCR signalizace, ktera
rozeznava komplex HLA-peptid, CAR véze cilovou
molekulu bez nutnosti zpracovani peptidu nebo
rozpoznani HLA exprese. Identifikace antigenu
CAR T-lymfocytem tedy neni omezend HLA sys-
témem ani nevyzaduje proteozomalnf stépenti
a zpracovani cilovych epitopt. CAR terapie proto
neni citlivd na down-regulaci HLA exprese nebo
narusené zpracovani antigend, které maze byt
pfi¢inou Uniku nddoru z imunitniho dohledu.

Oblibeny antigen CD19

Antigen CD19 je idedInim cilovym antige-
nem pro hematologické malignity vychazejici
z B-lymfocytarni linie jako jsou chronickd lymfo-
cytarnf leukemie (CLL), B- akutni lymfoblastickd
leukemie (B-ALL), nehodgkinovské lymfomy z B
fady (B-NHL). Exprese tohoto znaku je limitova-
na vyhradné na B- lymfocyty, na ostatnich tka-
nich mimo B- lymfocytarni linii se nevyskytuje.
Antigen nenf uvolnovén do perifernikrve a ne-
interferuje tedy s vazbou na CAR T-lymfocyty.

Vedle CD19 se v hemato-onkologii studuji
i dalsi potencidlni nddorové asociované antige-
ny (CD20, A nebo k fetézce ¢i ROR1). Jako slibny
se ukazuje RORI1 (tyrosine kinase-like orphan
receptor), ktery je silné exprimovan na burikach
CLL a lymfomu z bunék plastové zony a pravdé-
podobné i na nékterych solidnich nddorech.
Jeho vyhodou je skute¢nost, Ze nenf pfitomen
na zralych B-lymfocytech, takze pfipadnd imu-
noterapie by nemusela znamenat totalni depleci
celého poolu B-lymfocytd (4).

Piiprava CAR T-lymfocytu

Genetickd modifikace T-lymfocytd CAR
konstruktem se provadi nej¢astéji retrovirovym
vektorem (lentiviry, retroviry) nebo pomoci
transpozodz. Nevirové transpozonové systé-
my jako piggyBac (PB) transposon ¢i Sleeping
Beauty (SB) transposon vyrazné zvysuji miru
integrace elektrotransferovanych DNA plazmidU.
Elektroporace umozni prdnik plazmidové DNA
do bunky, a transpozoaza nésledné integruje
CAR plazmid do genomu burky. Nevirovy zp(-
sob transfekce transpozony je nejmodernéjsi
a pravdépodobné nejbezpecnéjsi zplsob ge-
netické modifikace lidskych bunék.

Vychozim materidlem pro pfipravu CAR
T-lymfocytl je leukafereticky produkt, ze kte-
rého se izoluji mononukledrni leukocyty nebo
T-lymfocyty. Po provedeni transfekce/trans-
dukce jsou T-lymfocyty dale in vitro kultivovény

v pfftomnosti cytokind (IL-2) a kostimulacnich
signall (napf. anti-CD3/CD28 protilatky). Béhem
nékolika dnf dochdzi k jejich aktivaci a nékoli-
kanasobné expanzi umoznujici ziskat klinicky
relevantni davku. Vyrobené CAR T-lymfocyty se
zpravidla kryokonzervuji a po komplexni kont-
role kvality v€etné ovéfeni U¢innosti integrace
CAR konstruktu a fenotypu aktivovanych bunék
se propoustéji k aplikaci.

Populace T-lymfocytl v periferni krvi zahr-
nuje rdzné subpopulace s odlisnou frekvenci,
fenotypem a funkci. Jejich rozdilné vlastnosti
ovliviuji také jejich vyuZitelnost pro potfeby imu-
noterapie. Piiprava CAR T-lymfocytl z neselekto-
vanych perifernich mononukledrnich bunék nebo
T-lymfocytd modifikuje tyto rlizné subpopulace
vcetné téch, které jsou potiebné pro pozadovany
klinicky efekt. Nabizf se otdzka, zda nemohou byt
zérovent modifikovéany a aplikovany také subpo-
pulace spojené s rizikem nezadouci toxicity nebo
rizikem snizeni protinadorové odpovédi, napt.
regula¢ni T-lymfocyty (Tregs). Navic zastoupent
jednotlivych subpopulaci je vyrazné inter-indi-
vidualné variabilni, zavislé na véku i na pfedcho-
zf expozici antigentim ¢&i chemoterapii. Vétsina
uskute¢nénych klinickych studif vyuZiva pravé
geneticky modifikované lymfocyty generované
z neselektovanych T-lymfocytl z periferni krve,
tedy neodhadnutelnou smés rdznych lymfo-
cytarnich subpopulaci. V- mensi mife probihajf
studie vyuzivajici rdzné imunomagneticky izo-
lované subpopulace T-lymfocytd, napt. CD8+
centralni pamétové (T, ) nebo efektorové pa-
métove T-lymfocyty (T,,), které jsou separatne
modifikovany, stimulovany a kultivovany a jejichz
aplikace by méla umoznit synergisticky Ucinek
efektivnich a vylouceni skodlivych subpopulaci
(5, 6). Jako slibné se jevi vyuziti nové identifiko-
vané subpopulace — kmenovych pamétovych
T-lymfocytd (T, )

novy a produkuji T,

, které maji schopnost sebeob-
e Ty @ efektorové T-lymfocyty
(7). OptimélIni fenotyp T-lymfocytd pro pripravu
CARU v3ak zlstava zatim nejasny.

CAR T-lymfocyty byly zpocatku vyvije-
ny a produkovany v akademickém prostredi.
Povzbudivé vysledky z preklinickych a zejmé-
na klinickych studii z nich postupné vytvare-
ji mainstreamovy lécebny postup a posunujf
je k masivnéjsi produkci. Geneticky modifiko-
vané T-lymfocyty patii podle nérodnii evropské
legislativy mezi lécivé pfipravky moderniterapie
(LPMT) a jsou zéroven klasifikované jako genetic-
ky modifikované organizmy spadajici do nejmé-
né rizikové 1. kategorie rizika uzavieného nakla-
danf. Jejich pfiprava musf probihat podle zésad
spravné vyrobnf praxe a je vyhrazena pouze

specializovanym pracovistim. Zaveden/ rutinn{
produkce CAR T-lymfocytd bude vyzadovat dalsi
zlep3enitechnologie, jako napriklad zefektivnéni
transfekce/transdukce, zkraceni doby kultivace
(prolongované kultivace zhorsuje in vivo funkci),
vy$3i miru standardizace produkce atd.

Aplikace CAR T-lymfocyti

CAR T-lymfocyty po aplikaci proliferujf
a mohou dlouhodobé prezivat (mésice az roky).
Naopak nedostate¢ny engraftment modifikova-
nych T-lymfocytd je jednim z hlavnich d@vodd
selhaniimunoterapie (5). Osud klinicky aplikova-
nych CAR T-lymfocytl je ovlivnén fadou faktord,
které Ize rozdélit do tif kategorif: 1) slozeni [écivé-
ho pfipravku (davka T-lymfocytd, jejich diferenci-
ace a schopnost proliferace), 2) vliv nddoru (jeho
typ, velikost a distribuce v organizmu, nddorové
mikroprostredi) a 3) faktory na strané pacienta
(celkovy stav, mira imunosuprese, pfitomnost
podpUrnych cytokinC atd.) (3, 8).

Pred aplikaci CAR T-lymfocytl se z téchto
divodu zpravidla podavé pacientovi néjakd lym-
fo-deplec¢ni chemoterapie, kterd ma usnadnit
jejich engraftment, preziti a klinickou funkci
potlac¢enim supresorovych vlivl v hostitelském
mikroprostfedi. Jedna se zejména o pUsobeni
regulacnich T-lymfocytl (Tregs), myeloidnich
supresorovych bunék (MDSC), tumor asocio-
vanych makrofagt (TAM) nebo sekrece imuno-
supresivnich cytokinl jako TGF-f3 nebo IL-10 (5).
Priznivé také pUsobf snizeni endogenni lymfo-
cytarni kompetice pro cytokiny ¢i snazsi pfistup
k antigen prezentujicim bunkam.

Proliferace lymfocytl zavisi také na vhodném
poméru efektorovych a cilovych bunék. Na zakla-
dé studif s CAR T-lymfocyty proti CD19 antigenu
se ukazuje, Ze mira odpovédi negativné korelu-
je s velikosti nddorové masy a lepsiho vysledku
je dosahovéno u pacientd s mensim nadorem (9).

Pokud jsou in vivo podminky pfihodné a po-
dané bunky dostatecné robustni, mohou v orga-
nizmu pacienta pfezivat az 9 let (10). Pocty CAR
modifikovanych T-lymfocytd a jejich perzistence
v krvi pacienta je mozné stanovovat pomoci PCR
metod s vyuzitim CAR specifickych sond nebo
detekci CAR antigenu na povrchu lymfocytd
prdtokovou cytometri.

Perzistence infundovanych CAR T-lymfocyt(
mUze byt omezena endogenniimunitni odpovedf
proti imunogennim determinantdm geneticky
modifikovanych bunék. Nej¢astéjsim zdrojem scFv
regiond jsou mysi monoklondlnf protilatky. Pouziti
humanizovanych scFv region( by mohlo omezit
imunogenicitu a takeé riziko eliminace geneticky
modifikovanych bunék imunitnim systémem.
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Klinické vyuziti a jeho vysledky

V soucasné dobé je ve svété otevieno vice
nez 50 klinickych hodnoceni zabyvajicich se CAR
modifikovanymi T-lymfocyty (www.clinicaltrial.
gov), kterd se vénuji nejen hematologickym ma-
lignim onemocnénim, ale i solidnim nadorim
(meduloblastom atd.). Modelovym pfikladem,
na kterém byla technologie CAR vyvijena, jsou
B-lymfoidni neoplazie. Terapie CAR modifiko-
vanymi T-lymfocyty se specifitou proti CD19
antigenu (CTLO19) prokdzala vybornou efektivitu
u pacientl s akutni lymfoblastickou a chronic-
kou lymfocytarnileukemii. Neni prekvapenim, ze
jako prvni byly testované pravé CAR T-lymfocyty
urcené k lé¢bé hematologickych malignit. Krevni
nadory nabizeji mnozstvi dobre definovanych
povrchovych antigend, snadnou dostupnost na-
dorovych bunéki pfirozenou preferenci homin-
gu T-lymfocytd do hemopoetickych organt jako
je periferni krev, kostnf dfen ¢i lymfatické uzliny.

Klinickd hodnocenf vyuZivaji rizné typy
CARU nejcastéji druhé eventudlné treti gene-
race. Aplikované davky se pohybuji okolo 1x
10°-107 /kg hmotnosti pacienta nejcastéji v jed-
né infusi. Nejvice klinickych zkusenosti je, jak jiz
bylo feceno, k dispozici pro malignity vychazejici
z B-lymfocytarni linie, jako jsou CLL a ALL.

Chronickd lymfocytarni
leukemie a lymfomy

Standardnf 1é¢ba chronické lymfocytarnf
leukemie zaznamenala v poslednich 10 letech
vyrazny vyvoj zejména s pfichodem mono-
klondlnich protildtek a malych molekul zasa-
hujicich signalizaci BCR receptoru. Za jedinou
kurativni 1é¢bu je stéle povazovana alogenni
transplantace hemopoetickych kmenovych
bunék, kterd nabizi 40-70% pravdépodobnost
dlouhodobého preziti. Pfes pokroky ve vyvoji
pfipravnych rezimd a podptrné péci zUstava
stdle nedofeSena snaha o sniZenf rizika reak-
ce Stépu proti hostiteli (GVHD) pfi zachovani
maximalniho efektu stépu proti leukemii (GVL),
ktery je pro dosazeni dlouhodobé remise a vy-
léceni klicovy. GVL efekt potvrzuje schopnost
T-lymfocytl eliminovat nddorové B-lymfocyty
a vylécit pacienty s refrakterni ¢i relabujici CLL
jinak nefesitelnou konvenéni chemoterapif.

Dosud bylo publikovdno jen omezené
mnozstvi pilotnich studii na malych poctech
pacient s CLL, kterym byly aplikovany CD19
specifické CAR T-lymfocyty (11, 12). Vysledkem
bylo az 60% odpovédi (CR/PR) u relabujicich ¢i
refrakternich onemocnéni. V jedné z prvnich
klinickych pracf aplikovali Kalos a kol. CD19-CAR
T-lymfocyty tfem pacientlim s pokrocilou a opa-
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kované relabujici CLL. Dva z téchto pacientd
patfili diky pfitomnosti delece chromozomu 17
(defekt p53) do kategorie tzv. vysoce rizikové
CLL. VSichni pacienti obdrzeli lymfodeplecni
chemoterapii nasledovanou jednou infuzi mo-
difikovanych T-lymfocyt(. Bylo dosazeno dvou
kompletnich a jedné parciadlni remise. Autofi
zéroven potvrdili schopnost expanze CAR
T-lymfocytd in vivo (> 1000 ndsobna expanze)
a jejich dlouhodobou perzistenci delsi nez 6
mésict (13).

Prvni klinicka data jsou k dispozici i pro pa-
cienty s nehodgkinovskymi lymfomy. Ve studii
Kochenderfer a kol. bylo dosazeno po poda-
ni CD19- CAR T-lymfocytd kompletni remise
u osmi z 15 pacientd s pokroc¢ilym NHL (PR u 4
pacient() (14).

CAR T-lymfocyty je mozné pfipravit nejen
z vlastnich lymfocytd pacienta, ale je mozné
modifikovat i alogenni lymfocyty darcovského
plvodu u pacientl po alogenni transplantaci
kostni dfené, ktefi majf pIné etablovany darcov-
sky chimerizmus (15, 16). Tim se otvird moznost
|é¢it potransplantacni relapsy nebo implemen-
tovat imunoterapii jako souc¢ast ¢asné konsolida-
ce po alogenni transplantaci u vysoce rizikovych
hematologickych malignit. MoZnost vyuziti CAR
T-lymfocytl po alogenni transplantaci jako prvni
predstavil Kochenderfer a kol. Lymfocyty byly
aplikovany deseti pacientlim s CLL/NHL, kte-
fi zrelabovali po alogennf transplantaci a byly
rezistentni na standardnfi infuzi darcovskych
lymfocytl. Regrese nddoru bylo dosazeno u tif
nemocnych. V souvislosti s poddnim CD19- CAR
T-lymfocytl naopak nebyl pozorovan zadny
rozvoj ¢i akcentace GVHD (15).

Akutni lymfoblasticka leukemie

Relabujici akutni lymfoblastickd leukemie
je obtizné lécitelné onemocnéni s dlouhodo-
bym prezitim pod 10%. Maude a kol. aplikovali
CTLO19 tficeti pediatrickym a dospélym paci-
entdm s refrakterni nebo relabujici B-ALL (15
pacientl s relapsem po alogennf transplantaci).
Do jednoho mésice bylo dosazeno kompletni
remise u 90% nemocnych, z ¢ehoz u 22 nemoc-
nych byla konstatovdna negativita minimalni
rezidudIni nemoci vysetfované pritokovou cy-
tometrii. Dlouhodoba remise bylo pfftomna u 19
nemocnych (az po dobu 24 mésict) (17). Podobné
nadéjné vysledky uvadii studie autord Lee a kol,,
kteff dosahli ve skupiné 21 pacientt s relabujici ¢i
refrakterni ALL/NHL (8 po alogenni transplantaci)
67 % kompletnich remisi s cca 60 % MRD negati-
vitou u B-ALL pacientd. Pravdépodobnost preziti
bez leukemie v 10 mésicich byla 529% (18).

Ostatni hematologické malignity

Na rozdil od B-lymfoidnich neoplazif jsou
zkusenosti s 1é¢bou akutni myeloidni leukemie
pomoci CAR T-lymfocytl omezené, nicméné
preklinické studie prokazaly antileukemicky
efekt napr. CD123 specifickych CAR-lymfocytl
(19). Nové jsou oteviené klinické studie testu-
jici CAR T-lymfocyty namifené proti antigenu
CD30 u Hodgkinova lymfomu. Exprese antigenu
CD19 na myelomovych bunkach je slabd, presto
je mozné CD19-CAR T-lymfocyty v této indikaci
pouZzit, protoZe jsou schopné rozeznat méné nez
100 molekul CD19 antigenu. Na druhou stranu
se hledajf ijiné vhodnéjsi antigeny se silngjsi
expres{. Jako vhodny kandidat se jevi napfiklad
CD296 (B-cell maturation antigen, BCMA), ktery
je zastoupen zejména na zralych B-lymfocytech
a plazmatickych bunkéch veetné nddorovych (20).

Solidni nadory

Vyznamny klinicky efekt CAR terapie u he-
matologickych nadord je ddn mimo jiné sku-
te¢nosti, ze nadorové burky mohou byt CAR
T-lymfocyty snadno dosazeny a Ze zéroven ex-
primuji mnozstvi kostimulatornich receptord,
které funkci T-lymfocyt usnadriuji. Vysledky
studif u solidnich nadorl jsou zatim navzdory
uspéchlim u hematologickych malignit spise
zklamanim (21). Budouci vyvoj v této oblasti se
bude vedle vybéru vhodného cilového antigenu
s dobrym expresnim profilem sousttedit na zlep-
seni homingu a migrace lymfocytd do mista
n&doru, prodlouZen( jejich perzistence a preko-
nani imunosupresivnich faktor generovanych
nadorovym mikroprostiedim.

Komplikace lécby

Nefyziologické aktivace modifikovanych
T-lymfocytl neznamend pouze akcentaci je-
jich funkce, ale také riziko toxicity, kterd mtze
v nékterych pfipadech aplikaci doprovazet.
Typickou komplikacf je syndrom z uvolnéni
velkého mnoZstvi cytokinl (cytokiny release
syndrome, CRS). Po aplikaci CAR T-lymfocytd
dochdzi v souvislosti s jejich aktivitou a proli-
feraci k vzestupu nékterych cytokinl jako IL-10,
IL-6, IFN-y. Symptomy CRS jsou u vétsiny pa-
cientl mirné ve formé chfipkovych pfiznakd
jako vysokd horecka, myalgie. Na druhou stranu
u ¢asti nemocnych se rozviji tézky inflamatorni
syndrom s hypotenzi, koagulopatif, plicnim edé-
mem vedouci eventudiné az k multiorgédnové-
mu selhani a vyzaduijici resuscitacni péci. PIné
vyjadreny CRS muze byt fatalni, ovsem urcita
mira uvolnénf cytokind je pravdépodobné nut-
nou soucésti aktivace a proliferace T-lymfocytU



a tedy ijejich klinického efektu (22). Nenf zcela
jasné, které bunky produkuji hlavni mnozstvi
cytokinl. Je dokonce mozné, Ze IL-6 je produ-
kovan umirajicimi nddorovymi bunkami anebo
aktivovanymi makrofagy, které jsou atrahovany
k odklizenf lyzovanych nadorovych bunék.

Cast pacientd s tézkym CRS vykazuje sym-
ptomy podobné hemafagocytarni lymfohis-
tiocytéze (HLH) nebo syndromu aktivace mak-
rofagd (MAS). V téchto pfipadech je horecka
doprovazena hepatosplenomegalii, jaterni
dysfunkci, hypofibrinogenemii a hyperferitine-
mif. Pfechodna nicméné vyznamna proliferace
T-lymfocytl a uvolnéni cytokind muaze prav-
dépodobné spoustét kaskadu imunitni aktiva-
ce vedouci k abnormdlini stimulaci makrofagt
a dostacujic k rozvoji HLH/MAS.

Obvyklou lé¢bou CRS jsou kortikosteroidy.
Spekuluje se v3ak, zda jejich podani nemuze
mit negativni vliv na terapeutickou proliferaci
T-lymfocytl a omezit tak jejich protinddorovou
aktivitu. Jako vhodnéjsi strategie se jevi pfimé
ovlivnéni zvysenych cytokinovych hladin. P¥i
tézkych forméch CRS je mozné zvézit podani
monoklonalnf protildtky proti IL-6 receptoru
(tocilizumab), kterd blokuje vazbu I1-6 na jeho
receptor (22, 23). Tocilizumab je velmi efektivni
pfi potlaceni symptomd CRS, aniz by snizoval
aktivitu CAR T-lymfocytt (22). Zda oviem preru-
Senf cytokinové kaskady nevede také k narusenf
protinddorového efektu, zlstava zatim nejas-
né. Kazdopadné se protildtka v fadé klinickych
studii pouziva, nékdy dokonce preemptivné
u pacientd s ocekdvanym vysokym rizikem plné
rozvinutého CRS.

Ocekavanym vedlejsim ucinkem po aplikaci
CAR T-lymfocytl specifickych proti CD19 antige-
nu je protrahovana aplazie B-lymfocytd s hypoga-
maglobulinemii. Aplazie byla pozorovéna u viech
pacientd, ktefi na lé¢bu CAR T-lymfocyty dobre
zareagovali (11). Doba trvani deplece zavisi prede-
vSim na perzistenci infundovanych T-lymfocyt(
a slouzf zaroven jako nepfimy ukazatel efektivity
lécby. Defekt humoréini imunity je spojen se zvy-
senym rizikem infekénich komplikacf a je tfeba
jej resit substituci imunoglobuliny. V idedlnim
piipadé by CAR T-lymfocyty mély v organizmu
pretrvavat dostate¢né dlouho, aby umoznily kon-
trolu onemocnéni. Po dosazeni kompletni remise
by mohly byt eliminovany a umoznit tak obnovu
endogennich B-lymfocytl a revakcinaci pacientd.

V rdmci CTLO19 studif se u ¢asti pacient
v réznych institucich objevila neurologicka sym-
ptomatologie jako otupélost, zachvaty, afazie,
zmény mentélnich funkci. Tyto nezddouci Ucinky
byly vzdy reverzibilni a mohou byt pravdépo-

dobné vztazeny k CRS i kdyz pfesny mechaniz-
mus jejich vzniku nenfjasny (24).

Tak jako ujinych typl imunoterapie se
mUze i v pfipadé CAR T-lymfocytl uplatnit ,tu-
mor escape” mechanizmus. Byla pozorovana
downregulace antigenu CD19 u pacienta s ALL
s rozvojem CD19 negativniho nadorového klonu
(23). Redenim mize byt kombinovand imuno-
terapie zahrujici CAR T-lymfocyty a protildtku
proti CD20 antigenu nebo vyvoj CARG nami-
fenych proti rdznym B- buné¢nym antigentm
(napf. kombinovana specifita proti CD19 a CD22
antigenlm). Nejen u hematologickych ale i u so-
lidnich nador mize terapie T-lymfocyty na-
radZet na fadu limitaci, které snizuji jeji ucinek.
V préibéhu progrese onemocnéni se uplatnuje
variabilita fenotypu i funkénich vlastnosti nado-
rovych bunék, kterd mlze zplsobit, ze nékteré
nadorové subklony jsou pro lymfocyty ,nevi-
ditelné”. Uplatnuje se fada mechanizmd snizu-
jicich protinddorovou efektivitu T-lymfocytd
jako napfiklad porucha apoptdzy vedouci ke
zvysené odolnosti nddorovych bunék proti cy-
tolytickému Utoku T-lymfocytd, nadorové stro-
ma branici praniku T-lymfocytl nebo potlaceni
T-lymfocytd pomoci T-regulacnich lymfocytd,
myeloidnich supresorovych bunék a makrofagu.
Tyto okolnosti mohou vysvétlovat perzistenci
Ci relaps nddoru navzdory pfitomnosti cirkulu-
jicich nadorové specifickych T-lymfocytd (25).
Pro pfekonani téchto omezeni se testuje fada
pfistupl jako optimalizace vazby na cilovy an-
tigen, modulace inhibi¢nich receptort (napt.
PD-1, CTLA-4), poskytnuti dalsich kostimulacnich
signald nebo pffpadné zlepseni engraftmentu
a preziti T-lymfocyt(.

Genetickd manipulace vzdy vyvolava otazky
dlouhodobé bezpecnosti daného lécebného
postupu a to zejména s ohledem na mozZnou
genotoxicitu. Lé¢bu CAR T-lymfocyty podstou-
pily jiz stovky nemocnych, z nichZ je fada sledo-
vana po dobu nékolika let. Do soucasné doby
nejsou znamé zadné piipady genotoxického
nezddouciho Ucinku vzniklého v souvislosti
s aplikaci CAR T-lymfocytd at jiz transdukova-
nych virovym vektorem nebo transfekovanych
plazmidy a elektroporaci (26, 27).

Riziko cytokiny zprostfedkované toxicity
je mozné snizit redukci nddorové masy pred
aplikaci CAR T-lymfocytd, nebot byl opakované
pozorovan silny CRS u pacientt s velkou vstup-
ni masou nadoru (25). V rdmci snah o zvyseni
bezpecnosti lé¢by CAR T-lymfocyty a ome-
zeni zejména dlouhodobé toxicity bylo také
testovano vyuziti sebevrazednych gend jako
prostfedku eliminace nadmérné nebo jiz nepo-

tfebné imunitni odpovéedi. Nej¢astéji se jedna
o systém herpes simplex virus thymidinkinaza/
gancyklovir (HSV-TK/GCV), ktery ¢inf lymfocyty
senzitivni na gancyklovir a po jeho podani nutf
lymfocyty do apoptdzy. Testuji se i alternativni
sebevrazedné geny (Caspase 9 ¢i Fas) a nebo
indukovana exprese antigenu CD20 na modifiko-
vanych T-lymfocytech, které mohou byt v pfipa-
dé potieby odstranény pomoci rituximabu (28).

Zaveér

Technologie CAR T-lymfocytl zaznamenava
diky prvnim klinickym vysledkam s CD19 specific-
kymi CAR T-lymfocyty vyznamny rozvoj a zajem
ze strany zakladniho i biotechnologického vyzku-
mu. CAR T-lymfocyty proti antigenu CD19 maji
vyznamny proti-leukemicky potencidl u pacientd
s ALL a CLL s dlouhodobou odpovédi pfesahu-
jici 4 roky. Klinicky vyznamnou aktivitu vykazujf
také u refrakternich nehodgkinovskych lymfom(
(zejména FL, DLBCL) a pfijatelnou bezpecnost
a slibnou efektivitu nabizeji i u mnohocetného
myelomu. Aplikace m(ze byt spojena s projevy
toxicity, zejména syndromem z uvolnéni cytoki-
nl nebo dlouhodobou aplazif B-lymfocytd. Pres
nesporné Uspéchy CAR terapie u B- lymfoidnich
neoplazif zUstéva stale oteviena fada otazek —
optimalizace CAR signalizace, hledani vhodnych
cilovych antigend, zlep$ovani postupt kultivace
T-lymfocytl a selekce jejich subtypd, snizeni to-
xicity lé¢by atd. Probihaji multicentrické studie,
které maiji definovat optimalnf strategii pro lé¢-
bu pomoci CAR T-lymfocytd. Je nezbytné déle
proveérit jejich bezpecnost, Uc¢innost a stanovit
vhodny model pro jejich klinické vyuziti a pro
feseni nezadoucich ucink( lécby.

Dalsi vyvoj sméfuje k vyuziti novych cilovych
antigend a signalnich domén, které déle mo-
hou rozsifit indikacni spektrum této terapie i jejf
ocekdvanou ucinnost. S pokracujicim vyvojem
v oblasti monoklonélnich protilatek nebo imu-
nomodulac¢nich molekul (PD-1 apod.) se rovnéz
nabizi kombinace téchto modalit s imunoterapif
zaloZzenou na T- lymfocytech. Tyto multimodalini
pfistupy viak budou vyZzadovat dal3i preklinicky
a klinicky vyzkum.

Podporeno projekty MZ CR—RVO (Fakultni
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