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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a Iékaiskych véd
Autor Bc. Lenka Dvorakova
Vedoucti RNDr. Ondiej Soucek, Ph.D.

Néazev diplomové prace Monitorovani populace CAR-T lymfocyti béhem 1écby

krevnich malignit

Diplomova prace se zabyva terapii T lymfocytii s chimérickym antigennim receptorem
(CAR) u lécby krevnich malignit. Konkrétné se zamétfuje na monitorovani populace
CAR-T lymfocytli u pacientd v Case, po podani 1é¢ebného piipravku. Méteni bylo
provadéno ze vzorkl plné krve méfenim na pritokovém cytometru. Teoreticka Cast je
vénovana hematologickym malignitdm: jejich diagnostice a 1écbé, dale CAR-T
lymfocytlim: historii, vyrobé&, klinickému vyuziti, nezddoucim G¢inkiim a stanovenim.

Experimentalni ¢ast je potom vénovana zpracovani namétenych vysledk.

Cilem diplomové prace bylo zpracovat odbornou resersi o daném tématu a vyhodnotit

vysledky sledovani populace CAR-T lymfocytl v Case.

Provedenou technikou se podatilo prokazat CAR-T lymfocyty v krvi u vSech pacienttl,
priutokova cytometrie s vyuzitim zkumavky od firmy Exbio a pouzitim protilatky
antiFMC63 scFv od firmy Acro Biosystems se jevi jako vhodnd metoda. Mira expanze
CAR-T lymfocytl byla u jednotlivych pacientli individudlni. U dvou pacientek byly
CAR-T lymfocyty detekovany jesté rok od podéani ptipravku. U pacient byly hojné
pozorovany nezadouci u¢inky CRS a ICANS, které ovSem nesouvisely s mirou expanze

CAR-T lymfocyti ani s vytézkem CD3+ lymfocytl z aferézy.

Klic¢ova slova: CAR-T lymfocyty, hematologické malignity, pritokova cytometrie,

imunoterapie



3. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Author Bc. Lenka Dvotakova

Supervisor RNDr. Ondtej Soucek, Ph.D.

Title of Thesis Monitoring of CAR-T lymphocytes in the course

of hemato-oncological therapy

The diploma thesis deals with the therapy of T cells with a chimeric antigen receptor
(CAR) in the treatment of blood malignancies. Specifically, it focuses on monitoring the
population of CAR-T cells in patients over time, after the administration of a
therapeutic product. Measurements were made from whole blood samples by
measurement on a flow cytometer. The theoretical part is devoted to hematological
malignancies: their diagnosis and treatment, as well as to CAR-T cells: history,
production, clinical use, side effects and determinations. The experimental part is

dedicated to processing of the measured results.

The goal of the thesis was to prepare a research on the given topic and evaluate the

results of monitoring the population of CAR-T cells over time.

The performed technique was able to demonstrate CAR-T cells in the blood of all
patients, flow cytometry using a test tube from the company Exbio and using the
antiFMC63 scFv antibody from the company Acro Biosystems appears to be a suitable
method. The rate of expansion of CAR-T cells was individual for each patient. In two
patients, CAR-T cells were still detected a year after administration of the product.
Adverse effects of CRS and ICANS were widely observed in patients, which, however,
did not correlate with the degree of expansion of CAR-T cells or with the yield of CD3+

cells from apheresis.

Key words: CAR-T cells, hematological malignancies, flow cytometry, immunotherapy



4. UVOD

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala problematikou onkologickych malignit, které
piedstavuji zavazny zdravotni problémem. Prace je ¢lenéna na teoretickou a praktickou
Cast.

Konkrétné jsem se vénovala hematologickym malignitdm. Postihuji vSechny vékové
kategorie a pohlavi. I pfes mnohé studie neni pfi¢ina vzniku onemocnéni zcela
objasnéna, krozvoji choroby mohou pfispivat riizné faktory, napiiklad genetické
faktory, faktory Zivotniho prostiedi a také samotna zivotosprava konkrétniho jedince.

Jedna se tedy o onemocnéni s multifaktoridlni etiologii.

Klasicka terapie je zalozena zejména na nespecifickych metodach jako jsou radioterapie
a chemoterapie. Hematologicka onkologie dosahla v poslednich letech velkého rozvoje
a pokroku. Trendem moderni 1écby je vyvijet cilené terapie, kdy je specificky cileno
pouze na nadorové buiiky a zdravé buiiky nejsou poskozeny viibec nebo pouze v malém
rozsahu. Daéle je kladen diraz na personalizaci 1é¢by konkrétnimu pacientovi. Mezi tyto

moderni sméry patii také terapie pomoci CAR-T lymfocyti.

CAR-T lymfocyty jsou geneticky upravené lymfocyty pacienta, jedna se tedy o
bunécnou imunoterapii. Cilem této lécby je aktivovat vlastni imunitni systém v boji
proti nadorovému onemocnéni. Uginnost této terapie byla ovéfena mnoha studiemi a je

slibnou budoucnosti pro 1é¢bu Siroké Skaly onkologickych onemocnéni.

Terapie CAR-T lymfocyty je v CR dostupna od roku 2018, kdy probéhla i prvni 1é¢ba
touto terapii v CR. Momentalné je na trhu dostupnych Sest schvalenych preparati,

z toho t¥i v CR.



5. ZADANI — CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo monitorovat populaci CAR-T lymfocytli v Case u pacientli
léCenych preparaty CAR-T lymfocytl. DalsSim cilem bylo také otestovat vhodnost
zkumavky od firmy Exbio pro stanoveni subpopulaci lymfocytt a protilatky antiFMC63
scFv od firmy Acro Biosystems pro stanoveni CAR-T lymfocyti na pratokovém
cytometru. Dil¢im cilem bylo zhodnotit CAR-T lymfocyty v souvislosti s nezddoucimi
ucinky a vytézkem CD3+ lymfocyti z aferézy. Cilem teoretické casti prace bylo
shromézdit a zpracovat dostupné informace o hematologickych malignitach, jejich
diagnostice a 1écbé, a dale podat informace o CAR-T lymfocytech, jejich historii,

vyrobé, klinickému vyuziti a nezddoucich ucincich.



6. TEORETICKA CAST

6.1 Hematologické malignity

Hematologické malignity jsou zhoubné nddory klonalné vznikajici v krvetvorné tkani
nebo v buitkdch imunitniho systému. Klonalni vyvoj je vicestupiiovy proces, pii kterém
dochazi ke zméné genetické vybavy v jedné bunce, pro kterou to pfedstavuje ristovou
vyhodu. ,,V dcefinych buiikach je tato odchylka opakovéana a tim vznikne populace
nadorovych elementl, které diky svym ristovym vlastnostem utlacuji normalni

krvetvorbu®. (Dolezalova, 2016)

Hematologické malignity lze délit na myeloidni a lymfoidni nemoci. ,,Myeloidni
onemocnéni vznikd na podkladu z pluripotentni kmenové builky, kterd je uz
nasmérovana pro vyvoj myeloidnich bunék (erytrocyty, trombocyty, monocyty,
neutrofily, eozinofily a bazofily)*“ (Penka et al., 2011). Nadory lymfoidniho charakteru
vznikaji z buiiky progenitorové z lymfatické fady nebo vice zralych lymfatickych bunck
(Penka et al., 2011). Onemocnéni dale rozdé€lujeme podle pribé¢hu na akutni a
chronické. U akutniho onemocnéni dochazi k rychlému rozvoji a pfi nelé€eni mize
nastat smrt velmi rychle, obvykle v tydnech az mésicich. Morfologicky zde nalézdme
nezralé bunky — blasty. U chronickych onemocnéni dochédzi k plizivému projevu
nemoci a u nemocného dochazi k pteziti v fddech mésicii az rokii. Morfologicky zde

nalézame zralé buiiky. (Penka et al., 2011)

Velmi zdkladné¢ muzeme hematologické malignity délit na: leukémie, lymfomy a
mnohocetny myelom (MM). Jako lymfom oznacujeme nadorové onemocnéni, které
zaCinad v lymfatickém systému. MM je nadorové onemocnéni vznikajici v kostni dfeni,
postihujici plazmatické buiiky. Leukémie je nddorové onemocnéni, které zaciné v kostni

dfeni nebo krvi. (Penka et al., 2011)

6.1.1 Diagnostika

Pro zjisténi spravné diagnézy je potiebné znat informace o morfologii, bunééném
fenotypu a cytogenetické a molekularné genetické vlastnosti. VSechny tyto informace
ziskavame pomoci mnoha testd, které se v poslednich letech stale vyvijeji a tim klesa 1

jejich finanéni nakladnost, ktera je ale stale dost vysoka. (Erber, 2010)
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Jednou znejzadkladnéjSich  diagnostickych metod je vySetfeni morfologie
hematologickych bun€k. V klinické praxi se bézné pouziva a je velmi dilezité.
V nejzakladnéjSim uspoiadani vySetteni provadi zdravotni laborant pomoci svételného
mikroskopu znatéru krve a kostni difené, natér je obarven Pappenheimovym
panoptickym barvenim. V dne$ni dobé jsou Casto vyuzivany rlizné automatizované
zpusoby stanoveni, naptiklad automaticka digitdlni morfologie pro analyzu krevnich
natéri. Morfologické vySetfeni Casto slouzi k prvozachytu onemocnéni. Mezi dalsi
vyuzivané metody, které jsou ale jiz pokrocilejsi, patii napiiklad metody molekuldrni
genetiky, cytogenetika, prutokova cytometrie a imunochemické vysetfeni. (Doubek,

2013)

6.1.2 Lécba

Po spravném stanoveni diagndzy nasleduje urceni zptisobu 1é€by onemocnéni. Vhodné
zvolend terapie se urcuje podle né&kolika kritérii, zalezi na typu onemocnéni, stupni
progrese a také na véku a celkovém zdravotnim stavu pacienta. Pii onkologické 1écbé
dochazi ke kombinovani n€kolika postupt, jednd se o multimodalni terapii. Mezi tyto
postupy patii: chirurgicka 1écba, chemoterapie, radioterapie, hormonalni 1écba,
imunoterapie a biologicka 1écba (cilend). Terapii také mizeme rozliSovat na kauzalni
(symptomatickou), kdy se nelé¢i pfi¢ina nemoci, ale pouze symptomy a na terapii

kurativni, kdy je cilem uplné vyléceni malignity. (Doubek, 2013)

6.1.2.1 Chemoterapie

vvvvvv

Jedna se o metodu, kdy jsou do organismu vpravovany chemické latky, konkrétné
cytostatika. Cilem je zasahnout buné¢ny cyklus nadorové buiiky a zabranit ji v dalSim
déleni. Lécba témito latkami neni pfesné cilend, proto cytostatika zasahuji 1 zdravé
buiikky. Chemoterapie je ¢asto podavana v cyklech s tfitydennimi pauzami, aby mél
organismus ¢as na regeneraci. Délka 1éCby je velmi rliznd v zdvislosti na mnoha
faktorech. K podani 1é¢iva nejCastéji dochazi pomoci nitrozilni infuze, dale lze 1éky

podavat i pomoci tablet. (Adam, 2004)

Princip fungovani cytostatik spocivd v tom, ze pusobi na bunky ve stddiu mitdzy,
primarné tedy uUCinkuji na rychle se mnoZici nadorové bunky, zdravd tkdn ma

mitotickou aktivitu vyrazn€ niz§i, proto na né cytostatika pisobi méné. Opravné
11



mechanismy nadorovych bunék vétsinou nefunguji spravné, proto je Sance na opravu
minimalni na rozdil od bunék zdravych. Ne vsSechny nadory ovSem reaguji na

chemoterapii, takové se oznacuji za chemorezistentni. (Adam, 2004)

6.1.2.2 Chirurgicka lécba

Chirurgické metody 1é¢by se uplatiiuji pouze u solidnich nadort, a to jak v diagnostice,

tak 1 v 1écbé a pii feSeni dalSich komplikaci spojenych s onemocnénim. V casnych

stadiich nadoru slouZi jako zéklad terapie. U onemocnéni, které jiz pokrocilo, pouze

chirurgicka 1éCba nestaci a je soucasti komplexni péce. (Adam et al., 2011)

Chirurgické vykony mizeme rozdélit do n€kolika nésledujicich skupin:

- Diagnostické vykony, odbér materidlu k histologickému vysSetfeni a k ovéfeni
klinického stadia patologicky

- Profylaktické operace
- Kurativni 1é¢ebné vykony u pacientd, jejichz nador neni pokrocilého stavu

- Operacni vykony u pacientii s pokroc¢ilymi nadory, s dals§i komplexni 1écbou

mohou prodlouzit pacientiiv Zivot, nebo dokonce onemocnéni vylécit

- Paliativni chirurgické vykony, které slouzi ke zkvalitnéni Zivota

(Adam et al., 2011)

6.1.2.3 Radioterapie

Radioterapie se fadi mezi zékladni metody lécby zhoubnych onemocnéni, terapii
podstupuje az 50-70 % onkologickych pacientii. Pii 1écbé se pouziva predevsim
elektronové a elektromagnetické zatreni. Radioterapii 1ze zakladné rozdélit podle mista
zdroje zafeni na zevni radioterapii a brachyradioterapii, u kter¢ je zdroj zafeni zaveden
piimo k lozisku nddoru (Adam et al.,, 2011). Principem terapie je vyvolani dvou
vlaknovych zlomt DNA. Toho Ize docilit bud’ pfimym nebo nepifimym mechanismem.
U pfimého zplsobu dochazi k pfedani energie pfimo molekule DNA, zatimco u
nepiimého mechanismu je energie pieddna jiné molekule, vznikaji volné radikaly a

nasledné dochazi k poSkozeni DNA. (DeVita et al., 2022)
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Radioterapie u hematologickych malignit je vyuzivana v souvislosti s piipravnym
rezimem pfed transplantaci kostni dfené€, provadi se celotélové ozareni. Dalsi 1é¢ebné
vyuziti ma také v poc¢ateCnich fazich onemocnéni, kdy je kombinovana s chemoterapii.
Radioterapii lze vyuZzivat také pro paliativni ucely, naptiklad pii 1é€bé bolestivych

leukemickych infiltratti. (Hynkova et al., 2012)

6.1.2.4 Transplantace krvetvornych bunék

Transplantace krvetvornych bunék je v dnesni dobé béZznou soucdsti [éCby
hematologickych onemocnéni. Lécba se skladd zné€kolika fazi. Nejprve dochazi
k odbéru transplantatu, u pacienta probihd piipravny rezim (vysokodavkovana
chemoterapie ¢i chemoradioterapie), potom dochézi k pievodu transplantatu a nasleduje
potransplanta¢ni obdobi. RozliSujeme transplantace autologni, kdy se pacientovi
transplantuji vlastni krvetvorné builky a transplantace alogenni, kdy pacient dostava
buiikky od darce. Dalsi déleni mizeme provadét podle zdroje krvetvornych bunék:
transplantace kostni dien¢, pupecnikové krve a transplantace perifernich kmenovych

bunék, kdy dnes je tento zplisob odbéru krvetvornych bunék vyuzivan nejvice. (Penka,

2011)

6.1.2.5 Cilena lécba v hematoonkologii

Diky pokroku v genetice a molekularni biologii mohlo dojit k rozvoji cilené¢ 1écby
v onkologii. Jedna se o nov¢jsi skupinu latek, které ptisobi na konkrétni molekuly a
procesy typické pro naddorové builky, ¢imz se odliSuji od klasickych cytostatik, ktera
nepusobi cilené. Cilem téchto latek je negativné plisobit na nddorové buiky na urovni
regulacnich a signalnich protein. Diky tomu dochazi ke zvySovani Gc¢inku terapie a
naopak k snizovani rizika vaznych nezadoucich ucinka. Latky mzeme oznacit za

mintracelularni chemoterapii®. (Kelner, 2011)

6.1.2.6 Imunoterapie

Pod termin imunoterapie mizeme zahrnout vSechny lé¢ebné postupy, které vyuzivaji
slozky imunitniho systému k indukei, znovuzavedeni nebo podpofeni protinddorové
imunity. Cilem je aktivovat protinadorovou imunitu. Imunoterapii délime na humoralni

a bunécnou. (Hoftejsi, 2005)
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Humoralni imunoterapie

Pfi humoralni imunoterapii mohou protilatky slouzit jako nosice 1é¢iv a toxint. Dale se
vyuziva jejich fyziologickych funkci, kdy dochazi k vazbé protilatky na cilovy antigen a
nasledné nastavéd aktivace riznych mechanismt, které vedou ke smrti cilové bunky.
VyuZzivaji se monoklonalni protilatky, coz jsou protilatky pochézejici z jednoho klonu
plazmatické builkky majici jedine¢nou specifitu. Jako prvni se zacaly pouzivat mysi
monoklonalni protilatky. V dneSni dobé uz se tento typ protilatky témeét nepouziva,
jelikoz ptedstavoval riziko pro pacienty v podobé Castych imunitnich reakci, dnes se

vyuzivaji pfedevsim chimérické a humanizované protilatky. (Reynolds et al., 1989)

Zasadni roli v humoralni imunoterapii hraji nadorové specifické protilatky, které se
oznacCuji jako biologickd protinddorova lécba. Tyto protilatky funguji na stejném
mechanismu jako fyziologicky vznikajici protilatky napftiklad pfi infekci. (Otéhal, 2015)
Dalsi vyuzivané protilatky jsou bispecifické a imunomodulacni protilatky (Sheridan,
2015). Bispecifické protilatky jsou pfipravené genetickou modifikaci a maji dvé
vazebna mista s odliSnou antigenni specifitou, takze jsou schopné vazby na imunitni
buiiky (zde konkrétné cytotoxické T lymfocyty) a cilové antigeny nddorovych bunck
soucasné. Tim je usnadnéna aktivace T lymfocyti, které nasledné zabijeji nadorové
bunky (Offner et al., 2006). Imunomodulacni protilatky ovliviiuji ¢innost imunitniho
sytému stimulacné nebo supresivné. Pro stimulaci protinddorové imunity jsou
vyuzivany imunostimulacni protilatky. Existuje n€kolik odlisnych strategii fungovani,
jednou z moznosti je inhibice kostimulaénich signaltt T lymfocytii, naptiklad blokaci
cytotoxického T lymfocytarniho antigenu. Tyto protilatky jsou oznacovany také jako
inhibitory kontrolnich bodt. Tento typ protilatek je vyuzivan pii 1€cbé mnohocetného

myelomu (Buqué et al., 2015)
Bunééna imunoterapie

Bunéénd imunoterapie vyuziva piimo buiiky imunitniho systému. Do této kategorie
patii 1é€ba pomoci chimérickych antigennich receptorti (CAR, z anglického chimeric
antigen receptor) T lymfocyti, protinadorové vakciny s dendritickymi bunikami a také

transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k. (Otdhal, 2015)
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6.1.3 Epidemiologie

Na konci roku 2018 Zilo v CR 36 722 osob, kterym byl diagnostikovan hematogenni
nebo mizni novotvar, nebo tato onemocnéni prodélaly v minulosti. V roce 2018 bylo
v CR nové diagnostikovano 4 675 piipadil téchto onemocnéni, incidence byla 44,0 a
stale roste (Kosc¢ik & Mayer, 2021). Ve stejném roce doslo k umrti 2 067 osob
v souvislosti s novotvary mizni a krvetvorné tkdn¢, mortalita byla 19,5. Preziti osob se
mezi jednotlivymi diagnézami velmi 1i8i, pfedevSim pieZiti pacientl s chronickou
myeloidni leukémii (CML), akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), non Hodgkinovym
lymfomem (NHL) a MM se v Case stale zlepSuje.

Vek pacientii se v souvislosti s konkrétni diagnézou také 1isi. Nejmladsi pacienti v CR
se potykaji s ALL a Hodgkinovym lymfomem (HL). Naopak nejstar§i pacienti se
nejcastéji 1é¢i s myelodysplastickym syndromem (MDS), chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL) a MM, pticemz 50 % vSech pacientd je ve véku 59-76 let. (Kos¢ik &
Mayer, 2021)

Graf 17: vék pacientii s novotvary mizni a krvetvorné tkané v CR v letech 2014-2018

Median véku pfi diagnoze (roky)

30 40 50 60 70 80
I 1 1 1 | ]
39 let
Akutni lvmfoblastickd leukémie (ALL) N =392
46 let
Haodzgkindyv lymfom (HL) N=1401
65 let
Chronicka myeloidni leukémie (CML) N =435
68 let
Ne-Hodgkindv lymfom (NHL) N =28 000
68 let
Akutni myeloidni leukémie (AML) N=1838
68 let
Polycythaemia vera (PV) N =473
. . 70 let
Mnohocetny myelom a plasmocvtarni N=3012
novotvary (MM)
70 let
Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) N =3 160
74 let
Mveladvsnlastické syndromy (MDS) N=1720
Novotvary mizni a krvetvorné tkané 69 let
N=23491

celkem

Zdroj: Narodni hematoonkologicky program Ceské republiky, 2021
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V poméru s malou rozlohou CR dochazi i tak k docela velké variabilité v incidenci,
prevalenci i mortalit¢ mezi jednotlivymi kraji. Divod téchto rozdili zatim nebyl

vysvétlen. (Kos¢ik & Mayer, 2021)
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6.2 CAR-T lymfocyty

CAR-T lymfocyty jsou fazeny mezi bunécnou personalizovanou imunoterapii, ktera je
vyuzivana predevsim pii 1écbé hematologickych malignit. ,,CAR-T lymfocyty jsou in
vitro modifikované autologni T lymfocyty pacienta, do kterych je vpraven gen pro
chiméricky antigenni receptor se specifitou proti definovanému povrchovému antigenu
nadorové bunky.“ (Hrabovsky, 2020). CAR technologie je zaloZena na kombinaci
specifity monoklondlnich protilatek a cytotoxicit¢ T lymfocytl. (Sadelain et al., 2013)
CAR-T lymfocyty maji schopnost rozpoznavat antigeny i bez molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC, z anglického: major histocompatibility complex),
coz klasické T lymfocyty nedokazi. Tato funkce je velmi dulezitd, jelikoz na
nadorovych bunkéach casto dochazi ke snizené expresi MHC I, takze je klasicky T
bunéény receptor (TCR, z anglického T-cell receptor) nerozpoznd a nemulize zahajit
imunitni reakei (Lysak, 2015). Po rozpoznani cilového antigenu na tumorové buiice jsou
CAR-T lymfocyty aktivovany a nasleduje vyrazna cytotoxicka odpovéd’ namitfend proti

bunikdm s timto antigenem. (Bauer et al., 2018)

6.2.1 Historie

V 60. letech dvacatého stoleti imunolog Jacques Miller objevil funkci brzliku, pred
objevem byl brzlik povazovéan za nedilezity a bezfunk¢ni organ. V souvislosti s timto
zjisténim pozdé&ji rozdélil lymfocyty na T lymfocyty a B lymfocyty (Anderson, 2016).
Vroce 1989 vznikl prvni navrh CAR, objev byl u€inén na izraelském Weizmann
institute of Science imunologem Zeligem Eshharem (Gross G, 1989). V roce 1993 byla
kultivovana prvni generace CAR-T lymfocytti. Tato generace nebyla ovSem klinicky

efektivni. (Eshhar et al., 1993)

Dalsi vyzkum vedl ke vzniku druhé generace CAR-T lymfocytl pfidanim kostimulacni
molekuly CD28 do intracelularni domény. V nasledujicich letech vznikaly
technologicky modernizované;jsi generace tretiho, ctvrtého a patého typu. Diky témto
zméndm dochazelo ke zvySeni proliferace, odolnosti proti apoptdze a také zvysSené
sekreci cytokinll. Nasledovala tada klinickych vyzkumt (Subklewe et al., 2019).
Prvnim vétsim uspéchem bylo podani CAR-T lymfocytd v roce 2012 sedmileté
pacientce Emily Whitehead s diagnostikovanou B-ALL a byla tak prvnim ditétem, které
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tuto léCbu podstoupilo. Po této 1écbé pacientka vykazovala kompletni remisi.

(Styczynski, 2020)

V roce 2017 byl americkou instituci Food and Drug Administration schvalen prvni
komercni prepardt CAR-T lymfocytl ke klinickému pouziti, Kymriah. O né¢kolik
mésict pozdéji byl schvalen preparat Yescarta. Oba preparaty prokazaly uspéch. Pocet
pacientii s uplnou remisi stoupal a dochazelo i k prodlouzeni celkového pteziti. V srpnu
roku 2018 se oba preparaty dostaly také do zemi Evropské unie a v zaii roku 2019

probéhla 1é¢ba prvniho pacienta v CR. (Hrabovsky, 2020)
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6.2.2 Chiméricky antigenni receptor

CAR jsou uméle, geneticky vytvorené receptory, které se nachdzeji na povrchu
T lymfocytd, diky kterym jsou T lymfocyty schopné cilené utocit proti specifickym

antigentim, které se nachazi na malignich buiikach. (Sadelain et al., 2013)

6.2.2.1 Struktura

Zékladni strukturu CAR antigenu tvofi tii zdkladni domény: extracelularni doména,
ktera ma schopnost se specificky vazat na cilovy antigen, transmembranova doména,
kterd slouzi k pfenosu signalu, a intracelularni signalni doména, kterd aktivuje

T lymfocyty a spousti imunitni odpoveéd’. (Ahmad, 2022)
Obrazek 1: domény CAR-T lymfocytii
Linker

Extracelularni
doména

Tézky a lehky
retézec

Transmembranova
doména

Lipidova

[( J > dvojvrstva

Kostimula¢ni molekuly
(CD28, 4-1BB, OX40)

Intracelularni

: Stimula¢ni molekula
doména

CD3T

Zdroj: pievzato, KUCHAROVA, Karina. CAR T bun&éna imunoterapie. Usti nad
Labem, 2021. bakalaiskd prace (Bc.). UNIVERZITA JANA EVANGELISTY
PURKYNE V UST{ NAD LABEM. Pirodovédeckd fakulta

Extracelularni doména

Extracelularni doména zajist'uje vazbu na cilovy antigen a je tvoiena jednofetézcovym
variabilnim fragmentem (scFv, single-chain variable fragment). Jedna se o fuzni
protein, ktery se sklada z linkeru, variabilni ¢asti tézkého fetézce (Vy) a variabilni ¢asti

lehkého fetézce (Vi) monoklondlni protilatky, ktera je specifickd k danému antigenu.
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Linker je kratky peptidovy fetézec, ktery spojuje Vi a Vi (Sterner, 2021). Nejcastéji
vyuzivana extracelularni doménova slozka CD19 CAR-T lymfocyti je FMC63 scFv

(Creative Biolabs.com).

Afinita scFv je kli€ovy parametr ktery zlepSuje specifitu CAR a také snizuje vedlejsi
ucinky. Je definovana jako sila interakce mezi scFv a nadorovym antigenem. CAR maji
na rozdil od klasickych TCR mnohem vétsi rozmezi afinity a specifity. Afinita u CAR
je nezavisla na MHC. Snizeni afinity zlepSuje specifitu CAR-T lymfocytt, ale
v n¢kterych pfipadech mlze snizit i protinadorovou ucinnost, zvysena afinita miize vést

ke zvyseni nezadoucich ucinkl (jako je naptiklad neurotoxicita). (Jayaraman, 2020)

Dalsi dalezitou doménou je spacer, ktery spojuje transmembranovou a extracelularni
cast. Diky spaceru je scFv flexibilngjsi a také pomaha zlepsit uCinnost. Zména délky
spaceru muze ovlivnit cytolytickou aktivitu a signalizaci CAR-T lymfocytd. V klinicky
schvalenych CAR-T preparatech jsou spacery na bazi IgG protilatek s molekulou CD8
anebo CD28. (Jayaraman, 2020)

Transmembranova doména

Transmembranovou doménu tvoii zejména dvousroubovice o helixu. Prochézi
fosfolipidovou dvojvrstvou a je tak dilezitd pro stabilitu celé struktury, ukotvuje cely
receptor v membrang. Nejcastéji je transmembranovd doména tvofena molekulami

CD28 a CDS8.(Sterner, 2021)
Intracelularni doména

Do intracelularni domény CARu je pfendSen signal po rozpoznani antigenu. Zaklad je
tvofen CD3({ doménou. Jelikoz ma tetézec ( (zeta) kratkou extracelularni doménu,
umoziuje tak snadné ptipojeni protilatky na rozdil od jinych fetézcti z CD3 komplexu
(Eshhar et al.,, 1993). CD3( je slozen ze tifi sekvenci aminokyselin zvanych
imunoreceptor tyrosin-based activation motif (ITAM), které jsou dulezité pro pienos
signalu v imunitnich buiikach. ITAM signalizace je naptiklad nutnd pro diferenciaci a
spravnou funkci T a B lymfocyti (Humphrey et al., 2005). Ne vzdy je doména CD3{
dostacujici pro kompletni aktivaci T lymfocytli, proto jsou pfiddvany kostimulacni
receptory, kterych mize byt i vice, od ¢ehoz se odvijel vznik novych a efektivnéjSich

generaci CAR (viz. nize). (Hombach & Abken, 2011)
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6.2.2.2 Generace CAR

V dnesni dob¢ je zndmo jiz pét generaci CAR-T lymfocytd, jednotlivé generace se od
sebe lisi strukturou intracelularni domény, konkrétné povahou a poctem kostimulaénich

domén (viz obrazek ¢.2).

Obrazek 2: generace CAR

1.generace  2.generace 3.generace 4. generace 5. generace
(TRUCK)
Vazebnd
doména
Hinge region
Transmembrd
doména
Intracelulérni kostimul. kostimul. A2 IL-2RB
doména CD3T doména doména 1 induktor \
kostimul.

kostimul.
doména 2

€D37 doména

D3t JAK-STAT3/5

o

a \-j
DADDOOL

Zdroj: ptevzato, https://www.klinickafarmakologie.cz/pdfs/far/2021/03/02.pdf
(Folber et al., 2021)

D3t

Prvni generace

Prvni generace CAR se vyznacuje piitomnosti fetézce scFv z monoklonalni protilatky,
transmembranovou ¢asti a signalni doménou CD3( z TCR. Tato generace neobsahuje
zadnou kostimulacni doménu, takze funkce signalizace zavisi pouze na molekule CD3(,
diky cemuz tato generace nebyla pfili§ GspéSna, vykazovala nedostatek proliferace a

perzistence. (Jayaraman et al., 2020)
Na pocatku vyvoje CAR-T lymfocyti se vyuzivaly nejdiive jiné signalni domény,
napiiklad fetézec y (FceRy), coz se ukazalo jako velmi neti¢inné a az na zéklad¢ tohoto

zjisténi se zacaly jako signdlni domény pouzivat CD3{. V soucasnosti se tato generace

Jiz nevyuziva. (Sadelain et al., 2009)
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Druha generace

Druhda generace CAR-T lymfocyti obsahuje navic kostimulaéni doménu. Prvni
konstrukt CAR-T lymfocyti druhé generace vytvofil britsky imunolog John Maher se
svymi spolupracovniky, kdyZ pfidali navic kostimulacni doménu CD28. CD28 se
vyskytuje i v naivnich T lymfocytech, kde plni taktéz kostimulaéni funkci a TCR bez
této molekuly nefunguje spravné. Diky tomuto kroku doslo ke zvysSeni produkce

cytokint. (Maher et al., 2002)

Dalsi kostimulaéni doména, ktera se u druhé generace CAR-T lymfocytl Casto vyuziva
misto jiz zminéné CD28, je protein 4-1BB zrodiny tumor nekrotizujicich faktort
(TNF), ktery je znamy také jako CD137 (Jayaraman et al., 2020). Existuje mnoho
vyzkumu které jednotlivé kostimula¢ni domény porovnavaji. Naptiklad ve studii z roku
2019 (Ying et al., 2019) bylo zjisténo, Ze pii pouziti molekuly 4-1BB dochézi k delsi
perzistenci CAR-T lymfocytii v krvi, coz zapticinuje dlouhodobéjsi terapeuticky ucinek,
ale oproti tomu studie také poukazuje na rychlejsi aktivaci T lymfocyti pii pouziti

CAR-T lymfocyta s molekulou CD28. (Ying et al., 2019)
Treti generace

Treti generace CAR-T lymfocyti obsahuje navic druhou kostimulaéni doménu.
Nejcéastéji se vyuzivaji kombinace CD28 a 4-1BB, déale je také cCasto pouzivana

molekula OX-40 (znama jako CD134). (Jayaraman et al., 2020).

Probéhlo uz mnoho srovnavacich studii ve snaze zjistit, zda mé tieti generace lepsi
vlastnosti, nez generace druha. Napfiklad autofi Ramos et al., 2018 ve své in vivo studii
porovnavali CDI19 specifické CAR-T lymfocyty druhé generace s kostimulacni
doménou CD28 s tieti generaci s doménami CD28 a 4-1BB. Studie ukazala, ze CAR-T
lymyfocyty tieti generace maji az 40x vetsi expanzi a del$i perzistenci bunék nez bunky
druhé generace. Studie se zaméfovala na pacienty s B-NHL, ALL a také CLL (Ramos et
al., 2018). Dalsi in vivo studie provadéna autory Zhao et al. porovnava CAR druhé
generace — kostimulacni doména CD28 pii pouziti ligandu 4-1BB a tfeti generaci
s pouzitim CD28 i 4-1BB. Vysledek pfinesl zjisténi, Ze 1épe fungovaly bunky druhé
generace s ligandem. Tato skute¢nost naznacuje, Ze funkce CAR-T lymfocytt zalezi jak

na prostorové konfiguraci kostimula¢nich moduld, tak na jejich typu. (Zhao et al., 2015)

22



Jasny zavér o prokazatelné klinické Gcinnosti tfeti generace CAR-T lymfocytl nelze
vyvodit, jelikoz dostupné informace jsou ziskdvany z malého a heterogenniho souboru

pacientul.
Ctvrta generace

Ctvrtd generace CAR-T lymfocytil je také nazyvana TRUCK (z anglického: T cell
redirected for universal cytokine-mediated killing), jejich konstrukt vychazi z druhé
generace. Tento typ CAR-T lymfocyti ma schopnost produkce cytokinti, jako je
napiiklad interleukin 12 (IL-12), ktery reguluje zanétlivou odpovéd’ v organismu.
Produkce cytokinu zac¢ind po navazani CAR-T lymfocytu na nadorovy antigen a
dochazi ke kumulaci vcilové tkani, coz mad za cil chemotaxi ostatnich
imunokompetentnich buné€k, jako jsou NK bunky, makrofagy a dal§i. Dochazi zde
k cilené imunitni reakci mifené proti malignim buiitkam. Diky lokdlni produkeci cytokini
v mist¢ nadoru je moznost plsobit i na solidni nddory. Dals§i vyhodou lokalni

akumulace IL-12 je snizeni toxicity 1écby CAR-T lymfocytt. (Chmielewski et al., 2014)

TRUCK CAR-T lymfocyty se ukazaly velmi G¢inné zejména u pacienti s HL a s MM,
nicméng opét nelze vyvodit obecny zavér o G€innosti ¢tvrté generace CAR-T lymfocyt,

jelikoz i zde je maly soubor pacientl ve studiich. (Grover et al., 2021; Qian et al., 2021)
Pata generace

CAR-T lymfocyty paté generace vychdzi strukturou z generace druhé, jejich
intracelularni doménu tvoii CD3( s kostimulacni doménou CD28. Navic obsahuji
membranové receptory, nejslibnéji se jevi receptor pro IL-2, ktery je schopny aktivovat
cytokinovou signalni drahu JAK/STAT. T lymfocyty jsou aktivovany nejen pomoci
CD3( a CD28, ale také touto signalni drahou. (Kagoya et al., 2018)

Dalsi modifikace CAR-T lymfocytu

Jelikoz se CAR-T lymfocyty v klinické praxi ukazuji jako uzitecné, tak stale dochazi
k dalsimu vylepSovani konstruktu CAR, aby byl co nejucinngj$i se snizenim
nezadoucich u¢inkl. Védci navrhli rizné bezpecnostni strategie, které by tyto nezadouci
ucinky mély minimalizovat.

Nezadouci ucinek pii 1écbé pomoci konvenénich CAR-T lymfocyti tvofi toxicita. Prave
tento problém mize fteSit kontrola aktivity CAR-T lymfocytd. Mezi jeden

z mechanismi, jez je studovan, patii sebevrazedny spina¢ buné¢k. Jedna se o geneticky
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kédovany prvek integrovany do CAR. Ten dokdze po aktivaci eliminovat CAR-T
lymfocyty, aktivace nastane podanim farmaceutického piipravku. V piipad¢ potreby, pfi
zivot ohrozujicich nezédoucich ucincich, je tedy mozné CAR-T lymfocyty vypnout.

(Moghanloo et al., 2021)

V soucasnosti se k vyrob¢ konvencnich CAR-T lymfocyti pouzivaji buiiky autologni,
tedy ziskané od pacienta, ktery danou 1é¢bu postupuje. Tento postup s sebou nese urcita
omezeni, pfikladem je dlouhd doba potiebna pro vyrobu nebo snizena Zivotaschopnost
T lymfocytd u intenzivné lé¢enych pacientii. Proto probihaji vyzkumy autolognich
univerzalnich CAR-T bunék, které by tento problém mély vyfiesit. Dilezitym vyrobnim
krokem je odstranéni molekul MHC a TCR, coz je mozné diky molekuldrnimu
inZzenyrstvi pii pouziti metod pro upravu genomu. Piikladem je technika TALEN
(transcription activator-like effector nucleasy), kdy je vyfazen gen pro a fetézec TCR
nebo technika CRISPR/Cas9 (Rafiq et al., 2020). Bezpecnost i proveditelnost techniky
CRISPR/Cas9 v klinické praxi byla ovéfena autory Stadtmauer et al. vroce 2020,

jednalo se o prvni studii na lidech v tomto ohledu.

6.2.3 Priprava (vyroba) CAR-T lymfocyti

Lécba pomoci CAR-T lymfocytl zacina pfistrojovou leukaferézou pacientovy krve.
Jedna se o autologni odbér, kdy je pacientova periferni krev separovana v bunééném
separatoru a odebrany jsou pouze mononukledrni bunky, zbytek krve se vraci pacientovi
zpét do krevniho ob&hu. Dulezité je provedeni odbéru ve vhodnou dobu, aby bylo
zajiSténo dostatetné mnozstvi T lymfocytd. Takto odebrané buiky jsou nésledné
pfepraveny do frakcionaéniho centra na vyrobu CAR-T lymfocyti. V CR
zpracovatelské centrum neni, proto jsou bunky odesilany do zahrani¢i, napiiklad do

Némecka, Francie, Nizozemska a do USA. (Hrabovsky, 2020)

DalSim krokem je separace T lymfocytll z odebranych monoklonélnich bun¢k, dochazi
také k promyti leukaferézniho pufru, ktery obsahuje antikoagulancia. K separaci lze
nasledné pouzit protiproudovou odstiedivou elutriaci, kdy jsou buiiky rozdéleny podle
velikosti a hustoty pfi zachovani bunécné Zzivotaschopnosti (Powell et al., 2009).

Separované T lymfocyty je déle potfeba aktivovat.

Drive se vyuzivaly pacientovy dendritické buniky nebo B lymfocyty, tento postup je ale

komplikovany a nyni se jiz nevyuziva. Jednim ze zpiisobil aktivace bunék, ktery je
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v dnes$ni dob€ vhodny k pouziti, jsou magnetické¢ kulicky potaZzené monoklondlnimi
protilatkami anti-CD3/anti-CD28, jez jsou obvykle kombinovany s aktiva¢nimi
interleukiny, naptiklad s IL-2. Protilatka anti-CD3 je vyuzivdna diky svému silnému
proliferacnimu signalu a anti-CD28 zabezpecCuje kostimulacni signdl. Po aktivaci lze
kulicky z kultury snadno odstranit, napfiklad magnetickou separaci. (Chen et al., 2006;
Suhoski et al., 2007)

Béhem aktivace dochdzi k vlozeni genu pro CAR. V klinické praxi jsou aplikovany
zejména tfi hlavni vektory pro expresi genu: retrovirové vektory, lentivirové vektory a
transposon/transposazovy systém. Prvnim vektorem, ktery byl pro CAR-T lymfocyty
pouzit, byl retrovirovy vektor, ktery je dnes stale hojné pouzivan (X. Wang & Rivieére,
2016), naptiklad u klinicky schvaleného preparatu Yescarta (Roberts et al., 2018).
Nevyhoda retrovirovych a letivirovych vektorli, jakozto komplexnich biologickych
¢inidel, je v nutnosti testovani jejich biologické bezpecnosti, které je intenzivni a
finan¢né nékladné. Transposon/transposdzovy systém tento problém nema a dalsi
vyhodou je jeho relativné jednoducha vyroba a mensi finan¢ni ndkladnost. (X. Wang &

Riviere, 2016)

Takto pfipravené bunky se nechaji kultivovat v bioreaktorovém kultivaénim systému
priblizn¢ 9-11 dni. Dochazi zde k bunécné expanzi. Tyto systémy poskytuji idedlni
podminky pro vyménu plynt a také zajiStuji michani kultur, coz je v klinické praxi
nezbytné kvili velkému poctu bunék (Levine et al., 2017). Po expanzi bunck
v bioreaktoru je nutné upravit vzniklou suspenzi bunéénych kultur tak, aby byla vhodna
pro podani pacientovi. Objem muze dosahovat hodnot az kolem péti litrti, proto je nutné
zkoncentrovani objemu. Nasledné jsou bunky promyty, probihd testovani kvality a
bezpecnosti konec¢ného produktu a nakonec jsou kryokonzervovany a dopraveny zpét na

klinické pracovisté k podani pacientovi. (Levine et al., 2017)
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Obrazek 3: schéma piipravy CAR-T lymfocyti
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Zdroj: upraveno, https://www.creative-biolabs.com/car-t/ind-development-for-car-t-
cell-therapy.htm

6.2.3.1 Kontrola kvality hotovych pripravki

Kvili velké variabilité¢ designu CAR produkti neexistuji ptesné normy na kontroly
kvality hotovych pfipravki. Kontrolu je tfeba provadét v zavislosti na vyrobnim
postupu a vlastnostech produktu. Vyroba by méla spliiovat pozadavky na spravnou
vyrobni praxi. Mezi pozadavky patii napiiklad dobie vySkoleny personal a neustald
dokumentace vSech vyrobnich postupli, pro piipad nasledného dohledani dodrzovani
spravnych postupii. M¢lo by dochazet 1 k meziprocesové kontrole, jez sleduje vyrobni
postup. Velmi dulezité je sledovani kvality vektor pro genovou modifikaci. Rizikem
mize byt mikrobiologicka bezpecnost produktu, muze dochazet ke kontaminaci
bakteriemi, mykoplazmaty, houbami a viry, proto je nutné vénovat této oblasti velkou
pozornost. Dalsi testy, které se vyuzivaji, jsou: test potence (ucinnosti), slouzici pro
ovéteni, zda maji CAR-T lymfocyty ocekavanou terapeutickou schopnost, a test

konzistence kvality produktu mezi jednotlivymi Sarzemi. (Li et al., 2019)
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6.2.4 Podani CAR-T lymfocyti

6.2.4.1 Vybér vhodného pacienta

Terapie pomoci CAR-T lymfocyti neni vhodna pro kazdého pacienta. Existuji urcité
podminky k ur€eni vhodnosti podani, anamnéza a aktudlni fyzicky stav pacienta jsou
hlavni z nich. U jednotlivych 1é¢ebnych preparati se pozadavky mtzou lisit (Yakoub-
Agha et al., 2020). Terapie je didle mozna pouze u pacientd, u kterych lze vyvolat
imunogenni smrt nadorové buinky (smrt builky je schopna indukovat imunitni
odpovéd’), coz u nékterych nadorit neni mozné (Kepp et al., 2011). Leukaferézu u
pacienta je mozné provést uz pii absolutni hodnoté lymfocytt 0,1 x 10%1, avSak u
absolutniho poc¢tu lymfocyti nad 0,5 x 10%/1 je Sance na uspéSnou vyrobu lééebného
produktu vyssi. Pied provedenim aferézy je nutné dohodnout s vyrobcem konkrétni slot
vyroby, jelikoZ vyrobni kapacita je omezena. Vzhledem ke zvySovani poctu pacientl

muze tato skutecnost ¢init do budoucna potize. (Yakoub-Agha et al., 2020)

6.2.4.2 Pripravnd lécha

Casové naroénost od odbéru bunék pacientovi do doby podani hotového CAR produktu
je pfiblizné 3-4 tydny. V tomto obdobi je potieba u nckterych pacientli 1é€ba, ktera je

vybirana individualng v zévislosti na charakteru onemocnéni. (Mihalyova et al., 2022)

Jednim z 1é¢ebnych pristupti mize byt preklenovaci (tzn. bridging) terapie. Cilem je
udrzet onemocnéni pod kontrolou, zabrdnit orgdnovému poSkozeni a dalSim
komplikacim, aby mohla byt infuze CAR-T lymfocyti po vyrobeni podana. Cilem neni
dosahnuti remise, proto by také pouzitd terapie neméla vyvolavat velké komplikace,
jelikoz je pacient vystaven riziku nezadoucich U¢inkd pii nasledné terapii CAR-T
lymfocytl. Preklenovaci terapie neni nutnd vzdy. Jestlize je pacientovo onemocnéni
stabilni, malo agresivni a o¢ekava se kratka vyrobni doba, je mozné od terapie upustit
(Yakoub-Agha et al., 2020). Dalsim 1é¢ebnym ptistupem je lymfodeplecni terapie (tzn.
conditioning), ktera cili na vytvotfeni vhodnych podminek v organismu pro proliferaci a
pieziti CAR-T lymfocytt. Tato terapie je provadéna v obdobi 3-5 dni pied planovanym
podanim preparatu a mél by ji dostat kazdy pacient. Jedinou vyjimku tvofi pacienti, u
kterych je planovan piijem preparatu Kymriah od firmy Novartis a tito pacienti maji

pocet leukocytt tyden pied aplikaci nizsi nez 1x10%/1. (Yakoub-Agha et al., 2020)
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6.2.5 Rozmrazeni a prevod CAR-T lymfocyti

Pripraveny koncentradt CAR-T lymfocytd je pifepraven do klinického centra
v zmrazeném stavu s kryoprotektivnim roztokem. JelikoZ je pii prepravé potfebnd velmi
nizka teplota, vyuziva se Dewarova nadoba s tekutym dusikem, k rozmrazeni dochazi
az tésné pred podanim pacientovi. CAR-T lymfocyty mohou byt rozmrazeny pomoci
kalibrované vodni lazn¢ pfi teplotdich 35-37 °C, ideédlnéjSim zplsobem je pouziti
automatického rozmrazovaciho zafizeni. Jako premedikace ke zmirnéni nezadoucich
G¢inkd miaze byt podavan paracetamol a antihistaminika. Cemu je oviem nutné se
vyhnout, jsou kortikosteroidy, jelikoZ mohou poskodit CAR-T lymfocyty svymi
lymfotoxickymi ucinky. K podéni bunék je vyuzivan transfuzni set s filtrem o velikosti
pora 50-200 um, ktery je napojen na centralni zilni katetr. Infuze CAR-T lymfocyta je
diky malému objemu a poctu bun€k velmi rychld, vétSinou trva méné nez tficet minut.
Samotna transfuze CAR-T lymfocytl je vétSinou dobie tolerovana. (Yakoub-Agha et

al., 2020)
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6.3 Klinické vyuZiti

Od publikovani prvniho navrhu CAR-T lymfocytli v roce 1993 se jejich vyvoj velmi
posunul, byly pouzivany nové inzenyrské strategie, vznikaly nové generace a i¢innost
se zlepSovala. Neustale probihaji dalsi studie, k unoru roku 2023 je evidovano 596
prave probihajicich klinickych studii v souvislosti s terapii CAR-T lymfocytl ve svété a
Sest v CR (ClinicalTrial.gov). Z oblasti klinickych vyzkumi se technologie dostala také

ke komerénimu vyuziti. Od roku 2017 bylo v USA schvaleno jiz Sest preparati pro

klinické pouziti, v nasledujici tabulce jsou shrnuty zdkladni informace. (cancer.gov)

Tabulka 1: schvalené CAR prepardty

- Tove
Komerc¢ni nazev Ucinna latka ¢ (.)vy Indikace podani | Vék
antigen
: . B-ALL, " a0
Kymriah Tisagenlecleucel | CD19 B-NHL Déti a dospéli
Axicabt
Yescarta XISADIEEN 1 D19 | B-NHL Dospéli
ciloleucel
Brexucabtagen 1s
Tecartus (KTE-X19) CD19 B-ALL, NHL Dospéli
autoleucel
Lisocabt
Breyanzi 1socablagell CD19 B-NHL Dospéli
maraleucel
Idecabt
Abecma .eca agen BCMA | MM Dospéli
vicleucel
il
Carvykti Ciltacablagen | poyia | vm Dospéli
autoleucel

Zdroj: ptevzato, upraveno https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/research/car-

t-cells (cancer.gov)

Nejcastéjsim cilovym antigenem v hematoonkologii pfi terapii CAR-T lymfocyty je
CD19. Vyskytuje se vyhradn€é na B lymfocytech pfirozené se vyskytujicich a také na
nadorovych bunkach B lymfocytarni tfady. Spolu s B-cell maturation antigenem
(BCMA) jsou jedinymi antigeny, pro které¢ existuje schvalend terapie (viz. tabulka ¢.1).

Dalsim sledovanym antigenem je naptiklad CD20, CD22 nebo tyrosine kinase-like

orphan receptor (ROR1).
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6.3.1 ALL

ALL patfi mezi maligni onemocnéni krvetvorby a jednd se o velice agresivni
prekurzorové lymfoproliferace. Nadorové buniky mohou vychézet z prekurzori B nebo
T lymfocyt, avsak piipady z B linie pfevladaji. Onemocnéni je typické pro détsky vek,
75 % ptipadl se objevi do 6 let v€ku. ALL se vyskytuje také u dospélych, incidence se
zvysuje zejména u pacientll s vékem nad 55 let (Biichler & kolektiv, 2017). Ptiznaky
onemocnéni nejsou prili§ specifické, objevuje se napiiklad inava, duSnost, bolesti kosti
a svall, zvétSené lymfatické uzliny, zvySena teplota, poceni, ubytek hmotnosti a
krvacivé projevy. Nemoc se na rozdil od chronické formy vyvine rychle v pribéhu
nékolika tydni. Pfi¢inou ALL je klondlni mnozeni abnormdlnich lymfoblastd.
K malignité v bunice dochazi casto diisledkem chromozoméalnich poruch nebo mutaci
v jeji genetické informaci. Takto poskozené blasty utlacuji normalni krvetvorbu v kostni
dfeni a nasledné jsou vyplavovany do periferie a infiltruji dalsi organy. Pii diagnostice
jsou vyuzivany metody molekuldrni genetiky, cytogenetiky, imunofenotypizace,
myelogram a laboratorni vysetieni krve. Prognéza ALL je velmi rGznd, zalezi na mnoha
faktorech. U vétSiny pacientt se daii dosdhnout kompletni remise, ovsem velky problém
¢ini vysoky pocet relapsti. Velmi dobrou progndézu maji déti, az 90 % z nich
dlouhodobé¢ pieziva, dospéli ve véku 18-55 let se péti let dozivaji v 50 % a vekova
skupina 55-70 let se doziva 3 let pouze v 20-30 % pii 1écbé klasickou chemoterapii.

(Penka et al., 2011; Biichler et al., 2017)

U relabujicich/refrakternich B-ALL mohou k dosazeni kompletni remise pomoci praveé
CAR-T lymfocyty. Existuji dva schvéalené preparaty pro vyuziti u B-ALL, Kymriah a
Tecartus. Oba 1€ky cili na antigen CD19, podani je mozné u dospélych pacientli a
Kymriah Ize podat také u déti, coz ho tvoii jedinym preparatem vhodnym k podani
détem. Dalsi terapie jsou provadény formou klinickych studii, kterych existuje velké
mnozstvi. B-ALL bylo jedno z prvnich onemocnéni, u kterych se zacala terapie pomoci
CAR-T lymfocyti testovat (Cancer.gov). Funkénost CAR-T lymfocytl byla prokazana
v mnoha vyzkumech. Napiiklad studie ELIANA zroku 2018 zkoumala 75 déti a
mladych dospélych s relabujici/refrakterni B-ALL. U 61 % téchto pacienti doslo
v minulosti k relapsu po 1écbé alogenni transplantaci hematopoetickych bungk.
Pacientim byl podan preparat Kymriah. Tfi mésice od podani byla celkova remise
zaznamenana u 81 % léCenych. Pozorovani pacientli probihalo 20 mésici. Autofi
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dospéli k zavéru, ze léCivy preparat Kymriah zajistil vysokou miru remisi a trvalé

remise bez dalsi terapie. (Maude et al., 2018)

Mira relapsu u terapie CAR-T lymfocytt s cilovym antigenem CD19 se pohybuje mezi
10-20 %. Pro tyto pacienty jsou vyvijeny CAR-T lymfocyty s jinym cilovym antigenem
(Haso et al., 2013). Autofi Pan et al. publikovali v roce 2019 studii, pfi které provadéli
terapii pomoci CAR-T lymfocytt proti cilovému antigenu CD22. Lécbu podali 34
pacientim s relabujici/refrakterni B-ALL, u kterych byla piedchozi 1é¢ba anti-CD19
CAR-T lymfocyty net¢inna. Po 30 dnech byla celkova remise pozorovana u 80 %
pacientli, dal$im pozitivem bylo zaznamendni nizkého vyskytu cytotoxicity. Autofi
dosli k zavéru, ze anti-CD22 CAR-T lymfocyty byly schopny navodit vysokou miru
remise u pacientli, ktefi byli v minulosti neuspésné 1éceni chemoterapii, transplantaci

kostni dfen¢ a dokonce i anti-CD19 CAR-T lymfocyty. (Pan et al., 2019)

6.3.2 CLL

CLL je maligni lymfoproliferativni onemocnéni, které vznikd klonalni proliferaci
malych B lymfocyti. Tyto bunky se kumuluji predev§im v periferni krvi, kostni dieni,
jatrech a slezin€. K urceni diagnézy je dostacujici laboratorni vySetieni periferni krve
s ndlezem vice neZ 5x10°/1 monoklonalnich B lymfocyti typického fenotypu. Pro uréeni
fenotypu bunky je vyuzivana pratokova cytometrie. Pro CLL buiiky je typicky nalez
antigenu CD5, CD19, CD20 a CD23. Pi1 mikroskopickém vySetfeni periferni krve je
nalézano velké mnozstvi jadernych stini, coz je zptsobeno velkou fragilitou
nadorovych lymfocyti. Tento jev je u CLL oznacovan jako Gumprechtovy stiny. CLL
je nejbéznéjsi leukémii v Evropé a Americe, ale naptiklad v Asii tvoii pouze 3-5 %
vSech leukémii (Biichler et al., 2017). Pti diagnéze Cini median véku 72 let, jedna se
tedy o onemocnéni starSi populace. Pfiznaky byvaji nespecifické, az 70 % pacient je
diagnostikovano zcela ndhodné. Mezi symptomy onemocnéni patii zvétSené uzliny,
pozdéji 1 slezina a jatra, u pokrocilejsich stadii se vyskytuje anemie a trombocytopenie.
Progn6za onemocnéni je velmi riznd. Asymptomaticti pacienti nepodstupuji vétSinou
zédnou 1é¢bu, jsou pouze pravidelné sledovani. U fyzicky zdatnych pacientii je terapii
prvni  volby chemoterapie, u starSich pacienti je vyuZivana kombinace
s monoklonalnimi protilatkami. Jedinou kurativni metodou 1écby je zatim pouze

alogenni transplantace kmenovych bun¢k, tato terapie je vhodna pro mladsi pacienty, u
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kterych se vyskytuje relabujici/refrakterni CLL. (Biichler et al., 2017; Penka et al.,
2011)

Prvni ptipad pouziti anti-CD19 CAR-T lymfocyth byl zaznamendn pravé u pacienta
s relabujici/refrakterni CLL v roce 2011. Pacient dosédhl kompletni remise a sledovan
byl dalSich 10 mésict (Porter et al., 2011). I pies tento fakt neni zatim schvaleno zadné

komer¢ni 1é¢ivo, které by bylo pti CLL indikovano.

Uginnost CAR-T lymfocytt u CLL je ve srovnani s jinymi malignitami B bundk nizsi,
procento dosazeni celkové remise se mezi riznymi vyzkumy velmi li§i. Metaanalyza
publikované autory Todorovic et al. z roku 2022 srovnava 15 studii, kdy bylo 1é¢eno
vice nez 100 pacientd s relabujici/refrakterni CLL CAR-T lymfocyty. Primérny pocet
pacientil, ktefi dosahli remise se pohyboval v rozmezi 0-67 %, s medianem 30 %,
jednotlivé vysledky jsou tedy dosti rizné. (Todorovic et al., 2022)

Pfi¢inou neuspésné lécby mitize byt nadorové mikroprostiedi, jez je v porovnani
u pacientll s ALL odlisné. Naptiiklad u T lymfocytl, na které¢ ptisobi maligni bunky
CLL, dochazi k odlisné expresi geni souvisejicich s bunécnou diferenciaci nebo
cytotoxicitou bunék. Buiikky CLL exprimuji vysoké hladiny imunomodula¢nich faktora
jako naptiklad TGF-B a IL-10, diky kterym dochazi k potlacovani odpovédi na
antigeny, aktivaci T buné€k, expanzi a efektorovou funkci. Pfesné mechanismy jsou déle

zkoumany.(Gorgiin et al., 2005)

Lécivo ibrutinib je inhibitor Brutonovy tyrozinkindzy (BTK). B bunécny receptor
(BCR) je pro vyvoj, aktivaci, proliferaci a pfeziti T lymfocytl nezbytny. Po stimulaci
BCR dochazi k aktivaci nékolika signalnich drah, jednou z kli¢ovych kindz téchto drah
je BTK. K pieziti nddorovych bunék u CLL je signalni drdha BCR-BTK nezbytna,
proto jsou k 1é€bé vyuzivany inhibitory BTK (Feckova Mihalyova et al., 2016).

Autofi Fraietta et al., 2016 ve své studii poukazuji na moznost zvySeni u¢innosti terapie,
pfi pouziti tohoto preparatu. Vyzkumu se zucastnili tfi pacienti, kteti byli minimalné rok
1é¢eni ibrutinibem s naslednym podadnim CAR-T lymfocyti. Vysledky studie prokazaly,
7e dlouhodobé uzivani tohoto inhibitoru BTK zvratilo dysfunkci T lymfocytl a také

doslo ke zvysené proliferaci CAR-T lymfocyta. (Fraietta et al., 2016)
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6.3.3 NHL

NHL je lymfoproliferativni onemocnéni obvykle vznikajici v lymfatickych tkanich
s moznosti roz$ifeni do dalSich organti. Progndza zavisi na histologickém typu, stadiu a
1é¢be. Podle klinického prabéhu je délime na indolentni a agresivni. Indolentni typy
onemocnéni maji relativné dobrou prognézu, medidn doby pieZiti dosahuje az 20 let,
vyuzivana je zejména samotna radioterapie. Agresivni typy jsou lé€eny kombinovanymi
rezimy chemoterapie a lze vyléCit vice nez 50 % pacientd. V soucasnosti jsou
lymfoproliferativni onemocnéni délena na zékladé¢ bunécného pilivodu, tedy na
onemocnéni B lymfocyt, T lymfocytlh a NK bunék. Mezi novotvary perifernich B
lymfocytt patii naptiklad lymfom z plastovych bunék (mantle-cell lymphoma, MCL),
folikularni lymfom (FL), leukémie z vlasatych buné€k, difuzni velkobunétny lymfom
(DLBCL) a Burkittiv lymfom. Typt NHL existuje velké mnozstvi, zde jsou uvedeny
pouze vybrané z nich. Nejcast¢jSim typem B-NHL je DLBCL, tvoftici az 30 % piipadi.
U vétSiny pacientd dochazi k rychlému zvétSovani tumoru, casto s lokdlnimi i
systémovymi ptiznaky jako jsou horeCka, poceni a hubnuti. (cancer.gov; Biichler &

kolektiv, 2017)

Pro 1écbu B-NHL jsou vhodné ctyfi preparaty ze schvalenych CAR-T lymfocyti.
Uginnost pripravku Yescarta byla ovéfena multicentrickou studii ZUMA-1. Do studie
bylo zatfazeno 111 pacientl s relabujicim/refrakternim agresivnim B-NHL. Preparat byl
podan 101 pacienttiim (77 s diagn6zou DLBCL) ve véku 23-76 let, s medianem 58 let.
Kompletni remise dosahlo 54 % a celkova mira pfeziti po 18 mésicich byla 52 %
(Locke et al., 2017). U¢innost piipravku Kymriah byla ovéfena studii JULIET. Terapie
probéhla u 111 pacientd ve véku 22-76 let s medianem 56 let, kdy celkové remise
doséhlo 40 %. (Schuster et al., 2019). U dalSiho pouzivaného preparatu Breyanzi, byla
ucinnost ovéfena studii TRANSCEND, kde bylo hodnoceno 269 pacienti s celkovou
remisi 53 % (Abramson et al., 2018). Posledni preparat Tecartus je vyuzivan pii 1€cbé
relabujiciho/refrakterniho MCL. Pfi studii ZUMA-2 bylo 1é¢ivo podano 67 pacientl ve
véku 38-79 let s medianem 65 let. Kompletni remise dosahlo 67 % pacientli a po 12
mésicich sledovani byla remise pozorovdna u 57 % z nich. VSechny tyto preparaty jsou
cileny na antigen CD19, dalsi studované cilové antigeny proti B-NHL jsou CD?20,
CD30, CD37, CD38. (Marofi et al., 2021)
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6.3.4 MM

MM je hematologické nadorové onemocnéni postihujici kostni dfen, zplsobené
proliferaci  termindlnich B lymfocyti — plazmatickych bun€k s produkci
monoklonalniho imunoglobulinu. Jedna se o druhé nejcastéjsi hematologické nadorové
onemocnéni a piedstavuje 1 % vSech nadorti. V dobé diagnozy je median véku mezi 65-
70 lety, postizena je tedy zejména star$i populace. Mezi nejCastéjsi piiznaky
onemocnéni patii bolesti kosti, které se vyskytuji asi u 80 % pacienti. Mezi dalsi
priznaky jsou fazeny Castéjsi infekce, inava, zhorSena funkce ledvin, slizni¢ni krvéceni,
poruchy zraku a dal$i. Pfi laboratornim vySetfeni je nalézano poskozeni kostni diené se
zmnozenim plazmocytii. K urceni diagndézy je potieba prokazat alespon 10 %
klonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni, monoklonalni protein v séru nebo moci
(s vyjimkou nesekrecniho typu MM) a prokazani posSkozeni organti ¢i tkani myelomem.
MM je jiz povazovan za vylécitelné onemocnéni, ov§em pouze u malé ¢asti nemocnych,

problémy ¢ini ¢asté a opakované relapsy. (Biichler & kolektiv, 2017; Penka et al., 2011)

K terapii pomoci CAR-T lymfocytt se pfistupuje az ve chvili relabujiciho/refrakterniho
MM. Ve svéte jsou momentaln€ schvaleny dva klinické preparaty CAR-T lymfocytii na
1écbu MM u dospélych, konkrétné Abecma (G€inna latka Idecabtagen vicleucel) a
Carvykti (a¢inna latka Ciltacabtagen autoleucel). Cilovym antigenem je BCMA, ktery
je exprimovan pouze na plazmatickych buitkach a B lymfocytech. Uginnost CAR-T
lymfocyti pifi 1ébé MM byla ovéfena mnoha studiemi. Prikladem mulze byt
metaanalyza z roku 2020 publikovana autory Roex et al. U 640 pacientli bylo pouZito
23 ruznych produkti BCMA CAR-T lymfocyti. Celkova cetnost odpovédi byla 80,5 %
a celkova remise byla pozorovéana u 44,8 %. Metaanalyza byla sestavena z 27 studii od

roku 2015 do roku 2020. (Roex et al., 2020)

Existuji studie, které se zabyvaji moZnym pouzitim dalSich antigenli, kromé& antigenu

BCMA, naptiklad antigenii CD38, CD19, CD138 a dalsich. (Teoh & Chng, 2021)

6.3.5 Solidni nadory

Solidni nadory jsou nadory vytvarejici abnormalni pevna loziska tvofena nadorovymi
buitkami, obvykle neobsahuji cysty nebo tekutinu. Rizné typy solidnich nédort jsou

pojmenovany podle typu bunék, z kterych nador vznikl, napiiklad: sarkomy, karcinomy

34



epitelovych bunék, naddory mozku, nervi, a dalsi. Jsou tedy opakem hematologickych

malignit, které solidni nddory nevytvareji. (NCI,cancer.gov)

Umisténi solidnich nadort v téle je pro 1é€bu pomoci CAR-T lymfocyti komplikaci. U
hematologickych malignit jsou nadorové buiiky individualné rozptyleny v krevnim
fecisti a kostni dfeni, coz €ini interakci s nimi jednodus$si. U solidnich nadort dochézi
Casto k menSimu prokrveni, tim je pfistup zkrevniho obéhu zkomplikovan a
prostoupeni nddorovou masou muze byt pro CAR-T lymfocyty nemozné. DalSim
problémem je vyskyt siln¢ inhibi¢niho mikroprostiedi. Nékteré chemokiny produkované
solidnimi nadory brani CAR-T lymfocytim v pohybu a infiltraci k nadorovym lézim,
dochazi zde také k vysoké expresi inhibi¢nich molekul, které znesnadnuji aktivaci
imunitniho systému. Velkym problémem je také vybér vhodného cilového antigenu,
jehoz exprese je u solidnich nddorG velmi heterogenni. Z téchto divodil je tézké
naleznout antigen, ktery je exprimovan homogenné v celém nadoru napii¢ mnoha
pacienty a co nejméné na bunikach zdravych. A proto, ze vSech vyse zminénych diivodd,
v dnesni dobé¢ stale neexistuji CAR-T lymfocyty schvalené pro 1écbu solidnich nadori.

(Ma et al., 2019)

Navzdory témto problémim probihd mnoho klinickych a preklinickych studii, kdy se
vyzkumnici snazi najit zpisoby vyuziti CAR-T lymfocytt pii 1écbé solidnich nadora.
Naptiklad jsou zkoumény strategie zaméfené na nadorové mikroprostiedi, rizné
varianty cilovych antigenil, lokalni podani bunék, metabolické modifikace CAR-T
lymfocytli a dalSi. Tfeba zvySeni terapeutického dosahu terapie je mozné dodanim
CAR-T lymfocytt lokalné do mista nadoru namisto systémového podani. Autoii Katz et
al. podavali CAR-T lymfocyty lokdln¢ do pobfiiSnice pacientim s kolorektalnim
karcinomem s metastdzami v pobfiSnici. Uvedli, Ze tato metoda vedla ke zvySené

protinddorové aktivité. (Katz et al., 2016)

6.3.6 Aktualni vyuZiti v CR

V CR jsou k tinoru 2023 registrovany tii schvalené anti-CD19 CAR-T preparaty pro
klinické pouziti: Kymriah, Yescarta a Tecartus. Kymriah (Novartis, Irsko) byl schvalen
23.8.2018, je indikovan klécb¢é relabujici/refrakterni B-ALL u dé&ti a mladych
dospélych, relabujici/refrakterni DLBCL a FL. Obsah zivotaschopnych CAR-T
lymfocytl v jedné 1é¢ebné davce je 1,2 x 10° az 6 x 10°. Piipravek Yescarta (Kite

Pharma, Nizozemsko) byl schvalen 23.8.2018, k podéani je indikovan u dospélych
35



pacientl s relabujici/refrakterni DLBCL a FL, v zavislosti na hmotnosti pacienta je
v piipravku obsazeno 0,4 — 2 x 10* bunék (2 x 10%kg). Posledni schvéaleny Tecartus
(Kite Pharma, Nizozemsko) byl schvalen 14.12.2020. Indikovdn je pro
relabujici/refrakterni ALL a MCL u dospélych. V piipravku je obsazeno 0,4 — 2 x 10®
bunék CAR-T lymfocytii. (SUKL)

Na tizemi CR je k terapii certifikovano $est pracovist: FN Motol, FN Brno, FN Hradec
Kralové, VEN Praha, FN Plzefi, FN Ostrava a Ustav hematologie a krevni transfuze
(UHKT), z toho pouze ve FN Motol je mozné podani u déti. Lécba prvniho pacienta
CAR-T lymfocyty v CR probéhla v zaii roku 2019 ve FN Brno. U 48letého pacienta
s DLBCL bylo po neuspéiné standartni 16¢bé podano 1é¢ivo Yescarta. V CR je 1é&ba

hrazena z vetejného zdravotniho pojisténi. (FN Brno, 2019)
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6.4 NeZadouci ucinky a komplikace

Utinnost terapie CAR-T lymfocyty u hematologickych malignit byla klinickymi
studiemi prokazana, Casto je ovSem doprovazena specifickymi Zivot ohrozujicimi
nejcastéjSi patii syndrom uvolnéni cytokinii (CRS, cytokine release syndrome),
neurologicka toxicita, poruchy koagulace a B buné¢na aplazie. Komplikaci 1é¢by je také

velkd finan¢ni nakladnost a problémy spojené s logistikou vyroby.

6.4.1 Syndrom uvolnéni cytokinii

CRS je nejcastéjsi zavaznou toxicitou. Jedna se o systémovou zanétlivou reakci, kterd je
charakterizovana vysokymi horeCkami, hypotenzi, hypoxii, srdecni dysfunkci, tnavou a
bolesti hlavy. Prvnim pfiznakem byva horecka, ktera se mlze objevit za hodiny az dny
(az na ojedinglé ptipady nejdéle do 14 dnl) po aplikaci infuze CAR-T lymfocytu.
Toxicita byva Casto reverzibilni a ¢asto odezni sama (Brudno & Kochenderfer, 2019).
Patogeneze nebyla zatim zcela objasnéna, avSak vysledky probehlych experimentalnich
studii pfinaSeji nasledujici moZzné mechanismy. Po aktivaci CAR-T lymfocyti dochazi
k ¢etnému uvolnovani cytokini IL-6, IL-10, TNF-a, GM-CSF a IFN-y, ty potom
indukuji CRS. Dale je uvoliiovano vysoké mnozstvi cytokini (TNF-a) z lyzované
nadorové bunky, tyto cytokiny vstupuji do krevniho fecisté a aktivuji endotelidlni
buiiky. Také dochédzi k aktivaci makrofagh pomoci IFN-y, aktivované makrofagy
nasledné uvoliiuji nekolik cytokini, ty aktivuji endotelidlni buiiky, které¢ uvoliuji IL-6.

(Miao et al., 2021)

U pacientl rozliSujeme rtizné stupné CRS, podle toho se také nésledné odviji 1éCba.
CRS 1. stupné je léceno symptomaticky, CRS 2. stupné je 1é€eno symptomaticky a
podplirnou 1écbou, u pacientd s vaznéj§imi komplikacemi byvaji podavéana
imunosupresiva, u CRS 3. a 4. stupné¢ probiha podpirna 1é¢ba a podavani
imunosupresiv, tocilizumab a glukokortikoidy jsou vyuzivany nejcastéji. Tocilizumab je
pii CRS lékem prvni volby, funguje na principu blokovani receptoru IL-6. Stupeiit CRS
je mozno stanovit i na zakladé laboratorniho vySetfeni C reaktivniho proteinu (CRP) a

feritinu (Miao et al., 2021). Toxicitu mize predpovidat i velikost nddorové masy. Studie

zjistily, ze u pacientl s vysSi nddorovou zatézi je Castéjsi vyskyt zanétlivych toxicit a
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také pfeziti je v porovnani s pacienty s niz8i nadorovou masou kratsi. (Hay et al., 2017;

Park et al., 2018)

Bezpecnost CAR-T piipravkil je mozné ovlivnit vyrobnim procesem. Piikladem mutze
byt selekce CD4 a CD8 T lymfocyti po aferéze. Z leukoferetického produktu jsou
vyselektovany pouze subpopulace T lymfocyti CD4+ a CD8+, z kterych je nasledné
preparat CAR-T lymfocytd vyroben. Tento proces ma za nasledek zvyseni ucinnosti
CAR-T lymfocyta, ale bohuzel také dochézi ke zvySeni zanétlivé toxicity, coz zplisobuji
zejména CD4+ T lymfocyty, avSak v kombinaci s CD8+ T lymfocyty dochazi k niZsi
toxicit¢ bez snizeni protinadorové aktivity. DalSim faktorem, ktery ovliviiuje CRS, je
mnozstvi podané davky CAR-T lymfocytii. Snizeni davky koreluje se zmirnénim rizika

CRS. (Bove et al., 2023; Shah et al., 2020)

Jedna z metaanalyz slozend ze 60 studii s 913 Ucastniky uvadi vyskyt CRS u 55,3 %
pacientt. (Grigor et al., 2019)

6.4.2 Neurologicka toxicita

Neurotoxicita je dalSi systémovou zanétlivou toxicitou, kterou mohou byt pacienti
1é¢eni CAR-T lymfocyty postizeni, jedna se o druhy nejcastéj$i nezadouci ucinek. Jako
symptomy se mohou vyskytovat bolesti hlavy, delirium, zachvaty a mozkovy edém.
piiznaky se objevuji do 72 hodin. Zavazna neurologicka toxicita je spojena s vyssi
hladinou CRP v krvi (Rivera et al., 2020). Neurotoxicita je také zndma jako Immune
Effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome (ICANS). Casto se vyskytuje
soucasn¢ s CRS, ale nezavisly vyskyt je také mozny. Patogeneze nebyla zatim zcela
vysvétlena, studie poukazuji na mozné souvisejici faktory: zvySené hladiny IL-1, IL-6,
IL-15, TNF-a a IFN-y v krvi koreluji se zavaznosti ICANS. Diky aktivaci endotelovych
bun¢k dochazi ke zvySeni permeability hematoencefalické bariéry, tim je umoznéno
cytokintim v krvi vstupovat do mozkomisniho moku, coz podporuje rozvoj ICANS, dale
mohou 1 CAR-T lymfocyty vstupovat do mozkomisniho moku a poSkozovat CNS (Miao
et al., 2021). Terapii prvni volby jsou kortikosteroidy. Pii pouziti 1é¢iva tocilizumab u
ICANS byla prokdzana hor$i ucinnost nez u CRS, divodem miiZze byt Spatna
prostupnost 1éku pies hematoencefalickou bariéru a naopak zvySena permeabilita pro

IL-6 (Brudno & Kochenderfer, 2019). Tocilizumab mtze dokonce projevy ICANS
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zhorsit, coz prezentuje studie ZUMAB-1, kdy byl 1€k podavan pacientim s B-NHL a

nasledné dochézelo ke zhorseni ptiznaki. (Neelapu et al., 2017)

Jedna metaanalyza uvadi primérny vyskyt ICANS u pacienti léCenych CAR-T
lymfocyty 37,2 % (Grigor et al., 2019), dalsi uvadi incidenci 21,7 % (Cao et al., 2020).

6.4.3 B lymfocytarni aplazie

Pti pouziti anti-CD19 CAR-T lymfocytl dochéazi k ptsobeni i na zdravé B lymfocyty,
coz vede k aplazii B lymfocytl. U pacienti se rozviji hypogamaglobulinémie a jsou
vice nachylni k infekcim. Lécba probiha podavanim infuzi gamaglobulinti a prevenci
infekci. Aplazie B lymfocyt mize ptretrvavat rok, ale i déle, do vymizeni CAR-T
lymfocytli z organismu. Aplazie B lymfocytl tedy miize slouzit jako marker pro
monitorovani aktivity CD19 CAR-T lymfocyti v pribéhu casu (Miao et al., 2021).
HIaseni Cetnosti B lymfocytarni aplazie neni uvadéno u vsech studii, autoti Grigor et al.
pii své metaanalyze zaznamenali tento neZadouci G¢inek u sedmi studii s perzistenci od

jednoho mésice do Ctyft let. (Grigor et al., 2019)

6.4.4 Dalsi nezadouci ucinky a komplikace

Mezi dalSi méné béZné nezadouci ucinky spojené s terapii CAR-T lymfocyth patii
napfiklad anafylaxe, infekce spojené s infuzi, syndrom rozpadu nadoru (TLS, tumor

lysis syndrome), poruchy koagulace a cytopenie.

VétSina CAR konstruktd obsahuje nehumanni prvky, které mohou byt rizikem pro vznik
alergickych reakci, alergie ovSem nejsou Casté a anafylaxe byly zaznamenany pouze pfi

opakovaném podani infuze CAR-T lymfocytt. (Schubert et al., 2021)

K TLS dochazi po lyze velkého mnoZstvi nddorovych bunék, casto v dasledku
lymfodeple¢ni chemoterapie nebo pii podani CAR-T lymfocyt. Jedna se o Zivot

ohroZujici stav s rizikem arytmie a selhanim ledvin. (Miao et al., 2021)

Koagula¢ni dysfunkce jsou relativné castym nezddoucim ucinkem, vyskytuji se
priblizn¢ u 51-56,6 % pacientii 1é¢enych CAR-T lymfocyty v obdobi 6-20 dni po
infuzi. Jedna se predevsim o zvySené hodnoty D-dimert, prodlouzeny protrombinovy

¢as, snizeny fibrinogen a trombocytopenii. Zavaznost koreluje se stupném CRS.

(Y. Wang et al., 2020)
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6.5 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je imunochemicka laboratorni metoda, kterd diagnostikuje optické
a fluorescencni vlastnosti bunék. Je vyuzivana jak v klinické praxi, tak ve vyzkumnych
laboratotich. Vyhodou metody je citlivost, pfesnost a také moznost méfit velky pocet
bun¢k za kratky casovy usek, az 100 000 castic za sekundu (Preffer & Dombkowski,
2009). U detekovanych bun€k je mozné analyzovat jejich pocet, velikost, vnitini
strukturu a fluorescenci. Nejvice je metoda vyuzivana v klinické imunologii,
hematoonkologii, nadorové biologii a molekuldrni biologii. (Preffer & Dombkowski,

2009)

Pritokovy cytometr je sloZen ze tii ¢asti: fluidiky, optiky a elektroniky. Fluidni systém
ma na starosti transport ¢astic ze suspenze. Castice jsou unaseny nosnou kapalinou a
nasledné dochdzi k hydrodynamické fokuzaci, diky které jsou cCéstice pii méfeni
sefazeny jedna za druhou. Opticky systém se skldda z excitaéni a sbérné optiky.
Zdrojem monochromatického zafeni byvaji nejcastéji lasery, kterych je v pfristroji
cytometru je elektronika, kterd ma na starosti monitorovani a fizeni celého cytometru.
Pomoci fotodetektori dochazi k pfeméné svételného signdlu na méfitelny elektricky

impuls. (Marinov, 2008)

Jednim z métenych parametri je rozptyl svétla, ktery je detekovan ve dvou uhlech:
ptimy rozptyl (FSC, forward scatter) métici velikost bunék a bo¢ni rozptyl (side scatter,
SSC) vypovidajici o vnitini struktufe buiniky. Dale je méfeno fluorescenéni zafeni o
specifické vinové délce. Vysledek je zaznamenavan graficky ve formé histogramu (osa
X intenzita signdlu, osa y ¢etnost) nebo scattergramu, kdy jsou na ose x data z FSC a na
ose y data z SSC ¢i ve formé ,,dot plotu, kde se na obou osidch nachazi intenzita
fluorescenéniho signalu, pifipadné se na jedné ose nachazi intenzita fluorescen¢niho

signdlu a na druhé ose mira FSC ¢i SSC signalu. (Chattopadhyay & Roederer, 2012)

6.5.1 Priitokova cytometrie v klinické hematologii

V klinické hematoonkologii je velkéd ¢ast pouziti zaloZzena na imunofenotypizaci, tedy
na stanoveni pfitomnosti specifickych markertt (CD znakd) na povrchu, v jadie c¢i

cytoplazmé bunék. Pfed méfenim je nutné vzorek inkubovat se znacenou monoklonalni
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protilatkou, na které je navazano fluorescenéni barvivo (fluorofor). Nésledné¢ dochézi
k vazbé protilatky na cileny CD znak. DalSim krokem je lyza erytrocyti a nakonec
dochazi k odstranéni lyzovanych erytrocytii a nenavdzanych protilatek. Fluorofor
vydava zéfeni o specifické vinové délce. Na zdkladé interakce s paprskem laseru je
zafeni detekovano vhodnym detektorem. Pro stanoveni vice typl parametri z jedné
buiiky je vyuzivano vice monoklonalnich protilatek s riznym typem fluorochromu

vydavajicich signaly s odlisSnymi vinovymi délkami. (Marinov, 2008)

Obrazek 4: schéma pritokového cytometru

bunééna optickeé filtry .
suspenze ;
polopropustna \
zreadla — ¥
nosna \\- 2 /
kapalina 1 | 4 %
¢ / ’A \detektory
fluorescenci
SS detektor
% FS detektor

Zdroj: ptevzato https://www.myeloma.cz/res/file/2016-zivot-s-mm/6-rihova-Prutokova-
cytometrie.pdf
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Charakteristika sledovaného souboru

Sledovani CAR-T lymfocytl v ¢ase probihalo u sedmi pacientd, tii Zen a Ctyf muzd,
kteti se 1é¢ili ve FN Hradec Kralové s diagn6zou DLBCL, dostavali terapii CD19 CAR-
T lymfocytt. Pacienti byli ve v€ku od 51 let do 73 let (v dobé podani ptipravku).
VSsichni méli diagné6zu DLBCL, péti pacientim byl podan preparat Kymriah (Novartis,
Irsko) a dvéma pacientiim preparat Yescarta (Kite Pharma, Nizozemsko). Nezadouci
ucinky ve form¢& CRS se neobjevily pouze u pacienta ¢. 7, ICANS nebyl zaznamenéan u

pacientll ¢. 5, 6 a 7. Relaps se objevil u tfi pacientl. Pacient ¢. 2 v pritbchu terapie

zemiel.

Tabulka 2: zakladni informace o pacientech

Pacient Pohlavi Rocnik diagnoza preparat Relaps

¢.1 Muz 1961 DLBCL Kymriah Ne

¢.2 Muz 1970 DLBCL Yescarta Ano, D+86
¢.3 Zena 1954 DLBCL Kymriah Ne

¢.4 Muz 1952 DLBCL Yescarta Ano, D+120
¢.5 Zena 1948 DLBCL Kymriah Ne

c.6 Zena 1950 DLBCL Kymriah Ano, D+11
¢.7 Muz 1959 DLBCL Kymriah Ne

Cislovani pacientl je ndhodné a slouzi pouze pro anonymizaci a piehlednéjsi prezentaci

vysledk
Tabulka 3: dalsi informace o pacientech
Pacient Stupen CRS toxicity | Stupen ICANS toxicity Vytézek CD3+(10%/1) z aferézy
c.1 2 3 12,74
¢.2 2 4 11,44
¢.3 1 3 6,01
c.4 1 3 25,51
¢.5 2 0 4,46
c.6 2 0 7,60
c.7 0 0 19,43

42




7.2 Metodika

7.2.1 Zpracovani vzorku

Pacientim byly odebrany vzorky plné krve do zkumavky s protisrazlivym cinidlem
K3EDTA. Krev byla dopravena do laboratofe a nasledné¢ zpracovana pro méfeni na

pratokovém cytometru.

Pro stanoveni subpopulace lymfocyta byla pouzivana zkumavka s predem ptipravenymi
su$enymi reagenciemi (tabulka ¢. 5) vyrobena firmou Exbio (Praha, CR). Pro stanoveni
CAR-T lymfocytl se vyuzivalo pifimé detekce pomoci protilatky antiFMC63 scFv od
firmy Acro Biosystems (Newark, DE USA). Jedna se o monoklonalni mysi protilatku
izotypu IgG1/kappa, kterd je specificka proti FMC63. (ACROBiosystems, n.d.)

Tabulka 4: sloZeni suSenych reagencii ve zkumavce firmy Exbio

Fluorochrom PerCP-Cy5.5 APC-Cy7
Specificita  |cp20 CcD45 CD4 CD19 CD3 cD8
Katalogové

ED7180-1 [ED7094-1 ED7199-1 |ED7133-1 |[ED7162-1 [ED7109-1
Cislo
Klon 2H7 2D1 MEM-241  [LT19 UCHT1 |MEM-31

Do zkumavky se suSenymi protilditkami bylo pfidano 5 ul protilatky antiFMC63,
nasledné bylo pfidano 100 ul pacientovy plné krve, obsah zkumavky byl tadné
zvortexovan a nasledn¢ se vzorek nechal inkubovat patnact minut ve tmé pii laboratorni
teploté. Po uplynulém ¢ase byl vzorek zlyzovan 600 ul lyza¢niho roztoku. Po dalSich
deseti minutach byl vzorek promyt na centrifuze pii 1100 otackach Sest minut, poté
doslo ke sliti supernatantu, protiepani peletu a doplnéni 200 ul fyziologického roztoku.
Timto byl vzorek pfipraven k méfeni na pritokovém cytometru Navios 10 (Beckman

Coulter, Miami FL,USA).

7.2.2 Metodika zpracovani dat

Nameétena data z pritokového cytometru byla zpracovana v programu Kaluza C 1.1

(Beckman Coulter), kde byl vytvoien protokol pro méfeni CAR-T lymfocyti.

Naméiené vysledky jsou zobrazeny pomoci dot plotli, kdy jsou na ose x a y rizné

sledované parametry. UrCuje se pozitivita ¢i negativita sledovanych znakl, na ose x
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roste pozitivita smérem doprava a na ose y smérem nahoru. Lymfocyty na svém
povrchu exprimuji znak CD45 a také maji nizkou granularitu. T lymfocyty exprimuji
znak CD3, Th lymfocyty CD3 a CD4, Tc lymfocyty CD3 a CD8, B lymfocyty CD19 a
CD20. Pro ziskani informaci o poc¢tu bunék je potfeba sledovanou populaci oznacit,

vytvofit,,gate”. PocCty bun¢k zagatované populace jsou uddvany v procentech.

Nejdiive byly pomoci parametrii velikosti a granularity bun¢k gatovany leukocyty,
ze kterych byly nésledné hodnoceny lymfocyty sledovanim exprese znaku CD45 a
velikosti bun¢k. Z lymfocyti byly hodnoceny nasledujici parametry: T lymfocyty byly
gatovany pomoci exprese znaku CD3 a velikosti buné€k, Th lymfocyty pozitivitou znakt
CD4 a CD3, Tc lymfocyty pozitivitou CD8 a CD3. CAR-T lymfocyty byly sledovany
z raznych zdrojovych populaci pomoci protilatky proti FMC63 scFv. Naptiklad CAR-T
lymfocyty z T lymfocyth byl ureny z populace T lymfocytd pii sledovani pozitivity
protilatky antiFMC63 (osa x) a znaku CD3 (osa y), stejnym principem probihalo
hodnoceni ostatni populace CAR-T lymfocyta.

Grafy byly vytvofeny pomoci programu Microsoft Excel. Grafy zobrazuji pozorovani
populace CAR-T lymfocytl v Case, kdy je na ose x vynesen datum podani v pfepoctu na
dny (D) od prvni aplikace CAR-T lymfocytl ve formatu D+x. Na ose y je procentudlni
zastoupeni dané populace. U grafti jednotlivych pacientl je vzdy zobrazena populace
CAR-T lymfocyta a populace, ze které byly CAR-T lymfocyty pocitany. U graft, kde
jsou zaneseni vSichni pacienti v ¢ase, je na ose y vyjadien pocet dni od aplikace ve
formatu jednoho dne od aplikace (D+1d) a nasledné v tydnech od aplikace (D+xt) a

mesicich od aplikace (D+xm) z diivodu rozdilného odbéru u pacienti.
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8. VYSLEDKY

8.1 Dynamika expanze CAR-T lymfocytit

Obrazek 5: dynamika expanze CAR-T lymfocytii
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Na obrazku ¢. 5 jsou zobrazeny grafy z programu Kaluza, ve kterém byla zpracovana
data z prutokového cytometru. Jednd se o hodnoceni CAR-T lymfocytl z populace
T lymfocytd u stejného pacienta (pacient ¢. 5), kdy na ose x byla sledovana protilatka
antiFMC63 a na ose y znak CD3 . U kazdého dot plotu je v levém dolnim rohu uveden
pocet dni od aplikace preparatu. Tyto obrazky demonstruji expanzi CAR-T lymfocyt

v Case, pro lepsi znazornéni byla data pfevedena do grafu (graf €. 2).

Graf 18: dynamika expanze CAR-T lymfocytit
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'."L
., Q?‘"'T:!.F
et D@

"

H

CAR-T lymfocyty (%2 T lymfocytd)
m B
Ef%

O+1 O+8 D+15 D+29 D+43 D+59

V prvni fazi dochéazi k rychlému nardstu pocétu CAR-T lymfocytli, obdobi expanze,
které probihéd od prvniho dne podani do ptiblizn€ jednoho az dvou tydnii od podani, zde
je vrchol 8. den od podani. Déle nésleduje faze, kdy pocet CAR-T lymfocytl rychle
klesa a jako posledni faze nasleduje obdobi, kdy pocet CAR-T lymfocytd postupné
klesa v pribéhu mésict, neboli obdobi perzistence. Dynamika expanze CAR-T
lymfocyti miize byt u kazdého pacienta variabilni. Zdrojem pouzitych terminti k popisu

dynamiky CAR-T lymfocytii byla prace autorti Peinelt et al., 2022.
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8.2 Pacient C. 1

Tabulka 5: vysledky pacienta ¢. 1

Lymfocyty | Tlymfocyty | B lymfocyty | Thlymfocyty | Tclymfocyty | Leukocyty Abf°|um"
Den po pocet
L (w2 (% z (% z (% z (% z (% z -
aplikaci . . . . A .. bunék na
leukocyttl) | lymfocyt) | lymfocytt) lymfocytti ) lymfocytti) materialu) ul krve
D+1 5,37 98,06 0 62,49 34,30 1,59 0,10
D+8 35,72 99,18 0 58,65 39,84 2,97 340
D+14 64,92 97,91 0 59,27 38,23 3,22 439,50
D+22 61,05 97,64 0 56,76 40,32 2,45 279
D+29 71,69 93,77 0 53,17 40,06 2,42 256,60
D+85 39,00 96,59 0 57,34 38,87 2,42 44,50
Den po CAR-T lymfocyty CAR-T lymfocyty z | CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty z Tc CAR-T lymfocyty
aplikaci | z lymfocytti (%) T lymfocytt (%) lymfocytt (%) lymfocytt (%) z leukocytti (%)
D+1 0,20 0,20 0,27 0,07 0,01
D+8 24,62 24,82 27,57 20,91 9,17
D+14 21,92 22,39 25,04 18,48 14,68
D+22 18,63 19,07 22,44 14,46 11,98
D+29 15,61 16,65 21,13 10,98 11,16
D+85 4,67 4,86 5,92 3,36 1,87

Graf 19: pacient ¢. 1, CAR-T lymfocyty z lymfocytit — relativni hodnoty
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Graf 20: pacient ¢. 1, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 21: pacient ¢. 1, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytit — relativni hodnoty
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U pacienta €. 1 byla zaznamenana klasickd dynamika expanze CAR-T lymfocyti. Po
prvnim dnu po aplikaci piipravku Kymriah bylo v krvi pacienta prokdzdno minimalni
mnozstvi CAR-T lymfocyti, nasledovala vyraznid expanze v osmém dnu od aplikace,
kdy CAR-T lymfocyty z riznych populaci doséhly svého vrcholu a béhem nésledujicich
tydnii dochazelo k postupnému poklesu, posledni zaznamenand hodnota byla v 85. dnu
od aplikace, kdy bylo zaznamenano 4,67 % CAR-T lymfocytl z populace lymfocyth

(graf ¢.1), byl tedy pozorovan pokles o 20 % z nejvyssi zaznamenané hodnoty.
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8.3 Pacient C. 2

Tabulka 6: vysledky pacienta C. 2

Lymfocyty | T lymfocyty | B lymfocyty | Thlymfocyty | Tclymfocyty | Leukocyty | Absolutni

Den po - .
aplikaci (% z (% z (% z (% z (% z (% z pocet bunék

P leukocytti | lymfocyt) | lymfocytt) lymfocytti) lymfocytti) materialu) | na ulkrve
D+1 0,05 95,65 0 86,96 4,35 2,03 0
D+10 7,20 97,60 0 30,24 66,80 2,38 921
D+23 7,76 95,64 0 10,43 77,53 1,92 63
D+37 46,69 19,67 0 6,02 11,04 2,81 46
D+42 21,01 15,58 0 5,37 8,23 6,24 13
Den po CAR-T lymfocyty | CAR-T lymfocyty zT | CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty CAR-T lymfocyty
aplikaci z lymfocytt (%) lymfocyti (%) lymfocyti (%) z Tc lymfocyti (%) z leukocytti (%)
D+1 8,70 9,09 10,00 0 0
D+10 57,64 59,04 49,02 64,64 4,30
D+23 44,39 46,41 17,03 50,36 3,53
D+37 4,30 21,88 19,75 20,04 1,87
D+42 1,17 7,49 6,69 6,82 0,23

Graf 22: pacient ¢. 2, CAR-T lymfocyty 7 lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 23: pacient ¢. 2, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty

CAR-T lymfocyty z Th lymfocytt

100
90 86,96
80
70
60
50
40
30

20 17,03

10
10 6.02 669

o 10,43 5,37
D+1 D+10 D+23 D+37 D+42

Dny od aplikace CAR-T lymfocytt

49,02

19,75

Th lymfocyty (% z lymfocytd),CD4+ CAR-T lymfocyty
(% z CD4+ T lymfocyta)

e Th |ymfocyty CAR-T lymfocyty z Th lymfocyta

Graf 24: pacient ¢. 2, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytii — relativni hodnoty
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U pacienta ¢. 2 je dynamika expanze CAR-T lymfocytl v ase povétSinou klasicka.
Prvni den po aplikaci bylo detekovano malé mnozstvi CAR-T lymfocyti a nasledovala
vyrazna expanze desaty den od aplikace. Obdobi rychlého poklesu nastalo az 23. den od
aplikace a nasledovalo obdobi perzistence CAR-T lymfocytd. Vyjimku v dynamice
tvoii CAR-T lymfocyty z populace Th lymfocytl, kde doslo k rychlému poklesu uz od
desatého dne od aplikace a dokonce mezi 23. a 37. dnem od aplikace doslo k nartistu o
2,72 % a nasledn¢€ opét doslo k poklesu bun¢k. Zajimavy byl také pocet lymfocytu,
ktery byl z pocatku velmi nizky a vysSich hodnot bylo dosazeno az 37. den od podani
pfipravku. V desatém dnu od aplikace bylo zastoupeni CAR-T lymfocyti z populace
lymfocyt 50 %. Pacient byl sledovan do 42. dne od aplikace, 86. den od aplikace byl u
pacienta zjistén relaps onemocnéni, dal$i sledovani nebylo mozné z divodu umrti

pacienta (100 dni od podani).
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8.4 Pacient ¢C. 3

Tabulka 7: vysledky pacienta ¢. 3

D Lymfocyty | Tlymfocyty | Blymfocyty | Thleukocyty | Tcleukocyty | Leukocyty | Absolutni

en po . .

aplikaci (% ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (%z 3 pocet bunék
zleukocytdi | lymfocytt) lymfocyti) lymfocytt) lymfocytt) materialu) | naulkrve

D+1 2,50 94,96 X 30,40 59,35 0,72 0,46

D+8 61,47 96,37 X 49,24 36,98 0,62 28,50

D+17 16,08 91,82 X 50,30 30,46 6,19 168

D+29 29,91 87,79 X 39,56 39,78 5,15 24

D+57 69,63 92,52 X 25,77 58,15 6,42 31,50

D+85 21,28 92,91 X 38,24 49,14 7,38 2,10

D+113 | 25,06 91,88 0 39,25 50,38 4,73 10

D+176 | 27,89 92,35 0 42,45 47,94 4,05 12

D+267 | 23,17 89,11 0 32,86 55,13 6,54 10

D+358 | 28,85 90,17 0 43,06 4414 8,23 16,20

Den po | CAR-T lymfocyty | CAR-T lymfocytyz T CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty zTc | CAR-T lymfocyty

aplikaci | z lymfocyti (%) lymfocyt (%) lymfocytt (%) lymfocytti (%) z leukocytti (%)

D+1 2,52 2,65 5,92 0,91 0,12

D+8 7,37 7,64 6,69 10,67 4,60

D+17 | 4,36 4,74 4,41 6,50 0,65

D+29 1,49 1,69 2,22 1,46 0,44

D+57 | 0,70 0,75 1,80 0,36 0,50

D+85 | 0,85 0,92 1,38 0,53 0,19

D+113 | 0,57 0,62 1,06 0,28 0,12

D+176 | 1,12 1,21 1,32 0,96 0,35

D+267 | 0,58 0,65 1,07 0,38 0,13

D+358 | 0,72 0,80 1,02 0,32 0,23

Graf 25: pacient ¢. 3, CAR-T lymfocyty 7 lymfocytii — relativni hodnoty

lymfocyty (% z leukocytt)
CAR-T lymfocyty ( % z lymfocytti)

80

70

60

50

40

30

20

10

D+1 D+8

CAR-T lymfocyty z lymfocyt(

69,63

1,49 0,7

28,85

0,85 0,57 1,12 0,58 0,72

D+17 D+29 D+57

D+85 D+113 D+176  D+267 D+358

Dny od aplikace CAR-T lymfocytt

lymfocyty CAR-T lymfocyty z lymfocytl

51




Graf 26: pacient ¢. 3, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 27: pacient ¢. 3, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytii — relativni hodnoty
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U pacientky €. 3 dosahovala expanze CAR-T lymfocyti nizsich hodnot. Prvni den po
podani piipravku bylo detekovano malé mnoZstvi CAR-T lymfocytli, v osmém dnu od
podani byla pozorovana expanze, ktera ovSem dosahovala spiSe nizSich hodnot,
nasledoval pokles CAR-T lymfocyti a od 29. dne od podani byla pozorovana
perzistence CAR-T lymfocytt. Posledni hodnoceni prob&hlo 358. den od aplikace, kdy 1
pfes niz8i hodnoty pii expanzi byly stidle CAR-T lymfocyty v krvi pozorovany.
Zajimavy byl pocet lymfocyti v ¢ase, kdy hodnoty lymfocytl nekorelovaly s hodnotami
CAR-T lymfocytd. Hodnoty lymfocyti v Case prudce stoupaly a klesaly, zatimco
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rozlozeni hodnot CAR-T lymfocytl mélo konstantni pribéh.
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8.5 Pacient C. 4

Tabulka 8: vysledky pacienta ¢. 4

Lymfocyty | Tlymfocyty | Blymfocyty | Thlymfocyty | Tclymfocyty | Leukocyty | Absolutni
Den po . .
aplikaci (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z 3 pocet bunék
leukocytti) | lymfocytl) | lymfocyt) lymfocytt) lymfocytti) materialu) | na plkrve
D+2 1,55 96,13 0 63,06 32,71 3,01 0
D+19 14,43 94,32 0 19,37 71,32 4,70 83
D+31 33,29 93,01 0 14,39 70,93 3,10 7
D+66 44,08 84,56 0 15,02 67,12 4,82 1,50
D+94 51,92 79,04 0 15,25 59,74 5,53 0,50
D+122 | 39,57 79,85 0 18,43 57,82 4,43 0,40
Den po CAR-T lymfocyty | CAR-T lymfocyty zT | CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty zTc | CAR-T lymfocyty
aplikaci z lymfocytt (%) lymfocyt (%) lymfocytt (%) lymfocyt(%) z leukocytti (%)
D+2 0,04 0,04 0 0,11 0,001
D+19 12,80 8,07 15,56 2,67 1,97
D+31 0,76 0,82 0,89 0,86 0,30
D+66 0,08 0,09 0,10 0,09 0,03
D+94 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
D+122 | 0,03 0,04 0,03 0,03 0,08

Graf 28: pacient ¢. 4, CAR-T lymfocyty z lymfocytit — relativni hodnoty
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Graf 29: pacient ¢. 4, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 30: pacient ¢. 4, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytit — relativni hodnoty
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Pozorovani dynamiky expanze CAR-T lymfocytl bylo u pacienta ¢. 4 klasické. Prvni
den od podani bylo pozorovano velmi malé mnozstvi CAR-T lymfocytli, nasledovala
expanze v 19. dnu od podani (vysledky zprvniho tydne nebyly k dispozici).
V nésledujicich dnech dochazelo k rychlému poklesu a od 31. dne od aplikace byla
pozorovana perzistence velmi nizkych hodnot CAR-T lymfocyti. Posledni hodnota byla
zaznamenana 122. den od aplikace, kdy bylo stale prokdzano velmi malé mnozstvi

CAR-T lymfocytt. I ptes tento fakt, doslo u pacienta 120. den od podani pfipravku k

relapsu.
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8.6 PacientC. 5

Tabulka 9: vysledky pacienta ¢. 5

Lymfocyty | Tlymfocyty | Blymfocyty | Thleukocyty | Tc leukocyty | Leukocyty | Absolutni
Den po - .
aplikaci (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z 3 pocet bunék
leukocytii) | lymfocyti) lymfocytti) lymfocytt) lymfocytti) materialu) | naplkrve
D+1 1,56 98,16 0 90,72 7,04 3,39 0,90
D+8 78,21 98,80 0 84,69 12,93 12,79 1570
D+15 80,75 97,54 0 84,99 11,98 9,89 820
D+29 42,82 96,75 0 82,48 13,35 11,64 270
D+43 59,48 96,42 0 84,38 11,34 8,59 170
D+59 58,98 94,70 0 83,11 11,11 7,88 109
D+87 60,01 94,13 0 83,95 9,50 6,43 45
D+115 | 54,16 94,88 0 82,45 11,57 7,09 40
D+150 | 45,99 90,71 0 79,56 10,34 6,49 18
D+185 | 38,78 95,28 0 82,69 16,93 5,93 15
D+283 | 39,45 94,72 0 84,09 15,31 4,09 9
D+374 | 33,37 88,65 0 75,25 12,62 5,99 5,60
Den po CAR-T lymfocyty CAR-T lymfocyty zT | CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty zTc | CAR-T lymfocyty
aplikaci | z lymfocyti (%) lymfocytt (%) lymfocyt (%) lymfocytt (%) z leukocytti (%)
D+1 1,48 1,51 1,54 0,57 0,04
D+8 15,31 15,49 14,91 20,07 12,68
D+15 10,25 10,50 10,80 8,25 7,64
D+29 5,15 5,32 5,48 4,21 2,29
D+43 3,59 3,72 3,76 3,31 2,20
D+59 2,31 2,44 2,48 2,18 1,37
D+87 1,32 1,40 1,41 1,10 0,73
D+115 | 1,05 1,11 1,11 1,02 0,58
D+150 | 0,74 0,82 0,80 0,64 0,25
D+185 | 0,57 0,86 0,91 0,60 0,32
D+283 | 0,58 0,61 0,60 0,60 0,22
D+374 | 0,27 0,31 0,28 0,26 0,11
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Graf 31: pacient ¢. 5, CAR-T lymfocyty 7 lymfocytit — relativni hodnoty
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Graf 32: pacient ¢. 5, CAR-T lymfocyty z Th lymfocytit — relativni hodnoty
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Graf 33: pacient ¢. 5, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytit — relativni hodnoty
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e T lymifoCyty e CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytt
U pacientky ¢. 5 byla opét pozorovana klasickd dynamika expanze CAR-T lymfocytt.
Prvni den po aplikaci bylo pozorovano malé mnoZzstvi CAR-T lymfocytl, nasledovala
vyrazna expanze v osmém dnu od podani. Obdobi rychlého poklesu CAR-T lymfocyti
probihalo do 29. dne od aplikace a nasledovalo obdobi perzistence. CAR-T lymfocyty
byly u pacientky stale detekovany i 374. den od podani ptipravku.
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8.7 Pacient . 6

Tabulka 10: vysledky pacienta C. 6

Lymfocyty | Tlymfocyty | B lymfocyty | Th lymfocyty Tc lymfocyty | Leukocyty | Absolutni
Den po N .
aplikaci (% z . (% z ] (% z ] (% z ] (% z ] (% z 3 pocet bunék
leukocytti) | lymfocyttl) | lymfocytt) lymfocytt) lymfocytt) materialu) | na plkrve
D+1 6,76 86,60 0 20,49 63,80 3,48 0,18
D+7 56,96 96,46 0 43,06 52,30 4,87 51,30
D+15 65,84 94,47 0 47,21 47,57 2,68 153,80
D+30 39,16 97,57 0 41,17 54,66 1,43 16,90
Den po CAR-T lymfocyty | CAR-T lymfocyty z T CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty zTc | CAR-T lymfocyty
aplikaci | z lymfocytti (%) lymfocyt (%) lymfocytt (%) lymfocytt (%) z leukocytti (%)
D+1 0,09 0,11 0,36 0,03 0,01
D+7 1,85 1,92 3,01 1,04 1,12
D+15 10,08 10,67 6,11 15,32 7,04
D+30 3,10 3,12 1,89 4,14 1,21

Graf 34: pacient ¢. 6, CAR-T lymfocyty 7 lymfocytii — relativni hodnoty

lymfocyty (% z leukocyttl)
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Graf 35: pacient ¢. 6, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 36: pacient ¢. 6, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytit — relativni hodnoty
CAR-T lymfocyty z Tc lymfocyt(
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Dynamika expanze CAR-T lymfocytl je u pacientky €. 6 odliSna pouze v posunuté
expanzi, jinak se opét podobd ostatnim pacientim. Prvni den po aplikaci bylo
pozorovano malé mnozstvi CAR-T lymfocytd, nejvysSich hodnot CAR-T lymfocyta
bylo dosazeno az 15. den od aplikace, kdy nasledovalo obdobi rychlého poklesu, obdobi
perzistence nebylo detekovano z divodu nizkého poctu sledovanych dni od aplikace,

pacientka byla sledovana pouze do 30. dne od aplikace.
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8.8 Pacient . 7

Tabulka 11: vysledky pacienta ¢. 7

Lymfocyty T lymfocyty B lymfocyty | Th lymfocyty Tc lymfocyty | Leukocyty | Absolutni

Den po . .
aplikaci (% z (% z (% z (% z (% z (% z pocet bunék

P leukocyti) lymfocytt) lymfocytt) lymfocytti) lymfocytti) materialu) | na pl krve
D+1 4,10 92,57 0 41,81 53,94 2,64 0,13
D+14 40,15 85,79 0 39,98 44,96 11,61 16,30
D+26 37,60 85,77 0 32,66 51,42 11,14 2,40
Den po CAR-T lymfocyty CAR-T lymfocyty zT | CAR-T lymfocyty zTh | CAR-T lymfocyty z Tc | CAR-T lymfocyty
aplikaci z lymfocytt (%) lymfocyti (%) lymfocyti (%) lymfocytt (%) z leukocytti (%)
D+1 0,12 0,13 0,19 0,07 0,01
D+14 0,39 0,45 0,17 0,69 0,12
D+26 0,04 0,05 0,02 0,07 0,03

Graf 37: pacient ¢. 7, CAR-T lymfocyty 7 lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 38: pacient ¢. 7, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty

CAR-T lymfocty z Th lymfocytt
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Graf 39: pacient ¢. 7, CAR-T lymfocyty z Tc lymfocytit — relativni hodnoty
CAR-T lymfocyty z Tc lymfocyti
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U pacienta ¢. 7 bylo obtizné hodnotit pribéh expanze CAR-T lymfocytlh z divodu
kratkého casu sledovani, k dispozici byly pouze tfi Casové Useky v pribchu jednoho
mésice. Bylo ovSem zajimavé, Ze ani po 26 dnech od aplikace pfipravku nebylo
dosazeno expanze CAR-T lymfocyti a hodnoty CAR-T lymfocyti byly prokazany

pouze ve velmi malych hodnotach, které nedosahovaly ani 1 % z lymfocytt.
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8.9 CAR-T lymfocyty v ¢ase u vSech pacientii

Graf 40: vsichni pacienti, CAR-T lymfocyty z lymfocytit — relativni hodnoty
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Graf 41: vsichni pacienti, CAR-T lymfocyty 7 Th lymfocytii — relativni hodnoty
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Graf 42: vSichni pacienti, CAR-T lymfocyty 7 Tc lymfocytit — relativni hodnoty
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Dynamika expanze CAR-T lymfocyti z populace lymfocytd, Th lymfocyti a Tc

lymfocytl byla u vétsiny pacientii podobnd. K mnohonasobné nejvétsi expanzi CAR-T

lymfocytt v relativnich hodnotach doslo u pacienta ¢. 2. Naopak nejmensi pocet CAR-T

lymfocyti byl zaznamenan u pacienta ¢. 7, kde k zddné expanzi nedoslo. U Ctyr

pacientil (tedy 57 %) prob&hlo obdobi expanze v prvnim tydnu od podani, jedna se tedy

o nejcastéjsi dobu expanze CAR-T lymfocytl v relativnim poctu.

Graf 43: vSichni pacienti, CAR-T lymfocyty 7 leukocytit — relativni hodnoty
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K nejvyssi expanzi CAR-T lymfocyti z populace leukocytl v relativnich hodnotach
doslo u pacienta ¢. 1, druhy nejvyssi pocet byl zaznamenan u pacientky €. 5, kterd ma i
nejvyssi pocet CAR-T lymfocyta v absolutnich hodnotach. Nejcastéjsi vrchol expanze

byl zaznamenan v prvnim tydnu od podani.

Graf 44: vsichni pacienti, absolutni pocty CAR-T lymfocyti
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Cas od aplikace pFiprvaku
e Pacient €.1 e Pacient ¢.2 Pacient ¢.3 Pacient ¢.4
e Pacient ¢.5 e Pacient .6 === Pacient ¢. 7
K mnohonésobné nejvétsi expanzi CAR-T lymfocytii v absolutnich hodnotach doslo u
pacientky €. 5, nejnizsi absolutni pocet CAR-T lymfocytli m¢l pacient €. 7, jako tomu
bylo v relativnich hodnotach. Naopak pacient €. 2, ktery mél nejvyssi relativni pocty
CAR-T lymfocytd, mél absolutni hodnoty CAR-T lymfocytd jedny z nejniZsich. U tii
pacientil byl zaznamenan vrchol expanze v prvnim tydnu od podani, u dalSich tii

pacientl byl vrchol expanze zaznamenéan druhy tyden od podani piipravku.
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Graf 45: absolutni hodnoty CAR-T lymfocyti, violin graf
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Pro vizualizaci distribuce dat expanze CAR-T lymfocyti (v absolutnich hodnotach) u
celé kohorty pacientti byl pouzit houslovy graf (violin plot), ktery poskytuje detailné;jsi
piedstavu o tvaru rozdéleni. Na grafu je zaznamenan pocet CAR-T lymfocyti
v absolutnich hodnotach po jednom dnu od aplikace ptipravku, déle v dob& nejveétsi
expanze CAR-T lymfocytii, tedy v obdobi jednoho nebo dvou tydni od aplikace

v zavislosti na konkrétnim pacientovi, a mésic po aplikaci ptipravku.
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8. 10Vyteézek CD3+ lymfocytit 7 aferézy

Graf 46: toxicita a vytéZek CD3+ lymfocytii 7 aferézy
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Pti 1écbé¢ CAR-T lymfocyty se Sest pacientli potykalo s komplikacemi toxicity CRS a
ICANS. V grafu ¢. 29 je graficky znazornéna souvislost mezi stupném toxicity a
vytézkem CD3+ bunck z provedené aferézy. Hypotéza o mozné souvislosti stupné

toxicity s mnozstvim CD3+ bun¢k ziskanych z aferézy se nepotvrdila.

Graf 47: absolutni hodnoty CAR-T lymfocytit a vytéZek CD3+ lymfocytii
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Na grafu ¢. 30 je zndzornéno porovnani expanze absolutniho poctu CAR-T lymfocyta
v prvnim tydnu s vytézkem CD3+ (10°/1) lymfocytl z aferézy u jednotlivych pacientt.
Dle grafu je znatelné, Ze vytézek CD3+ lymfocytl z aferézy nema vliv na miru expanze
CAR-T lymfocyti v prvnim tydnu, jelikoz pacient s nejvyssi expanzi CAR-T
lymfocytl mé nejnizsi vytézek CD3+ lymfocytl, u ostatnich pacientii taktéz neni zddna

zjevna souvislost.
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9. DISKUSE

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala tématem terapie pomoci CAR-T lymfocytu,
ktera je vyuzivana pii 1éCb€ hematologickych malignit. Cilem prace bylo pfinést
zéakladni informace o hematologickych malignitach, jejich diagnostice a 1é¢bé, o terapii
CAR-T lymfocyty, jejich historii, vyrobé, klinickému vyuziti, nezddoucich tcincich a
jejich stanoveni. Dal$im cilem prace bylo sledovani populaci lymfocytt a CAR-T
lymfocyti v pribéhu casu u pacientii, ktefi byli 1é€eni ve FN Hradec Kralové.

Néslednym cilem préace bylo ovétit vhodnost metody stanoveni.

Hematologické malignity jsou zdvaznym zdravotnim problémem, vyskytuji se u vSech
veékovych kategorii bez ohledu na pohlavi. Pfesnd pfi¢ina vzniku onemocnéni nebyla
doposud zcela objasnéna. Klasicka terapie hematologickych malignit zahrnuje
pfedevsim radioterapii a chemoterapii. Existuji pacienti, kterym tyto metody lécby
nedokézi pomoci, proto jsou vyvijeny nové metody 1éCby, jakou jsou naptiklad cilené

terapie. Do této skupiny patii také terapie CAR-T lymfocyty.

CAR-T lymfocyty zacaly byt zkoumany v 80. letech dvacatého stoleti. Prvni navrh
CAR-T lymfocytu vznikl v roce 1989 imunologem Zeligem Eshharem (Gross G, 1989).
Vyznamnym okamzikem byl rok 2017, kdy byl americkou instituci Food and Drug
Administration schvalen prvni komercni preparat CAR-T lymfocyti ke klinickému
pouziti, Kymriah. (Hrabovsky, 2020). Od t¢é doby bylo schvaleno né¢kolik dalSich
preparatl a neustale probihaji dalsi studie, které maji za cil zlepsit u€innost ptipravkl a
snizit nezadouci ucinky, které ¢ini velké problémy. Terapie pomoci CAR-T lymfocyti
je v klinické praxi vyuzivana u hematologickych malignit, pfedevsim cili na antigen
CD19. Po uspésich v této oblasti jsou vyzkumy provadény také v souvislosti se

solidnimi nadory.

Ve své praci prezentuji vysledky sedmi pacientl, ktefi byli ve véku od 51 do 73 let a
lécili se s diagnozou B-NHL, konkrétné DLBCL. Pacientim byl podévan ptipravek
Kymriah nebo Yescarta. Ke stanoveni poctu CAR-T lymfocytd a jejich subpopulaci
byla vyuzivana metoda pritokové cytometrie na cytometru Navios 10 (Bekman
Coulter) s naslednym vyhodnocenim dat v programu Kaluza C 1.1 (Beckman Coulter).
Pro stanoveni byly pouzity vzorky plné krve od jednotlivych pacienti. Pro uréeni

subpopulace lymfocytli byla pouzita zkumavka s pfedem pfipravenymi suSenymi
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reagenciemi od firmy Exbio. Pro stanoveni CAR-T lymfocytl byla vyuzita piima

detekce pomoci protilatky antiFMC63 scFv od firmy Acro Biosystems.

U sedmi pacientli byla sledovdna dynamika expanze lymfocytli, CAR-T lymfocyta a
jejich subpopulaci v pribéhu casu. Sledovana dynamika expanze byla u vétSiny
pacientl klasickd. Bylo tedy pozorovano obdobi rychlé expanze, nasledovalo obdobi
kontrakce a nasledné perzistence. Pouze u pacienta ¢. 7 nenastala expanze a hodnoty
CAR-T lymfocytii nedosahovaly ani jednoho procenta z lymfocyt. Mira expanze byla
u jednotlivych pacienti vyrazné individudlni a nebyl nalezen jednotny trend. Den, kdy
doSlo k nejvyssi expanzi se u pacientli také mirn€ liSil, ovSem vSichni pacienti se
pohybovali v rozmezi jednoho az dvou tydnt od aplikace. Nejcastéji byl pik CAR-T
lymfocytt (v relativnich hodnotach) pozorovan po prvnim tydnu od aplikace preparatu,
kdy nasledné doslo k ustupu poc¢tu CAR-T lymfocyti. U dvou pacientek bylo 1 po roce
od podani mozno detekovat mal¢ mnozstvi CAR-T lymfocytl, byl tedy pozorovan
konstantni pokles. Pozorovani dynamiky expanze také provedli autofi Peinelt et al.,
ktefi doséhli podobnych vysledkl, pouze srozdilem posunutého piku expanze na
dvanacty den od aplikace piipravku Kymriah. Rozdilem muze byt odliSnost sledované
populace, jelikoz autofi Peinelt et al. sledovali populaci 79 déti a mladych dospélych ve

veéku od 3 do 21 let, zatimco tato prace se vénovala sledovani dospélych pacienti.

Bylo provedeno sledovani subpopulaci T Ilymfocytt a CAR-T lymfocytd. U
jednotlivych pacientli byly zaznamenany velké rozdily. U nékterych pacientli vyrazné
ptevazovaly Th lymfocyty (CD4+) a u nékterych Tc lymfocyty (CD8+), totéz platilo i
pro hodnoceni CAR-T lymfocyti z Th a Tc lymfocytd. Nebyla zde pozorovana zadna
souvislost s expanzi CAR-T lymfocytl, ucinnosti terapie a vyskytem nezadoucich

ucink, to ovSem muze souviset s velmi malym vzorkem sedmi pacienti.

Dle klinickych informaci se pacienti v souvislosti s 1é¢bou CAR-T lymfocyty potykali
s nezadoucimi ucinky, konkrétn¢ s CRS a ICANS. Pouze u pacienta ¢. 7 nebyly zadné
nezadouci ucinky zaznamendny, to ovSem muze souviset s faktem, Ze u pacienta
nenastala expanze CAR-T lymfocyt, a také s kratkou dobou pozorovani pacienta
(pouze do D+26). U ostatnich pacientil doslo k rozvoji CRS 1.-2. stupn¢, CRS 3.-4.
stupné nebyl pozorovéan u zadného pacienta. ICANS se kromé¢ pacienta ¢. 7 neobjevil u
dalSich dvou pacientl (.6 a ¢.7), ostatni pacienti méli stupenn 3-4. VSichni pacienti u

kterych se vyskytl ICANS, méli taktéZ CRS. Tato souvislost se vyskytla taktéZ ve studii
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autorti Santomasso et al., 2018. Sledovani rozvoje CRS a ICANS je vyuZzivano také jako
hodnoceni uéinnosti terapie CAR-T lymfocytd, kdy rozvoj nezadoucich uc¢inka je
znamkou ucinnosti terapie, respektive expanze CAR-T lymfocyti. Toto tvrzeni lze
demonstrovat na pacientovi €. 7, u kterého neprobéhl rozvoj CRS ani ICAN, jelikoz u

né¢ho neprobéhla expanze CAR-T lymfocyti.

Hypotéza, zda vyssi vytézek CD3+ bunck z aferézy souvisi s vétSim rizikem rozvoje
toxicity CRS a ICANS se nepotvrdila. Pacient ¢. 4, ktery mél nejvétsi vytézek CD3+
bunék z aferézy (tedy 25,51 x 10%/1) neprodélal nejvyssi stupné toxicity z pozorovanych
pacientii. Nejvyssi stupné toxicity CRS i ICANS byly zaznamenény u pacienta ¢. 2
s hodnotou 11,44 x 10°/1 CD3+ bunék z aferézy. Dale hypotéza, zda souvisi vytézek
CD3+ bun¢k z aferézy s expanzi CAR-T lymfocyta se taktéz nepotvrdila. Pacient ¢. 5
CD3+ bunék z aferézy, u ostatnich pacientl také nebyl pozorovan zadny trend. Bylo
provedeno také srovnani nezadoucich ucinkl toxicity s expanzi CAR-T lymfocytl

v absolutnich hodnotach. U tohoto pozorovani opét nebyla potvrzena zjevna souvislost.

Porovnani toxicity u jednotlivych piipravkit CAR-T lymfocytti neni pfili§ optimalni
z ditvodu nizkého poctu pacientll i nepoméru v ¢etnosti podani. Pacient €. 2, u kterého
byl podan preparat Yescarta, mél nejvyssi stupeil toxicity ze sledovanych pacientd.
¢. 7, u kterého neprobéhla expanze CAR-T lymfocytil), u kterych byl podan piipravek
Kymriah. Tyto vysledky se shoduji s vysledky autorii Bachy et al., ktefi porovnavali
toxicitu CRS a ICANS u pfipravkti Kymriah a Yescarta u 809 pacienti s DLBCL. Dosli
k zavéru, ze u pfipravku Yescarta byla zaznamenana vyssi toxicita, nez pii podani

piipravku Kymriah.

Pro hodnoceni Uc€innosti terapie pomoci CAR-T lymfocytd lze vyuzit hodnoty
B lymfocytd v krvi pacientd. Vyuzité preparaity CAR-T lymfocytl byly cilené proti
antigenu CD19, ktery se vyskytuje na B lymfocytech. Aplazie B lymfocytt je cilovym
ucinkem terapie anti CD19 CAR-T lymfocyty, pocet B lymfocyti je tedy funkénim
markerem perzistence CAR-T lymfocytd. U vSech sedmi pacientli po celou dobu
sledovani nebyly detekovany zddné B lymfocyty. V tomto ohledu se tedy terapie jevila

jako uspésna, byt dle klinickych informaci nedos$li vSichni pacienti do kompletni

vvvvvv
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rizikem, ktery je potfeba v budoucnu fesit. Omezend aktivita CAR-T lymfocyti, ztrata
cilového antigenu nebo napiiklad mikroprostfedi nadoru mohou byt moznymi divody
nizké ucinnosti. K dosazeni lepsi odpovédi na terapii CAR-T lymfocyty je tieba dalSich

studii.

V CR zatim nebyla prezentovana 7adna studie hodnotici sledovani CD19 CAR-T
lymfocytl v ¢ase nebo studie hodnotici bezpecnost a ucinnost terapie CD19 CAR-T
lymfocyti u pacientd s B-NHL. Aktudlné ovSem probiha ndbor do studie
NCT05054257 probihajici na UHKT (CR), ktera se bude vénovat sledovani uéinnosti
CD19 CAR-T lymfocytt u pacientt s relabujici/refrakterni ALL a NHL. Pfedpokladany

termin dokonceni studie je planovan na 1. ¢ervna 2028. (ClinicalTrials.Gov, n.d.)

Metoda stanoveni CAR-T lymfocyti pomoci prutokové cytometrie se ukazala jako
vhodna a citlivd, jelikoz i po roce od podani preparatii bylo mozno u dvou pacientek
sledovat malé mnozstvi CAR-T lymfocyti. Vyhoda metody je v relativné snadné
proveditelnosti a také v rychlosti stanoveni, které mize byt provedeno do dvou hodin.
Metoda se pro svou univerzalnost a dostupnost hodi pro kazdou cytometrickou

laboratof.

Terapie CAR-T lymfocyty prokéazala velky potencidl pii 1é€bé hematoonkologickych
onemocnéni u pacientti s relabujicimi/refrakternimi typy hematologickych malignit
z B lymfocytt, kterym konvencni 1é¢ba nemiize pomoci. Jelikoz se u terapie vyskytuji
mnohé omezeni i vzhledem ke slozitosti a velké financni nékladnosti terapie, dllezitost
dalsiho sledovéni pacientt 1é¢enych touto terapii v klinické praxi je velmi zadouci, tak
jako studium novych konstrukti CAR a objasnéni mechanismii nadorového bujeni nebo

naptiklad vzniku nezddoucich uc¢ink.
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10. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo prezentovat informace o hematologickych malignitach
a CAR-T lymfocytech. Praktickym cilem bylo pozorovani CAR-T lymfocytii v Case u
jednotlivych pacientll se vztaZzenim na nezadouci UCinky a vytézek CD3+ lymfocyth

z aferézy.

Bylo provedeno sledovani CD19 CAR-T lymfocyti u sedmi pacientti s B-NHL. Byla
zaznamenana typickd dynamika expanze CAR-T lymfocyt s obdobim rychlé expanze,
kontrakce a nakonec nastala fadze perzistence, kdy pocty CAR-T lymfocyti klesaly
v priibéhu mésici. Pouze u jednoho pacienta nenastala expanze CAR-T lymfocytt. U
vSech pacientd po celou dobu sledovani byly pozorovany nulové hodnoty B lymfocyti,
coz ukazuje na ucinnost anti-CD19 CAR-T lymfocyti u B-NHL. I pies tento fakt
nedosli vSichni pacienti kompletni remise. U pacientli byly hojné pozorovany nezadouci
ucinky CRS a ICANS, ovSem nesouvisely s mirou expanze CAR-T lymfocytl ani
s vytézkem CD3+ lymfocytl z aferézy. U vSech pacientt, u kterych se vyskytl ICANS,
se také vyskytl CRS. Mira expanze CAR-T lymfocytt byla siln¢ individudlni a také

neméla vliv na ucinnost terapie.

U vSech pacientll bylo mozné prokdzat CAR-T lymfocyty. U dvou pacientek byly
CAR-T Ilymfocyty detekovany i rok od aplikace preparatu. Metoda pritokové
cytometrie s vyuzitim zkumavky s pfipravenymi protilatkami od firmy Exbio a pouzitim
protilatky antiFMC63 scFv od firmy Acro Biosystems se ukdzala jako vhodna metoda
pro stanoveni anti-CD19 CAR-T lymfocytd z plné krve v klinické praxi.
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11. POUZITE ZKRATKY

ALL
AML
BCMA
BCR
BTK
CLL
CML
CRP
CRS
DLBCL
FL
FSC
HL
ICANS
ITAM
MCL
MDS
MHC
MM
NHL
RORI1

scFv

SSC
TALEN
TCR
TLS
TNF
TRUCK
UHKT
Vi

Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni myeloidni leukémie

B-cell maturation antigen

B bunéény receptor

Brutonova tyrozinkinaza

Chronickd lymfocytarni leukémie

Chronick4 myeloidni leukémie

C reaktivni protein

Syndrom uvolnéni cytokint, cytokine release syndrome
Difuzni velkobunéény lymfom

Folikuldrni lymfom

Piimy rozptyl, forward scatter

Hodgkintiv lymfom

Immune Effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome
Imunoreceptor tyrosin-based activation motif

Lymfom z plaStovych bunék, mantle-cell lymphoma
Myelodysplasticky syndrom

Major histocompatibility complex

Mnohocetny myelom

Non-Hodgkintiv syndrom

Tyrosine kinase-like orphan receptor

Jednotetézcovy variabilni fragment, single-chain variable
fragment

Boc¢ni rozptyl, side scatter

Transcription activator-like effector nucleasy

T bunécny receptor

Syndrom rozpadu nadoru, tumor lysis syndrome

Tumor nekrotizujici faktor

T cell redirected for universal cytokine-mediated killing
Ustav hematologie a krevni transfuze

Variabilni ¢ast tézkého fetézce
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Variabilni ¢ast lehkého fetézce
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