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Pfedmluva

Predkladana habilitacni prace je vysledkem mého védeckého zajmu o problematiku nadorové
imunoterapie pomoci geneticky modifikovanych T-lymfocytd, tzv. CAR-T cells. Problematice
interakce imunitniho systému s nadorovymi bufikami se vénuji od zahajeni mého PhD studia v roce
2000. V souvislosti s rozvojem novych technologii zaloZzenych na geneticky upravenych T
lymfocytech pomoci chimerickych T receptorl (CAR-T buriky) se mUj zajem soustiedil na toto nové
téma, které je zajimavé nejen z pohledu zakladniho vyzkumu, ale ma i zcela jasny aplikacni potencial.
Prace obsahuje souhrn znalosti o 1é¢bé pacientll s B-ALL/B-NHL pomoci komeréniho CD19-
specifického ptipravki tisagenlecleucel. Dale pace obsahuje predbéziné vysledky klinické studie
pomoci originalniho CAR-T pfipravku vyvinutého v UHKT v [é¢bé dospélych pacient( s B-buné&&nymi
malignitami. Soucasti predloZené prace je soubor péti plvodnich védeckych praci, které jsou in
extenso fazeny samostatné formou pfiloh. Tyto prace jsou opatfeny komentadfem a jsou zasazeny do

kontextu mych odbornych aktivit.
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Uvod

Relabujici nebo rezistentni B-bunééné akutni lymfoblastické leukémie a B-bunécné Non-Hodgkinské
lymfomy (r/r B-ALL/B-NHL), tvoii heterogenni skupinu obtizn¢ léCitelnych  hematologickych
malignit. Standartni 1écba je zalozena na kombinaci chemoterapie, terapie monoklonalnimi
protilatkami ¢i inhibitory signalizacnich drah a autologni nebo alogenni transplantace krvetvornych
bunék (Klebanoff et al., 2014). Pacienti, ktefti maji  opakované relabujici onemocnéni  nebo
onemocnéni refrakterni na 1é¢bu naléhavé potiebuji nové zplsoby terapie, bohuzel primérna doba
pieziti u téchto pacientti je v trovni nékolika mésicti. Mezi nejnovéjsi zptusoby 1é¢by r/r B-ALL/B-
NHL, které byly nedavno zavedeny do klinické praxe jsou inovativni terapeutické strategie zalozené na
geneticky upravenych autolognich T-lymfocytech pomoci tzv. Chimerickych antigennich receptori
(CAR) (Suresh et al., 2014). Tento 1é¢ebny postup vyuziva metody genového inzenyrstvi, kterymi se do
pacientskych T-lymfocytt vnese umély gen — CAR, ktery umozni pfesmérovat cytotoxickou aktivitu
CAR-T lymfocyta na uréity vybrany povrchovy antigen. V ptipadé r/r B-ALL/B-NHL se ukazal jako
nejvhodnéjsi cil povrchovy protein CD19, ktery je pfitomen na vétSiné B-bunécnych malignit, podobné
efektivni, ale méné pouzivany cil je povrchovy protein CD20. Tyto tzv. CD19 CAR-T lymfocyty jsou
Vv soucasné dobé dostupné jiz jako registrovany piipravek a pouzivaji se pro lécbu pacientii s r/r B-
ALL/B-NH. (Porter et al., 2011) Léc¢ba pomoci CAR-T lymfocyta se klinicky testuje také u solidnich
nadort nehematologického pivodu, bohuzel ale u¢innost je vyznamné mensi nez v ptipadé B-ALL/B-
NHL. Pro tyto ucely se vyvijeji CAR-T specifické napft. na antigeny GD2 u neuroblastomu, PSMA u ca
prostaty, EGFR u epitelidlnich karcinomt, nebo IL13R u glioblastomt (Kakarla & Gottschalk, 2014;

Suresh et al., 2014). (Lamers et al., 2013).

Piedmétem této prace je popis prvnich zkuSenosti v CR s 1é&bou pomoci komerénich CD19 CAR-T
lymfocytti u pacientii 1é¢enych v UHKT a VEN. V druhé &asti prace jsou shrnuty zku$enosti s vyvojem
novych originalnich piipravkl na bazi CAR-T lymfocyti a predbézné vysledky klinického testovani
CD19-specifickyc CAR-T, které v sou¢asnosti probiha v UHKT (CART19 Cells Effects in Patients
With Relapsed or Refractory Acute Lymphoblastic Leukemia and Non-Hodgkin's Lymphoma,
NCT05054257). Autor se vénuje tématu CAR-T dlouhodobé a v uplynulych letech se podilej jako
hlavni fesitel, nebo spolufesitel fady grantt (NT14030, NV15-34498 A, NV19-08-00147, PRIMUS
UK). Jednalo se o vyzkumné projekty translacniho charakteru s jasnym aplikac¢nim zamérem, které si
kladly za cil vyvijet nové CAR-T na hematologické malignity. Vysledky téchto projektli byly

prezentované ve formé€ publikaci uvedenych v této praci. Soucasné probihal aplikacni vyvoj ve



spolupraci s kolegy v UHKT s cilem zavést certifikovanou vyrobu CD19-specifickych CAR-T

lymfocytt a zah4jit jejich klinické testovani

Princip fungovani CAR-T

Struktura CAR

Chimérické antigenni receptory slucuji nékolik mechanismt fyziologické aktivace T buné¢k. Pii vazbé
antigenu na CAR dojde k aktivaci T builky a zabiti cilové builky — v podstaté se takto kombinuji
vlastnosti protilatky, T-bunéného receptoru a kostimulacniho receptoru do jediného proteinu. CAR se
skladd ze ctyr zakladnich segmentl: protilaitkové domény rozpoznévajici antigen, spojovaci
extracelularni oblasti (linker), transmembranové domény a intracelularni signalizaéni domény (Sadelain

etal., 2013).

Doména rozpoznavajici antigen
Doména rozpoznévajici antigen je typicky odvozena z monoklonalni protilatky jako tzv. jednotetézcovy

variabilni fragment (scFv). scFv je chiméricky protein tvofeny lehkymi (VL) a tézkymi (VH) fetézci
imunoglobulint, spojeny s kratkym linkerovym peptidem napi. typu 3x gly-gly-gly-ser. Kromé
protilatek lze podobné vyuzit také pfirozené ligandy nekterych povrchovych receptorti jako jsou
cytokiny, napi. GM-CSF, nebo Flt3. Tyto typy CARQ se oznacuji jako ligand-based CAR (Sadelain et
al., 2013).(Hughes-Parry et al., 2020; Wong et al., 2022)

Linker
Tato doména ovliviiuje flexibilitu scFv receptoru a nepfimo ovliviiuje vazbu antigenu na CAR-T buriky.

Struktura linkerG je obvykle odvozena od membranové-proximalnich oblasti jinych povrchovych

receptort jako jsou konstantni oblast IgG, CD8 nebo CD28.

Transmembranova doména
Transmembranova doména ukotvuje CAR k plazmatické membrané a je nezbytna pro stabilitu receptoru

jako celku. Standartné€ se pouziva transmembranova doména z receptort jako jsou CDS§, CDS8, CD28.
Pouziti transmembranové domény CD3-zeta je nevhodné, protoze to mlze vést k dimerizaci CARQ

s endogennim TCR (Sadelain et al., 2013).

Intracelularni T bunécna signalizacni doména
Intracelularni T bunécné signalizacni doména je zodpovédnd za aktivitu CARG. Poté, co je antigen

navazan na scFv, vnitini cytoplazmaticky konec receptoru je rozpoznan kindzami Lck a ZAP70 a
fosforylovan analogicky jako endogenni TCR. Normalni aktivace T lymfocytl zavisi na fosforylaci
aktivacnich motivii na bazi imunoreceptoru tyrosinu (ITAM) pfitomnych v cytoplazmatické doméné
CD3-zeta (Abram et al., 2014). Proto se cytoplazmatickd doména CD3-zeta pouziva jako hlavni
signalizatni doména CARU. Byly také vyzkouSeny jiné domény obsahujici ITAM, jako jsou napf.
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DAP10, Fcge ale ty nejsou tak u¢inné. Ucinna aktivace T lymfocyti vyzaduje signalizaci pies
kostimulaéni molekuly, z tohoto duvodu endodomény CARi obvykle také zahrnuji jednu nebo vice
domén z kostimulacnich proteini. Byly uspé$né testovany signalizacni domény z Siroké Skaly
kostimula¢nich molekul, véetné CD28, CD27, CD134 (0X40) a CD137 (4-1BB) (Hughes-Parry et al.,
2020). Prvni generace CARU obsahovala pouze cytoplazmatickou doménu CD3-zeta. Druha generace
CAR pridava kostimulaéni doménu z CD28 nebo 4-1BB. Zapojeni téchto intracelularnich signaliza¢nich
domén vyrazné zlepSuje proliferaci T bunék, sekreci cytokinti, rezistenci na apoptézu a perzistenci in
vivo. To je hlavni diivod pro¢ CARy 1. generace nebyly t€inné v prvnich klinickych studiich. Tteti
generace CAR kombinuje vice kostimula¢nich domén, jako je CD28-41BB nebo CD28-OX40, pro
zvyseni aktivity T bunck. Predklinické tidaje ukazuji, Ze CAR tfeti generace vykazuji lepsi efektorové
funkce a lep$i perzistenci in vivo ve srovnani s CAR druhé generace, nicméné tyto efekty nebyly

prokazany v klinickych studiich (Tang et al., 2016) .

A B
Maligni burika
cD19
CAR 4-1BB nebo CD28 CART Cell
@ N —> TCR zeta
—
{1
anti-CD19Ab -

<
1. Bunééna
aktivace

2. cytotoxicita

Fig. 1 Schéma a princip fungovani CAR-T

A) CAR je tvoren 1) vnéjsi doménou scFv, kterd urcuje antigenni specifitu, 2) kostimulacni doménou
z receptori CD28 nebo 4-1BB, 3) signalizacni doménou z TCR zeta. B) po rozpoznani povrchového
antigenu na malignich busikdach scFv doménou, dojde k aktivaci CAR-T bunék a ndslednému zabiti

nadorové buriky.

Historie |éCby pomoci CAR-T

Prvni chimérické receptory slozené z extracelularni antigen-specifické domény a intracelularni
signalizaCni domény obsahujici ¢ast T-bunééného receptoru (TCR) byly popsany v roce 1987
Yoshihisou Kuwanou v Japonsku (Kuwana et al., 1987) a nezavisle v roce 1989 Zeligem Eshharem v

Izraeli. (Gross et al., 1989). V roce 1991 bylo Arthurem Weissem z Kalifornské univerzity v San




Franciscu ukazano, ze chimérické receptory slozené z extracelularni ¢asti proteinu CD25 (receptor pro
IL-2) a intracelularni signalizacni domény z CD3{ mohou aktivovat signalizaci T lymfocyti. Tento
CD25-TCRzeta chimericky receptor byl pouzit ke studiu zdkladnich mechanismti T-bunécné signalizace
a vysledky téchto experimentd umoznily porozumét zdkladnim biochemickym d&jim spojenym
s aktivaci src kinaz jako je Lck a ZAP-70 (Irving & Weiss, 1991). Jiz v této dob¢ bylo popsano mozné
terapeutické vyuziti, bohuzel vSak tehdejsi generace CAR receptoril postradala u€¢innost. Prvni klinicka
studie s CAR- T burikami tzv. 1. generace byla realizovana biotechnologickou spole¢nosti  Cell Genesis
vroce 1990 pro lé¢bu infekce virem HIV. Jednalo se o adoptivn€é pienesené autologni T builky
modifikované pomoci CAR slozeného z extracelularni domény CD4 a intracelularni domény CD3zeta.
Tyto tzv. CD4zeta (CD4L) se aktivuji po vazbé na HIV gp120 protein na povrchu infikovanych bunék
(Romeo & Seed, 1991). Podobné¢ klinické studie CAR T bunék byly provedeny u pacientl se solidnimi
nadory pomoci CAR rozpoznavajici nddorové antigeny, jako je. Tyto studie vSak neprokazaly
dlouhodobou perzistenci aplikovanych T lymfocyti a 1é€ebny efekt nebyl prokazan (Wilkie et al., 2008).
Nezavisle na klinickych studiich vSak dale probihal zakladni vyzkum CAR technologie a byly vyvinuty
ucinngjsi typy receptorti. V roce 2000 bylo zjisténo, ze ptfidani kostimula¢ni domény z receptord CD28
nebo 41BB k intracelularni domén¢ CD3( vyrazné zvysi perzistenci CAR-T bunék v in vivo v myS$ich
modelech a tyto nové konstrukce se proto oznacuji CAR druhé generace (Strome et al., 2000). Prvni
studie CAR T bunék, zahajené¢ vr. 2001 , zahrnovaly pacientky s  pokroCilym epitelidlnim
karcinomem vajeCniki nebo metastazujicim renalnim karcinomem a zaméfily se na folatovy
receptor a karbon-anhydraza IX (CAIX) (Lamersetal., 2013). V roce 2008 byla povedena studie s anti-
CD20 CARy u pacienti s B-NHL, ktera ukazala efektivitu této terapie(Till et al., 2008, 2012).
Pielomové vysledky byly popsany v roce 2010 kdy byly na University of Pennsylvania, v Memorial
Sloan Kettering Cancer Center a NCI NIH provedeny prvni klinické studie s CARy druhé generace
rozpoznavajici CD19 protein ktery je exprimovan B-bunéénymi leukémiemi a lymfomy (Kochenderfer
et al., 2010; Porter et al., 2011) . Tyto studie prokazaly klinickou G¢innost terapie CD19-specifickymi
CAR-T buiikami a navodily kompletni remise u mnoha tézce predlécenych pacientt s refrakternimi B-
NHL a B-ALL . Tyto studie vedly v roce 2017 k prvnimu schvaleni piipravkii na bdzi CAR T bun¢k:
tisagenlecleucel (Kymriah), uvadény na trh spolenosti Novartis pro 1éébu B-ALL a axicabtagen
ciloleucel (Yescarta), uvadéné na trh spolecnosti Kite Pharma pro 1écbu difuzniho velkobunécného
lymfomu (DLBCL). Tyto dva pfipravky se li§i typem intraceluldrni signalizacni domény:
tisagenlecleucel (oznacovany jako tisa-cel) obsahuje 4-1BB-zeta intracelularni doménu a axicabtagen
ciloleucel (oznacovany jako axi-cel) obsahuje CD28-zeta intracelularni doménu. Vysledky klinickych
studii ukazaly ptekvapivé rozdily ve funkci téchto dvou typi CAR-T bunék. Zjistilo, se ze CD28
signalizaéni doména vede k intenzivnéj$i aktivaci CAR-T bun€k s vysSim rizikem syndromu z
cytokinové bouie (CRS) zatimco 4-1BB signaliza¢ni doména navodi mirné;si aktivaci CAR-T bun¢k a

nizsi riziko CRS s pravdépodobné mensim protinadorovym efektem, ale umozni delsi ptezivani CAR-
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T bunék in vivo (Brentjens et al., 2013). Pfesné porovnani G¢innosti obou ptipravki je stale aktivni téma

V hematologii a nejspiSe neni mezi témito pfipravky zasadni rozdil v klinickém efektu.

Schvalené CAR-T pripravky v soucasnosti
V soucasnosti jsou vSechny schvélené ptipravky pouze pro 1écbu hematologickych malignit. Klinicky

se ale testuje mnoho dalsich typti CAR-T zejména na solidni nddory — tyto piipravky vSak postradaji
podobnou tc¢innost jako CD19-specifické CAR-T a jejich vyvoj je stale ve fazi klinického vyvoje. Lécba
komer&nimi p¥ipravky CAR-T byla v CR zahdjena v r. 2020. Prvni typ CAR-T aplikovany v CR byl
ptipravek Kymriah, coz jsou CD19-specigfické CAR-T. Zpocatku byla indikacni kritéria pro piipravek
Kymriah omezena na B-ALL pod 25 let véku a DLBCL, postupné se vsak tato indika¢ni kritéria rozsifuji
a souCasn¢ pribyvaji dal§i schvalené ptipravky (Tab. 2) i na dal§i antigeny jako je BCMA u

mnohocetného myelomu.

Tab. 1 CAR-T pripravky schvalené FDA

Komer¢ni Datum  schvileni Intracelularni
Genericky nazev Vyrobce Antigen

nazev FDA signalizacni doména
tisagenlecleucel Kymriah Novartis 8//12017 CD19 41BB - CD3(
axicabtagene Kite

. Yescarta ] 10/2017 CD19 CD28 - CD3¢

ciloleucel Pharma / Gilead
brexucabtagene Kite Pharma /

Tecartus ) 7/2020 CD19 CD28 - CD3(
autoleucel Gilead
. Juno
lisocabtagene . .

Breyanzi Therapeutics / BM [2/2021 CD19 41BB - CD3(
maraleucel

S
idecabtagene Bluebird
. Abecma _ 3/2021 BCMA 41BB - CD3(

vicleucel Bio / BMS
ciltacabtagene )

Carvykti Janssen / J&J 212022 BCMA 41BB - CD3(

autoleucel
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Fig. 2 Vyvoj novych pripravkit CAR-T ve svété

Fig. 2

A) srovndni poctu klinickych studii s CAR-T v USA, Ciné a zbytku svéta od pocatkii vyvoje této

technologie. B) Nejcastéji testované antigeny u hematologickych malignit. C) Nejcastéji testované

antigeny u solidnich ndadori. (Clinical development of CAR T cell therapy in China: 2020 update.

Jianshu Wei et al, Cell Mol Immunol. 2021 Apr;18(4):792-804.)
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Lécba hematologickych malignit pomoci CAR-T

Terapie B-NHL pomoci CAR-T
B-bunécny non-Hodgkiniv lymfom (B-NHL) je skupina klinicky heterogennich onemocnéni

zahrnujicich difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL), lymfom z plastovych bunék (MCL),
folikularni lymfom (FL) a dal$i. DLBCL je nejb&znéjSim druhem B-NHL, tvoii asi 30-35 % ve vSech
B-NHL. Standardni terapii prvni volby je cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison a rituximab
(R-CHOP). Terapie druhé linie se skladaji z vysokodavkované chemoterapie a autologni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék (ASCT). Vysledky 1éCby pacientti refrakternich na chemoterapii
jsou vsak extrémné nepfiznivé a pro tyto pacienty jsou k dispozici CAR-T piipravky. Pro jednotlivé
pripravky plati trochu odlisné indikac¢ni kritéria, ale v podstaté plati, ze komer¢ni piipravky (napf. tisa-
cel a axi-cel) Ize pouZit pro 1é¢bu pacienti s DLBCL, FL, MCL, a B-ALL po 2 a vice liniich 1é¢by. Rada
studii (Juliet, ZUMA-1) prokazala G¢innost CAR-T 1é¢by u pacientt s r/r B-ALL a B-NHL (Westin et
al., 2021). Uginnost jednotlivych piipravki se pravdépodobné trochu lisi, real-world data ukazala, ze
axi-cel, ktery obsahuje CD28 kostimula¢ni doménu, je o trochu vice G¢inny nez tisa-cel u pacientt
s DLBCL (Ghafouri et al., 2021). Souc¢asné ale axi-cel ma trochu vyssi toxicitu nez tisa-cel v disledku
vyvolani vys§sich prozanétlivych efekti zptisobenou vyssi sekreci cytokini IL-1, IL-6, IL-15. Prave tento

zvySeny pro-zanétlivy ucinek miize posilit protinadorovou imunitni reakci za cenu vyssi toxicity.

Terapie AML pomoci CAR-T

podobné ucinného cile jako je CD19. Zatim vSechny klinicky testované antigeny jako jsou napiiklad
CD33, CDI123, CLECI2A, jsou také exprimovany zdravymi hematopoetickymi progenitorovymi
burnikami a terapie cilici na tyto antigeny proto také mize poSkodit normalni hematopoezu (Tettamanti
et al., 2014). K ptekonani této off-target cytotoxicity byly vyvinuty rizné pfistupy. Napf. lze pouzit
CAR-T bunky co-exprimujici antigeny CD20 a EGFR coz umoziiuji jejich selektivni eliminaci in vivo
pomoci terapeutickych protilatek rituximab nebo cetuximab (Zhang et al., 2017) . V pfipadé rozvoje
zavazné cytopenie je mozné pacienty indikovat k transplantaci hematopoezy, tj. musi mit vybraného
darce pied zahajenim terapie. Terapie CAR-T miize byt pouzita jako preklenovaci terapie pted alogenni
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunck (aloSCT) jiz v dob¢ indikace pro 1é¢bu pomoci

CAR-T coz také zajisti eliminaci podavanych CAR-T .
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Nejvyznamnegjsi antigeny pouzivané pro cilenou eliminaci AML bunék

Lewis Y antigen
Lewis Y antigen také oznacCovany jako LeY je oligosacharid exprimovany na fadé epitelidlnich

karcinomll a na malignich bunkach krvetvorby vcetné AML, ale neni exprimovan na zdravé
hematopoeze. LeY byl jeden z prvnich cilt pro terapii AML pomoci CAR-T (NCT01716364). V této
studii na 4 pacientech se ukazala bezpecnost a ucinnost LeY CAR-T. 2 pacienti dosahli remise
onemocnéni a nedoslo k rozvoji zavazné toxicity a LeY CAR-T dlouhodobé prezivali v organismu

téchto pacienti (P. et al., 2013) .

CD44v6
Hyaluronovy receptor CD44v6 je dalsi mozny target terapie AML pomoci CAR-T. Tento antigen je

exprimovany buitkami AML a soucasné neni piitomen na zdravé hematopoeze. Bohuzel klinické
testovani CD44v6 CAR-T nebylo uspé$né a pacienti méli zavazné projevy toxicity — tézké

monocytopenie a studie byly ukonc¢ené (Awuah et al., 2021).

CD33
CD33 je transmembranovy receptor z rodiny SIGLEC a je pfitomny na cca 90% piipadi AML.

Soucasné je ale také pritomny na zdravé hematopoeze coz zisadn€ limituje jeho pouziti jako
terapeutického cile - v klinickych studiich s CD33 CAR-T se ukéazaly jejich vyznamné toxické ucinky
(Biedermann et al., 2007).

CD123
CD123 je transmembranovy receptor pro interleukin 3 a je exprimovan velkou vét§inou AML blastd,

soucasné je pritomen v nizkém mnozstvi na zdravé hematopoeze. V soucasnosti probiha nékolik
klinickych studii s CD123 CAR-T (NCT04318678, NCT02159495, NCT03190278) a piedbézné
vysledky naznacuji, Ze by tato terapie mohla byt pro pacienty prospésna. Nebyly popsany zavazné
cytopenie ani jiné zavazné nezadouci ucinky. Nicmén¢ pro riziko myeloablace musi mit CD123 CAR-
T bezpecnostni pojistku jako je napt. CD20 nebo EGFR a pouzivaji se v kombinaci s transplantaci

krvetvorby (Mardiros et al., 2013).
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CLEC12A
Tento target se také oznacuje jako CLL1 a je Siroce exprimovan jak AML blasty, tak na zdravych

myeloidnich bunikdch vcetné neutrofild. Pouziti CLL1 CAR-T je proto limitované jako konsolida¢ni

1é¢ba k eliminaci rezidualnich AML bunék po piedchozi chemoterapii (Willier et al., 2021).

Terapie T-bunécnych malignit pomoci CAR-T

Zakladnim problémem terapie malignit T lymfocytt pomoci CAR-T je nedostatek efektivniho cilového
antigenu, jako je antigen CD19. VétSina antigent experimentalné cilenych CAR-T burikami je také
pritomna na zdravych T-lymfocytech, vhodnymi antigeny se zdaji CD4, CD5, CD7, CD30 a TCR-
alfa/beta fetézec (Haydu & Abramson, 2021; Scarfo et al., 2019; Wu et al., 2022). Cileni téchto antigenii
vSak mtze vést k vzdjemnému zabijeni CAR-T (tzv. bratrovrazda) a vyznamné tak omezi i¢innost jejich
vyroby. Tento problém lze vyfesit cilenym odstranénim tohoto antigenu na CAR-T bunkach pomoci
DNA nukleaz CRIPS-Cas9 nebo TALEN) (Georgiadis et al., 2021). Soucasné 1ze provést eliminaci
endogenniho T-bunééného receptoru coz umozni pouziti alogennich CAR-T bunék od zdravych
nepiibuznych darct. Napiiklad delece CD7 a alfa fetézce receptoru T bunc¢k (TRAC) pomoci
CRISPR/Cas9 a soucasn¢ transdukce lentivirem obsahujici CAR specificky pro CD7 umoznila G¢inné
cileni a usmrceni malignich T bun¢k bez vyznamné bratrovrazdy CAR-T bunék. Delece TRAC
blokovala signalizaci zprostiedkovanou TCR, ¢imz omezila zivot ohrozujici GvHD a umoznila
bezpeéné pouziti alogennich T bunék jako zdroje CAR-T bunék (Cooper et al., 2018). Vyroba CAR-T
lymfocytt je dale komplikovana Castou piitomnosti malignich T lymfocyta v periferni krvi, coz mize
vést k transdukci téchto malignich T lymfocytd virovym vektorem b&éhem vyroby a kontaminaci
vyprodukovanych CAR-T bunék. Vyroba tzv. alogennich CAR-T od zdravych darct uc¢inné eliminuje
riziko kontaminace malignimi T bunikami béhem vyroby, avsak vyzaduje slozity knock-out
endogenniho TCR pomoci DNA nukleaz(Wu et al., 2022). Zajimavé je, ze antigen CD5 indukuje
omezenou bratrovrazdu navzdory své expresi CAR-T bunkami, protoZze povrchova exprese CDS5 se
rychle snizuje v dusledku internalizace pii vazbé na specifickou protilatku (Mamonkin et al., 2015) .
CD5 vsak neni univerzalnim cilem, protoZe neni exprimovan v dostatecném mnozstvi na malignich T-
buiikach. Dal§im zajimavym cilem s omezenou bratrovrazdou je beta fetézec receptort T-bunék ktery
je tvoten jednou z konstantnich domén TRBC1 nebo TRBC2 a umoziuje efektivni cileni podmnoziny
malignit T-bunék, protoze normalni populace T bu(Maciocia et al., 2017)n¢k se sklada z podskupin
TRBC1 i TRBC2, zatimco malignity jsou klonalni a pozitivni pouze pro jednu konstantni doménu beta
fetézce receptoru T-buncék. Podobny antigen, ktery je exprimovan pouze podskupinou T bungk, je
CD4. Zatimco cileni na CD4 c¢aste¢né zabranuje bratrovrazdé béhem vyroby, eradikace normalnich

CD4+ T bunék by vedla k aplazii T-bunék a nasledné k syndromu podobnému HIV/AIDS (Ma et al.,
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2019). Presto vsak jsou CD4-specifické CAR-T buiiky v souc¢asné dobé zkoumany v klinickych studiich,
jako je NCT04712864.

Ne¢kolik studii popsalo u¢innou prevenci bratrovrazdy cilenou eliminaci targetu pomoci DNA nukleaz.
Napfiiklad Gomes-Silva et al pouzili CRISPR-Cas9 k eliminaci antigenu CD7 v T bufikach pouzivanych
pro vyrobu CD7-specifickych CAR-T bunék (Gomes-Silva et al., 2017). Jejich ptedklinicka studie
ukazala, ze vypnuti genu CD7 ucinilo CD7 CAR T bunky rezistentni vii¢i bratrovrazdé, coz umoznilo
robustni expanzi. Podobn¢ Cooper et al. vygenerovali pomoci CRISPR-Cas9 CD7-specifické CAR-T
bunky s narusenou expresi CD7 a TCR alfa fetézce a vytvofili univerzalni CD7 CAR T bunky UCART7
(Ghobadi et al., 2021). Tyto buitkky UCART?7 G¢inné zabijely lidské T-ALL buné&éné linie a primarni T-
ALL odvozené od pacienta in vitro a in vivo, aniz by vedly ke xenogenni GvHD. Dal§im kritickym
problémem je eliminace vSech zdravych T bunék podavanymi CAR-T bunkami coZ je podstatné vetsi
problém, nez je aplazie B-bunck vyvolana CD19 CAR-T. Tento nezadouci t¢inek 1ze odstranit podobné
jako u AML CARuU pomoci cilené eliminace podanych CAR-T v kombinaci s transplantaci

hematopoezy.

Tab. 2

Vyznamné klinické studie s CAR-T na AML dle databaze Clinical Trials Gov k 10/2022

NCT ¢islo Antigen Jméno studie Misto

NCT05105152 CD33 PLAT-08: A Study Of SC-DARIC33 Seattle Children's Hospital, United
CART Cells In Pediatric And Young States
Adults With Relapsed Or Refractory
CD33+ AML

NCT03971799 CD33 Study of Anti-CD33 Chimeric Children's Hospital of Los Angeles,
Antigen Receptor-Expressing T Cells StatesChildren's Hospital of Colorado,
(CD33CART) in Children and National Cancer Institute - NIH, Dana-
Young Adults With Farber Cancer Institute, The Children's
Relapsed/Refractory Acute Myeloid Hospital of Philadelphia,Fred
Leukemia Hutchinson Cancer Research Center,

United States

NCT03927261 CD33 PRGN-3006  Adoptive Cellular H Lee Moffitt Cancer Center, Mayo
Therapy for Relapsed or Refractory Clinic, United States
AML or Higher Risk MDS

NCT04678336 CD123 CD123 Redirected T Cells for AML Children's Hospital of Philadelphia,
in Pediatric Subjects United States

NCT04318678 CD123 CD123-Directed Autologous T-Cell St Jude Children's Research Hospital,
Therapy for Acute Myelogenous United States
Leukemia (CATCHAML)

NCT04230265 CD123 Dose-escalating Trial With  Germany

UniCARO02-T Cells and CD123
Target Module (TM123) in Patients
With Hematologic and Lymphatic
Malignancies
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NCT03190278

NCTO04219163

NCT04789408

NCT03904069

NCT01716364

CD123

CLL-1

CLL-1

FLT3

LewisY

Study Evaluating Safety and Efficacy
of UCART123 in Patients With
Relapsed/ Refractory Acute Myeloid
Leukemia

Chimeric Antigen Receptor T-cells
for The Treatment of AML
Expressing CLL-1 Antigen

Study Evaluating the Safety of KITE-
222 in Participants With
Relapsed/Refractory Acute Myeloid
Leukemia

Study Evaluating the Safety,
Tolerability, and Efficacy of FLT3
CAR-T AMG 553 in FLT3-positive
Relapsed/Refractory AML

Safety Study of Anti LewisY
Chimeric  Antigen Receptor in
Myeloma, Acute Myeloid Leukemia
or Myelodysplastic Syndrome

University of California, H. Lee Moffitt
Cancer Center, Dana-Farber Cancer
Institute, Roswell Park Cancer Institute,
Weill Medical College of Cornell
University, University of Pennsylvania -
Abramson Cancer Center, MD Anderson
Cancer Center, United States

Texas Children's Hospital, United States

Stanford Cancer Center, Moffitt Cancer
Center, Cleveland Clinic,Wexner
Medical Center/James Cancer Hospital,
MD Anderson Cancer Center, Fred
Hutchinson Cancer Center,  United
States

City of Hope National Medical Center,
Stanford  University, MD  Anderson
Cancer Center, Houston, Texas, United
States

Peter MacCallum Cancer
Australia

Centre,

Tab. 3

Vyznamné klinické studie s CAR-T na AML a T-NHL dle databaze Clinical Trials Gov k 10/2022

NCT ¢islo Antigen Jméno studie Misto
NCTO05138458 CD5 A Study of MT-101 in Subjects With City of Hope Comprehensive Cancer
CD5+ Relapsed/Refractory TCL Center, Colorado Blood Cancer Institute,
Miami Cancer Institute at Baptist Health,
Dana-Farber/Mass General Brigham
Cancer Care, Tennessee Oncology /
Sarah  Cannon Research Institute,
University of Virginia Comprehensive
Cancer Center, United States
NCT03081910 CD5 Autologous T-Cells Expressing a Texas Children's Hospital, United States
Second  Generation CAR for
Treatment of T-Cell Malignancies
Expressing CD5 Antigen
NCTO04984356 CD7 A Phase 1/2 Study of the Safety and City of Hope, Duarte, California, Moffit

Efficacy of Anti-CD7 Allogeneic
CAR-T Cells (WU-CART-007) in
Patients With Relapsed or Refractory
T-ALL/LBL
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NCTO03690011 CD7 Cell Therapy for High Risk T-Cell Texas Children's Hospital, United States
Malignancies Using CD?7-Specific
CAR Expressed On Autologous T
Cells

NCTO04653649 CD30 CAR T-cells Against CD30 (HSP- Hospital Santa Creu i Sant Pau,
CAR30) for Relapsed/ Refractory Barcelona, Spain
Hodgkin and T-cell Lymphoma.

NCTO04288726 CD30 Allogeneic CD30.CAR-EBVSTs in Texas Children's Hospital, United States
Patients With Relapsed or Refractory
CD30-Positive Lymphomas

NCT04083495 CD30 CD30 CAR for Relapsed/Refractory Lineberger = Comprehensive  Cancer
CD30+ T Cell Lymphoma Center at University of North Carolina,

United States

NCT03602157 CD30 Study of CAR-T Cells Expressing Lineberger Comprehensive  Cancer
CD30 and CCR4 for r/r CD30+ HL Center at University of North Carolina,
and CTCL United States

NCTO04502446 CD70 A Safety and Efficacy Study Stanford, New Haven, Connecticut,
Evaluating CTX130 in Subjects With Miami, Florida, Houston, United States
Relapsed or Refractory T or B Cell Sydney, Australia, Toronto, Canada
Malignancies (COBALT-LYM)

NCT03590574 TRBC1 Phase I/l Study Evaluating AUTO4 Vall d'Hebron Institute of Oncology,

in Patients With TRBC1 Positive T
Cell Lymphoma

Barcelona, Spain, Queen Elizabeth
University Hospital, Glasgow, United
Kingdom, University College London,
Manchester Royal Infirmary Hospital,
Manchester, United Kingdom, Freeman
Hospital, The Newcastle upon Tyne
Hospitals NHS Foundation Trust, United
Kingdom

Metody pripravy CAR-T
CAR-T lécivé ptipravky patii do kategorie GMO ATMPs (genetically modified advanced therapeutical

products) ptipadné se oznacuji jako 1éCivé ptipravky (LP) pro bunécnou terapii. Zakladnim principem
téchto LP, je ze se aplikuji zivé bunky, které byly geneticky upraveny. Metoda genové manipulace,
pouzita pro vyrobu LP pfedstavuje ,,core celého pripravku a zavisi na pozadovanych vlastnostech LP.
V soucasné dobe¢ jsou k dispozici postupy, které umoziuji vnaset nové geny do genomu (tj. transgeny).
Dale existuji zavedené postupy pro cilené editovani geni pomoci systémtt TALEN, ¢i Crispr Cas/9,
které umoznuji cilené zmény sekvence DNA — napt. oprava vrozenych mutaci, vypnuti uréitych geni,
nebo vnaseni nové sekvence do specifického DNA lokusu v genomu. Pro tyto u€ely se vyuzivaji jednak
virové vektory jako jsou lentiviry a retroviry, nebo se pouzivaji nevirové systémy, zaloZzené na fyzikalné-
chemickych postupech (Bishop et al., 2020; Yusa et al., 2011). Tyto nevirové postupy jsou obvykle
zaloZeny na vneseni Cisté DNA ve formé plazmidu do buiikky pomoci kratkého vyboje el. proudu — tzv.
elektroporace, kdy jsou bufiky vystaveny intenzité el. pole cca 600V/cm po dobu 20 ms. Tento vyboj
vytvori v membrané bunék otvory o velikosti v fadu nanometrti, kterymi se do cytoplazmy bunék

dostane plazmidova DNA nachazejici se v elektroporacnim roztoku, v kterém probiha elektroporace.
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Vytvorené mikropdéry se rychle spontann¢é uzaviou po ukonceni vyboje a vnesend DNA se pak
nahodnym zptsobem integruje do genomu. Pravdépodobnost integrace Ize zdsadné zvysit pouzitim
transpozoni, oznacované také jako tzv. ,,skékajici geny* (jumping genes) (Huang et al., 2009; Ptackova
etal., 2018). Transpozon je sekvence DNA, ktera obsahuje gen kodujici tzv. transpozazu, coz je enzym,
ktery rozpozna sekvenci transpozonu a vlozi ji do genomu (nebo ji z genomu také vystipne). Pro ucely
genovych modifikaci se transpozony upravuji tak, ze transpoziza se vnasi na druhém plazmidu
oddélend od transpozonu, ktery obsahuje gen kddujici CAR (Obr. 1). Jinym nevirovym systéme je
editace genomu pomoci systému CRISPR nebo TALEN, kdy se elektroporaci vnasi enzym
s DNAzovou aktivitou a nova sekvence DNA, kterou se nahradi ¢ast genomu (Stadtmauer et al., 2020).
Virové systémy vyuzivaji nejcastéji lentiviry (LV) coz jsou modifikované viry HIV, kterym byly
vyménéna C¢ast genomu za novou sekvenci kodujici CAR. Podobnym zpisobem se pouzivaji i
modifikované retroviry (RV) odvozené napt. od viru MMLYV (Ausubel et al., 2012; Rodrigues et al.,
2011).

Kazdy z téchto systémil ma své specifické vyhody a nevyhody a jejich aplikace zavisi na pozadovaném
cili editace DNA. Virové systémy nevyzaduji specialni pfistroje jako je tzv. elektroporator (zdroj el.
pulzu) coz je hlavni nevyhoda systémi zaloZzenych na elektroporaci. Soucasné ale pfiprava
certifikovanych LV a RV nezbytna pro vyrobu ptipravkl je extrémné financné a Casove narocnd, coz
limituje jejich pouziti zejména v akademickych klinickych studiich. Dalsi nevyhoda LV/RYV je jejich
omezena kapacita pro velikosti vlozené DNA, kterd umoziuje vnaset geny max 3-4kb dlouhé (resp.
celd virovd DNA je max. 7-8kb od 5‘LTR-3’LTR). Transpozony oproti tomu maji kapacitu v fadu

gent soucasné (Field et al., 2013; Rodrigues et al., 2011).

Postup vlastni vyroby CAR-T na zobrazen na obr. 2. Nejprve se provadi odbér lymfocytli pomoci
aferézy, nebo odbérem plné krve. Odebrané bunky se nasledné v inkubatoru aktivuji v pfitomnosti
cytokint a pak se provede vneseni transgenu kodujici CAR. Modifikované bunky se dale kultivuji in
vitro a po dosazeni dostatecné expanze se zamrazi a uskladni v tekutém dusiku. Vyrobeny ptipravek se
pak analyzuje ptedepsanymi kontrolnimi testy, které dolozi jeho biologickou aktivitu a potvrdi
uspésnost vyroby. Pokud jsou splnény pfedepsana kritéria, lze nasledné ptipravek aplikovat pacienttim.
V ptipadé komercnich piipravkl se odebrané buiiky posilaji do zahranici do vyrobni facility vyrobce a
pfipravené buiiky se nasledn€ vraci zpét jako kryokonzerovany produkt. Cely proces trva v zavislosti na

volné vyrobni kapacité¢ dodavatele cca 1-2 mésice a predstavuje naklady cca 6 mil K¢ na jeden produkt.
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Next-generation CAR-T

.....

vyzkumu. Soucasné zkuSenosti s CD19-specifickymi CAR-T piipravky jsou jak pozitivni, tak ale i
negativni. Lécba témito pripravky nejlépe funguje u B-ALL, zatimco u agresivnich lymfomid typu
DLBCL je podstatné nizsi. Pravdépodobné dobie U¢inna bude 1écba BCMA-specifickymi CAR-T u
mnohocetného myelomu, bohuzel ale solidni nddory jsou vyrazné rezistentnéjsi na 1ébu CAR-T nez
hematologické malignity(Gregory et al., 2018) . Divody téchto rozdild jsou intenzivné studovany a
existuje fada novych experimentdlnich sméri zamétenych na vyvoj dal§i generace vylepSenych tzv.
next-generation CAR-T. V poslednich cca 10-ti letech bylo popsano mnoho novych experimentalnich
postuptl umoznujicich vybavit T lymfocyty fadou novych funkci. Tyto postupy odpovidaji na nékolik
zasadnich otazek: 1) jak zvysit bezpeénost CARU omezenim rizika CRS a off-target cytotoxicity, 2) jak
1épe cilit nadorové bunky pomoci kombinace nékolika antigenti soucasné, 3) jak umoznit cilenou
eliminaci CAR1 in vivo, 4) jak zvysit jejich perzistenci in vivo, 5) jak eliminovat supresorické pisobeni

nadorového mikroprostiedi, 6) jak navodit siln€jsi protinadorové tcinky.

Dale probiha vyvoj novych vyrobnich postupti umoznujicich rychlejsi a levnéjsi ptipravu CAR-T a
vyvoj novych metod genového inzenyrstvi kterymi lze do lymfocytl vnaset vétsi DNA konstrukty a
soucasn¢ cilené provadét knock-out supresoricky pisobicich genlt v CAR-T pomoci technologii

vyuzivajicich CRISPR/Cas9 nebo TALEN.

Tab. 4

Vyznamné klinické studie s enhancovanymi CAR-T na B-ALL/B-NHL dle databaze Clinical
Trials Gov k 10/2022

NCT ¢islo Jméno studie Geneticka Indikace Misto
modifikace

NCT05620342 Phase | Study Autologous CAR GD2 CAR karcinom Lineberger
T-Cells Targeting the GD2 IL-15 plic Comprehensive
Antigen for Lung Cancer caspase 9 Cancer Center, United

States

NCT03721068 Study of CAR T-Cells Targeting GD2 CAR  neuroblastom Emory -  Winship
the GD2 With IL-15+iCaspase9 IL-15 osteosarkom  Cancer Institute,
for Relapsed/Refractory caspase 9 Lineberger
Neuroblastoma or Comprehensive
Relapsed/Refractory Cancer Center at
Osteosarcoma University of North

Carolina, United States
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NCT04715191 Interleukin-15 and -21 Armored Glypican-3  pediatrické  Texas Children's
Glypican-3-specific ~ Chimeric CAR solidni Hospital
Antigen Receptor Expressed in T 1L-15 nadory Houston, Texas,
Cells for Pediatric Solid Tumors 1L-21 United States

NCT02498912 Cyclophosphamide Followed by MUC16 solidni Memorial Sloan
Intravenous and Intraperitoneal CAR nadory Kettering Cancer
Infusion of Autologous T Cells IL-12 Center, United States
Genetically  Engineered to
Secrete IL-12 and to Target the
MUC16ecto Antigen in Patients
With Recurrent MUC16ecto+
Solid Tumors

NCT03635632 C7R-GD2.CART Cells for GD2 CAR neuroblastom Houston Methodist
Patients With Relapsed or constituvely osteosarkom Hospital, United
Refractory Neuroblastoma and active IL-7 States
Other GD2 Positive Cancers receptor
(GAIL-N)

NCT04227275 A Study of CART-PSMA- PSMA CAR Kkarcinom Moffitt Cancer Center,
TGFBRDN in Patients With dominant- prostaty The University of
Metastatic Castration Resistant negative Kansas Hospital,
Prostate Cancer TGFp United States

receptor

NCT04684563 huCART19-1L18 in NHL/CLL CD19 CAR CD19+ University of

Patients IL-18 CLL/NHL Pennsylvania, United
States

Zvyseni bezpecnost CAR-T omezenim rizika CRS a off-target cytotoxicity

Jako kazda jina 1éCba, tak i pouziti CAR-T muze byt spojené s rozvojem zavaznych nezadoucich ucinkd.
Tyto tcinky jsou zplisobené silnou aktivaci a proliferaci CAR-T b¢&hem protinddorové reakce a jsou
vyvolané uvolnéni velkého mnozstvi prozanétlivych cytokinii stejnymi fyziologickymi mechanismy ke
kterym dochazi béhem pfirozené imunitni reakce. Jedna se hlavné o cytokiny IL-6, IL-15, TNFa, které
jsou produkovany aktivovanymi T lymfocyty, a tedy také CAR-T vyvolaji v organismu systémovou
zanétlivou odpovéd’, tzv. CRS — cytokine release syndrome, syndrom z uvolnéni cytokint (Pulé et al.,
2005) . Jedna se o nejzavaznéjsi NU, ktery se v mirné podobé projevuje jako febrilie a v zdvazngjsi
formé miize vést az k obéhovému selhani a imrti. Tento NU lze &asteén& tlumit pomoci kortikoidii a
anti-IL-6 protilatek (tocilizumab), nicméné i v soucasnosti mize vést az k nutnosti obéhové podpory
v dusledku intenzivnéjsi aktivace CAR-T. Bylo popsano i nékolik tmrti béhem klinickych studii
s CD19-CD28-zeta CAR-T (Juno terapeutics). CAR-T obsahujici 4-1BB doménu takto zavazné NU
nemaji. Na druhou stranu ale je nutné poznamenat, ze tyto disledky byly vyjimeéné a jsou disledkem

ucinného protinadorového efektu CAR-T (Porter et al., 2018).
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Off-target cytotoxicita
Tento NU je také v diisledku protinadorového pisobeni CAR-T nicméné je zptisoben koexpresi antigenu

i na zdravych bunikdch. To zplisobi cytotoxickou reakci i mimo nador a miize zpusobit vyznamnou
cytotoxicitu kdekoliv v organismu v zavislosti na expresi antigenu. V minulosti, kdy probihaly prvni
studie s CAR-T a tyto informace nebyly detailné¢ znamé, doslo také k fadé fatalit. Napt. CAR-T
rozpoznavajici CAIX target pro 1écbu ca ledvin zplsobily zavazné poSkozeni jater, nebo CAR-T
specifické na Her2 zpiisobily plicni postizeni s umrtim . Bohuzel pro 1é¢bu solidnich nadorti neexistuje
idealni antigenni cil(Ahmed et al., 2015; Lamers et al., 2013) a tyto projevy toxicity pfedstavuji znamé
riziko. Klinicky ovéfené antigenni cile jsou uvedeny v Tab. 2. Piestoze CD19 antigen je asi nejlepsi a
nejucinnéjsi antigen, tak i CD19 CAR-T poskozuji zdravé tkané — dojde k eliminaci v§ech B-lymfocytt
a pacienti mohou rozvinout protilatkovy imunodeficit, ktery vSak ale neni trvaly a k reparaci B-

lymfocytl obvykle dojde po vymizeni u¢inku CAR-T.

Eliminace nadorové buriky pomoci kombinace nékolika antigent soucasné
Tento postup si klade za cil kombinovat aktivaci CAR-T dvéma receptory soucasn¢, kdy k uc¢inné

stimulaci CAR-T dojde pouze v piipadé rozpoznani obou antigent souc¢asné. Napf. se zkouseji CAR-
T pro 1é&¢bu m. myelomu, které reaguji s antigeny CD138 a CD38 a k aktivaci dojde pouze v piipadé
rozpoznani obou antigend. Tohoto efektu je docileno tak, ze CAR obsahuje dva receptory s oddélenymi
kostimula¢nimi (CD28) a aktivacnimi (TCR zeta) doménami. V ptipad€ rozpozndni obou antigent se
oba receptory aktivuji soucasné a mimikuji tak aktivaci jako kdyby k ni doslo prostfednictvim jednoho
receptoru. Tento koncept se také nazyva "AND/NOT logic-gated CAR-T cells* a jedna se o velmi
zajimavy experimentalni smér vyvoje CAR-T (Savanur et al., 2021). Na rozdil od vlozeni ON/OFF
gate muze byt design CARU také upraven tak, Ze jeden receptor obsahuje dvé scFv a tyto tzv. tandemové
CARy reaguji na oba antigeny. Tento postup se pouziva k rozsiteni reaktivity CAR-T a zabranéni
selekce antigen-neg. mutant, v soucasnosti probihaji klinické studie s tandemovymi CARy napf. proti
anti- CD19 a anti-CD20 (Tong et al., 2020).

Cilena eliminace CARU in vivo
Pro zvyseni bezpecnosti byly vyvinuty rGzné tzv. pojistky pro cilenou eliminaci CAR-T . Bohuzel

neékteré z vysoce ucinnych technologii, naptiklad vyuzivajici indukovatelnou kaspazu 9 na bazi
rimiducidu (Zhou et al., 2015) , nemohou byt Siroce pouzivany v klinickych studiich kvtli omezené
dostupnosti aktivatoru. Jiné €inné a klinicky ovéfené bezpecnostni spinace mohou byt také zalozeny
na pouziti terapeutickych protilatek proti povrchovym antigenim EGFR a CD20, které se cilen¢ vlozi

do CAR-T bunék spolu s DNA sekvenci kodujici CAR. Co-exprese téchto antigenti pomoci CAR
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konstruktu umoziuje rychlou eliminaci podavanych CAR-T bunék terapeutickymi protilatkami

cetuximabem a rituximabem (Sahillioglu & Schumacher, 2022) .

ZvysSeni perzistence CAR-T in vivo
Soucasnym hlavnim problémem CAR-T terapie je net¢innost na solidni nadory v dusledku slabé

expanze bunék po podéni. I v piipadé¢ CD19 CAR-T se postupné objevuji data ukazujici slabou expanzi
bun¢k u nékterych pacientt a jiz se vi, ze u€innost CD19 CAR-T velmi pfesné koreluje s mirou expanze
in vivo. Dale se prokdzalo, ze podani lymfodeplec¢ni chemoterapie (rezim FluCy) je zcela nezbytné pro
navozeni silné expanze CD19 CAR-T (Hirayama et al., 2019; Srivastava et al., 2021). Mechanismus
lymfodeplece je nasledujici — chemoterapie fludarabin — cyklofosfamid nejprve eliminuje lymfoidni
populace v organismu a zpusobi cytopenii. Repara¢ni mechanismy hematopoezy nasledné aktivuji
proliferaci bunék v lymfatickém systému a v kostni dieni fadou mechanismu a mj. také navodi zvySenou
produkcei cytokint stimulujicich hematopoezu. Tyto cytokiny ptsobi i na aplikované CAR-T a stimuluji
tak jejich expanzi in vivo. Lymfodeplece ma bohuzel n€kolik velmi nezaddoucich ucinkii — paralelné
s expanzi lymfocytd dochazi i k expanzi myeloidnich supresorickych bunék (monocyty/makrofagy),
které tlumi protinadorové ucinky CAR-T, podobné jako pisobi myeloidnich supresorické bunky
v nadorovém mikroprostiedi. Dale lymfodeplece u ¢asti pacientd vede k rozvoji zavaznych
dlouhodobych cytopenii v myeloidni fad¢ (neutropenie a trombocytopenie) pravdépodobné v disledku

jiz prili§ vysoké toxicity fludarabinu u takto téZce piedlécenych pacientu (Korell et al., 2021) .

Hlavnim biologickym nastrojem, ktery podporuje expanzi CAR-T in vivo jsou tedy cytokiny, a proto se
intenzivné studuji postupy, jak zvysSit protinddorové efekty CAR-T pomoci ko-exprese cytokint
podporujicich proliferaci CAR-T. Asi nejzajimavéj$imi cytokiny z tohoto pohledu jsou IL-7 a IL-21.
IL-7 je cytokin stimulujici proliferaci T lymfocytd a pouziva se béhem vyroby CAR-T. Rooney et al
ukdzali jak na mysich modelech, tak i v klinické studii s GD2-specifickymi CAR-T, Ze konstitutivné
aktivni receptor pro IL-7 stimuluje expanzi GD2 CAR-T u pacientt s glioblastomem a tyto GD2 IL7R
CAR-T nevyzaduji aplikaci lymfodeplecni chemoterapie (Shum et al., 2017) . Podobné se ukazuje, ze
CAR-T ko-exprimujici IL-21 maji zvySenou perzistenci in vivo a udrzuji si ,,stem-cell memory*
imunofenotyp (Stach et al., 2020). Nové typy CAR-T enhancované pomoci cytokint IL-7 nebo 1L-21
predstavuji perspektivni strategie, jak zvysit ucinnost CAR-T terapie a eliminovat nutnost pouziti

lymfodeplec¢nich rezimd.

Rizika spojena s editovanim genomu
Soucasné techniky genového inzenyrstvi umoznuji nekolik typt modifikace bunééné DNA. Tyto

postupy umoznuji vliozit do genomu novy gen (transgen) nebo narusit vybrany gen cilenou mutagenezi.
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Vnaseni novych genli se nejCasteji provadi pomoci lentivirovych retrovirovych vektord (LV/RV).
Navzdory tomu, ze LV/RV vnéseji transgen nahodné do genomu, oba virové systémy se bézné pouzivaji
a ukdzaly jako bezpecné u tisicti pacientt 1écenych CAR-T buitkami specifickymi pro CD19. Bohuzel,
produkce virovych vektort GMP je velmi komplikovand kviili rozsahlym regulacnim problémm a
vyroba je proto pomald a nese extrémni naklady. Komplikovana povaha vyroby GMP LV/RV
komplikuje a zpomaluje vyvoj novych typi CAR-T bunc¢k zejména v akademickém (Milone &
O’Doherty, 2018). K prekonani téchto omezeni byly vyvinuty nevirové systémy vyuZzivajici
transpozony, jako je Sleeping Beauty (SB) a piggyBac (PB) (Prommersberger et al., 2021). Oba
transpozony vkladaji geny také nahodné do genomu podobné jako virové vektory, i kdyz byly popsany
nepatrné rozdily v integracnim vzoru. Soucasné SB/PB transpozony jsou schopny vlozit mnohem vétsi
segmenty DNA nez jakykoliv virovy vektor (Li et al., 2013) . Tato velka kapacita nakladu umoznuje
komplexni inzenyrské ptistupy , které vyzaduji vlozeni vice genti do jednoho vektoru. Schopnost vlozit
do genomu velkou sekvenci DNA by tak mohla umoznit generovani CAR-T posileného koexpresi
cytokinti nebo vice konstrukci CAR a bezpecnostnich pojistek nebo obsahujicich komplexni expresni
kazety s regulovanou aktivitou CAR-T. Genotoxicita zpusobena nahodnou inzerci transgenu mtize byt
zpusobena nékolika faktory, mize dojit k vneseni transgenu do regulacnich oblasti (promotor,
enhancer) onkogentl a vysoka transkripcni aktivita CAR transgenu mtize ovlivnit expresi blizkych geni.
Dale mize dojit vnesenim transgenu do oblasti intronu/exonu ke vzniku mutace ¢i knock-outu tohoto

genu. Coz v pfipadé anti-onkogenti miize mit opét onkogenni efekt.

Podobné¢ jako inzeréni onkogeneze zplisobend nahodnou integraci transgenu, i mutageneze DNA
prostiednictvim nukleaz DNA, jako je CRISPR-Cas9 nebo TALEN, piedstavuje vyznamné riziko pro
vznik zavaznych mutaci genomické DNA. Editace genti pomoci DNA nukleaz se nejcastéji pouziva pro
produkci alogennich CAR-T bunék a je zaloZena na naruseni endogennich TCR alfa/beta fetézct cilenou
mutagenezi (Maganti et al., 2022) nebo vypnuti inhibi¢nich receptort, jako je PD-1. Napiiklad v
publikované klinické studii (Stadtmauer et al., 2020) autofi pouzili editaci CRISPR-Cas9 k eliminaci
fetézcl endogennich T bunéénych receptorii (TCR) alfa a beta a k odstranéni genu pro inhibi¢ni receptor
PD-1 pro zlepseni protinadorové imunity. Nasledné byl do takto upraveny T lymfocytl vnesen pomoci
lentivirového vektoru novy TCR specificky na nadorovy antigen NY-ESO-1 a tyto bunky byly pouzity
u HLA A2 pozitivnich pacient s refrakternimi karcinomy, ktery exprimuji NY-ESO-1. Tato zajimava
studie vSak neprokazala zadny vyznamny pozitivni vliv narusSeni PD-1 na pfeziti in vivo podavanych T
bun¢k, navic byly v podavanych T bunkach detekovany vyznamné chromozomalni translokace.
Navzdory tomu, ze se jejich frekvence ¢asem snizovala, tyto vysledky naznacuji, Zze by mohlo dojit k
zavaznym genomickym zménam. Zpravy z jinych klinickych studii s alogennimi CAR-T bunkami ,
jako je NCT04416984, vykazovaly podobné znamky nezadouci mutageneze také pii pouziti systému
TALEN. V tomto piipad¢ byla studie ALPHA2 s alogennim CD19 CAR-T docasné zastavena FDA
kvuli jedinému piipadu pacienta se zdvaznym nezadoucim ucinkem souvisejicim s editaci metodou
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TALEN. (Locke FL, et al. Studie ALPHA?2, J Clin Oncol. 2021;39(suppl 15):2529. Oba ptipady zasadne
zvysily regulaéni pozadavky na testy kontroly kvality v jakychkoli dalSich klinickych studiich
vyuzivajicich technologii CRISPR-Cas9 nebo TALEN .

Na subcelularni urovni bylo zjisténo, ze generovani dvouietézcovych zlomi DNA v dusledku editace
pomoci CRISPR-Cas9 nebo TALEN mtize vést k Sirokému spektru chromozomalnich strukturalnich
abnormalit a vést az k extrémnim patologickym jeviim jako je chromotripse. Chromotripse je mutacni
proces, pii kterém dochazi k seskupenym chromozomalnim piestavbam lokalizovanym v casti
chromozomu (Leibowitz et al., 2021), V podstaté se jedna o rozpad ¢asti chromozomu, ktery se
nepodafi spravné opravit pomoci DNA reparacnich procest. Oblast poskozeného chromozomu se
nejprve rozpadne na mensi fragment, ty se nasledné¢ amplifikuji a ndhodné slozi zpét. Tyto dusledky
jsou spojené s procesem onkogenni transformace nebo s vyvojem vrozenych onemocnéni (Rosswog
etal., 2021). Jiné studie podobné ukazaly, Ze editace globinu CRISPR-Cas9 muiZe zpusobit megabazové
delece ¢asti chromozomu, oznaované také jako ztrata heterozygozity (Boutin et al., 2021). Nukleazy
CRISPR-Cas9 i TALEN tedy mohou zptisobit vyznamné genomické zmény. Z pohledu regulacnich
instituci budou vyzadovany rozsahlé testy bezpecnosti a kontroly kvality generovanych bunék pro

schvaleni novych klinickych studii s experimentalnimi terapeutickymi produkty navrzenymi pomoci

CRISPR-Cas9 nebo TALEN.

Fig. 3

Hlavni metody genového inZenyrstvi a porovnani jejich vyhod a rizik.

Viry (LV/RV) Crispr/Cas9, TALEN piggyBac transpozon
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Vysledky

Hlavni zaméfeni prezentované prace souvisi s vyvojem novych experimentalnich CAR-T pfipravkl na
hematologické malignity a realizaci jejich klinického testovani. Toto téma bylo feSené v grantech
NT14030, NV15-34498A, NV19-08-00147 a Primus UK. Védecké vystupy téchto projektli umoznily
realizovat vyvoj GMP certifikované vyroby CD19 CAR-T. V roce 2021 bylo ziskiano v UHKT
schvéleni pro klinickou studii s CD19 specifickymi CAR-T buitkami "UHKT CAR19" (CART19 Cells
Effects in Patients With Relapsed or Refractory Acute Lymphoblastic Leukemia and Non-Hodgkin's
Lymphoma, NCT05054257). Tento experimentalni pfipravek UHKT CARI19 je vyrabény v. GMP
facilit¢ v UHKT a dosud bylo timto pfipravkem 1éeno pét pacientii, jejichz analyzy jsou uvedeny
nize. Tito pacienti nebyli zptsobili pro 1écbu schvalenymi CAR-T, protoze nespliovali v dobé aplikace

indikacni kritéria (B-ALL pod 26 let a difuzni velkobunéény B lymfom).

Analyza pacient( |é¢enych pfipravkem UHKT CAR19

Pacientka 1: 27leta zena s refrakternim B-ALL, ktera zrelabovala po dvou alogenich transplantacich
krvetvorby a po 1é¢bé komerénimi CAR-T (tisa-cel). Tato pacientka byla také prvnim pacientem
1é¢enym v Ceské republice komerénimi CAR-T buiikami. Po podani byly CAR-T detekovatelné v krvi
pratokovou cytometrii cca 1 mésic po 1é¢be a pacientka dosahla dlouhodobé remise MRN neg. zatim v
trvani 1 rok. Pacient 2: muz 39 let, s diagnozou folikularniho lymfomu, u kterého se po autologni
transplantaci kmenovych bunék rozvinulo rychle postupujici chemorezistentni onemocnéni z postizeni
krénich uzlin. PET/CT vysetteni prokazalo dosazeni kompletni remise 30 dnil po 1écbé, remise trvala
cca 6 mésicl a pak doslo k dalsimu relapsu ve stejném misté jako bylo primarni postizeni. Pacient 3:
28leta Zena s refrakterni B-ALL, ktera zrelabovala po dvou alogenich transplantacich krvetvorby. Po
podani byla zjisténa vyznamna populaci CAR-T v krvi a také v kostni dfeni cca 1 mé&s. po 1écbé. Tato
pacientka dosahla dlouhodobé MRD neg. remise zatim v trvani 6 mésicti. VSem témto tfem pacientim
byla podana nizka davka CAR+ <0,5x10e6/kg. Pacient 4: muz 57 let s primarné refrakterni B-ALL,
ktery nedosahl remise po intenzivni induk¢ni chemoterapii. Po podéni byla zjisténa vyznamna expanze
CAR-T v Kkrvi a dosazeni kompletni remise MRD neg., zatim v trvani cca 3 mésice. Tento pacient je v

soucasnosti indikovan k alogenni transplantaci krvetvorby.

24



Pacient 1

e Zena, 24 let, dg. B-ALL

e Opakované relapsy, stp. 2x alogenni transplantace krvetvorby

e Lécena komercnimi CAR-T (tisa-cel) — relaps po 33 mésicich, nasledné 2. aloSCT, a relaps po
11 mésicich

e Lécena davkou 0.5 x10e6/kg CAR-T

e Detekovatelnd expanze CAR-T v krvi a kostni dfeni a jejich dlouhodobad perzistence

e DosaZzeno MRD neg. CR, B-aplazie, dlouhodoba cytopenie pfi selhani stépu (ANC< 0,5, PLT <
20, Hb < 80). stp. DLI

o Relaps 12 mésicll po |écbé CAR-T

Patient 1

Therapy: hyperCVAD, inotuzumab ozogamicin, HyperCVAD

Protocol AIEOP-BFM 2000 inotuzumab ozogamicin, hyperCVAD, 2nd CAR-T (UHKT-CAR19)

1st alo-SCT CAR-T (tisa-cel) 2nd alo-SCT Dose: 0,5x10e6 CAR+/kg

Dg.: 2010 common B-ALL 2/2018 1st relapse with 11/2020 2nd relapse with 10/2021 3rd relapse with bulky
extramedullarinfiltrates generalaized lymfadenopathy, extramedullar infiltrates (bones,

(15 yearsold) (bones, uterus, peritoneum)  infiltration of spleen, liver, bones  peritoneum, spleen)

Negativni kontrola B1 D7 D14 D22 D26 D+155 D+187

100 ul krav 500 ul krew 500 Ul krev 500 ul krev krev kostni drefi krev

FSCA

Kmliy

R — d

D14 D26 D187
100 ul kestni dref Kostnl dran Kostnl dfen

cb3

Fig. 4 A) schéma lécby pacienta. B) Analyza expanze CAR-T V krvi po podadni pomoci pritokové
cytometrie. Expanze je uvedena jako procento z CD3+ T lymfocytii.
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Pacient 2

e Muz, 39 let, dg. folikularni lymfom

o chemorefrakterni relaps po ASCT

e rychle progredujici kréni lymfadenopatie bez znamek transformace do DLBCL

e davka 0.5x 10e6/kg CAR-T, mirné projevy CRS max. gr. 1

e detekovatelna expanze CAR-T v D28 v krvi, bez projevl cytopenie

e klinicky pozorovatelné regrese kréni lymfadenopatie a dosaZzeni kompletni remise dle
PET/CT 1 més. po lécbé

e relaps 7 mésicli po lécbé CAR-T, indikovan k aloSCT

A
PET/CT
Before CAR-T
Day 30 post-treatment
B
Negathmi kontrola D+ D=+7 D+14 D428 D#176
krev krev krev krev
2t & 0038 a 2in @ ] @‘ . 'g.w H . i ; p" Saie
: 1
W .;:AR 0 W N
D+14 D+100
kestni dren kestni dren
CAR
Fig. 5

A) vysledky hodnoceni efektu lécby pomoci PET/CT. B) Analyza expanze CAR-T Vv krvi po podani

pomoci priitokové cytometrie. Expanze je uvedena jako procento z CD3+ T lymfocytii.
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Pacient 3
e Zena 28 let, dg. B-ALL

e Opakované relapsy, stp. 2x alogenni transplantace krvetvorby

e Lécena davkou 0.2 x10e6/kg CAR-T

e Detekovatelnd expanze CAR-T v krvi a kostni dfeni a jejich dlouhodobad perzistence
[ ]

Dosazeno MRD neg. CR, B-aplazie, jinak normalni parametry KO,
e Relaps 10 mésicli po |écbé CAR-T

D+1 D47 D14 D428 D449 D470 D488
krev krev krev krev* krev Krev krev

B
£

CAR

Negativni kontrola Kosini dref kostni dfen

cp3

D3

cD3

Fig. 6 Analyza expanze CAR-T V krvi a kostni dieni po poddni pomoci pritokové cytometrie. Expanze
je uvedena jako procento z CD3+ T lymfocytii.
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Pacient 4

e Muz 57 let, refrakterni B-ALL, pro nedosazeni CR po 2. indukci nebylo mozné indikovat
k aloSCT

e Davka 1x10e6/kg CAR-T,

e Vysokd expanze CAR-T v krvi 14 dnll po |écbé a dosaZzeni MRD neg. CR

e Podstoupil aloSCT 3 més. po lécbé

Negativni konrola D2 D+7 D+14 D+28 D470
krev krev krev krev krev

cD3

Fig. 7 Analyza expanze CAR-T V krvi po podani pomoci pritokové cytometrie. Expanze je uvedena
jako procento z CD3+ T lymfocytii.

Zhodnoceni ucinnosti a toxicity pfipravku UHKT CAR19

Tyto predbézné vysledky naznacuji, Ze testovany piipravek je t¢inny dle predpokladii a klinicka studie
proto stale probiha. Béhem terapie UHKT CAR19 pripravkem nebyly zatim pozorovany zadné SAE
ani DLT. O¢ekavanymi NU byly projevy CRS, které dosahovaly max. grade 1. Byly pozorovéany
Soucasné se dale ukazalo, Zze dostupnost schvalenych 1é¢ivych piipravki limituje pocet pacientl
indikovatelnych pro tuto studii. Dalsi dileZity faktor bylo vékové omezeni ze strany SUKLu na 18-65
let. V soucasnosti je vétSina pacientti s lymfomy ¢asto nad timto vékovym limitem zejména proto, Ze
jsou k dispozici i jiné velmi G¢inné 1é¢ivé pripravky jako jsou napf. bisepcifické protilatky ¢i kinazové
inhibitory, které navodi remisi i po selhdni mnoha linii 1écby. Vyznamna indikacni skupina pro UHKT
CAR19 jsou ale pacienti s B-ALL nad 25 let véku, ktefi nespliuji indikacni kritéria pro schvalené LP
tisa-cel a axi-cel. Pozitivnim faktem je, ze na zaklad¢ téchto predbéznych pozitivnich vysledkid byly

SUKLem schvaleny zmény klinického protokolu, které umoznily zvysit vékovy limit na 80 let.
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Do budoucnosti je vSak nezbytné nadale testovat a vyvijet nové upravené CAR-T, protoze vysledky
klinickych studii se schvalenymi pfipravky ukazuje, ze i€innost je cca 30% u pacienti s B-NHL - zbyva
tedy stale dostateCny prostor pro vyvoj novych vylepsenych CAR-T. Timto smérem se také ubira
soucasny translaéni vyzkum CAR-T v UHKT - probiha vyvoj CAR-T specifickych na antigen CD123
pro 1é¢bu pacientt s AML a vyvoj CD19 CAR-T enhancovanych cytokinem IL-21 a IL-7 pro pacienty,

kteti zrelabuji po komercnich CAR-T pftipravcich.

Imunomonitoring pacientt lé¢enych pfipravkem Kymriah
V pribéhu 2020-2022 se sledovali pacienti 1é¢eni v CR ptipravkem Kymriah pomoci mnohobarevné

pratokové cytometrie a meéfila se fada parametrd které mohou mit vliv na u¢innost terapie. Tyto
parametry se tykaji: 1) kvality vstupniho materialu pro vyrobu CAR-T (tj. aferézy), 2) vlastnosti
vyrobenych CAR-T bunék, 3) expanze CAR-T bun¢k v organismu po aplikaci terapie. Pacienti
indikovani pro 1é¢bu CAR-T jsou po mnoha liniich chemoterapie a obvykle maji rizné zdvazné
cytopenie jako dusledek toxicity terapie. V odebranych vzorcich aferézy byly stanoveny pomoci
pratokové cytometrie zakladni leukocytarni populace a byl sledovan pamétovy imunofenotyp T
lymfocyti. Déle, podobnymi analytickymi metodami byly analyzovany vyrobené CAR-T piipravky
pro jednotlivé pacienty a stanovilo se procento CAR+ bun¢k a jejich pamétovy imunofenotyp. Po
aplikaci CAR-T byli pacienti dale sledovani a v pravidelnych intervalech se detekovala ptitomnost
CAR-T v periferni krvi, nebo v kostni dfeni. Zméfené parametry se korelovaly s klinickym efektem
1é¢by a se stavem onemocnéni pred zahajenim CAR-T terapie. Vysledky jsou prezentovany v publikaci
1 (Characterization of the input material quality for the production of tisagenleclucel by multiparameter
flow cytometry and its relation to the clinical outcome. Stach et al) ktera je v sou¢asnosti v recenznim

fizeni.

Jedna se o skupinu pacientti s diagnézou B-ALL (n=7) a DLBCL (n = 24), ktefi byli 1é¢eni piipravkem
tisa-cel v UHKT v VEN. Cilem bylo zjistit, jak intenzivni 1é¢ba pacientti ovliviiuje produkované CAR-
T, jejich expanzi in vivo a vysledek 1écby. Multiparametrickd pritokova cytometrie byla pouzita k
analyze materialu pouzitého pro vyrobu CAR-T (aferézy), samotného produktu CAR-T a stanoveni
expanze CAR-T ve vzorcich krve ziskanych ve tfech Casovych bodech po podani. Byla provedena
analyza pamétového fenotypu CD4/CD8 CAR-T lymfocyti (CD45RA, CD62L, CD27, CD28, CD57)
a stanovena exprese inhibi¢nich receptorti PD-1, TIM-3, TIGIT. Pacienti, kteti reagovali na 1écbu, méli
vyssi procento CD8+CD45RA+CD27+ T lymfocytl v aferéze, ale ne ve vyrobenych CAR-T. Nejhorsi
vysledky méli pacienti s primarnimi refrakternimi agresivnimi B-bunécnymi lymfomy a s
nedetekovatelnou expanzi CAR-T in vivo. Nicméné nebyla pozorovana jasna korelace

s imunofenotypem CAR-T. Vysledky naznacuji, ze dilezitym parametrem ptedpovidajicim ucinnost
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terapie je uroven expanze CAR-T in vivo a vysledek terapie CAR-T do znacné miry zdvisi na

biologickych vlastnostech nddort spiSe nez na imunofenotypu vyrobenych CAR-T.

Vyvoj experimentdlnich CAR-T pfipravk
V zacatcich terapie CAR-T nebyly zndmé sekvence CD19-specifického scFv segmentu a jedinym

zpusobem  bylo tedy pfipravit vlastni scFv pomoci vyklonovani scFv sekvence z hybridomu
produkujiciho CD19 specifickou monoklondlni protilatku. Cesta vedouci ke klinickému testovani
UHKT CAR19 proto zacéala vyvojem vlastniho CD19-specifického CARu (Publikace 2: Lenalidomide
enhances antitumor functions of chimeric antigen receptor modified T cells, Oncoimmunology 2015).
Béhem feseni grantu IGA byla vyklonovana spole¢né s kolegy z UMG sekvence kodujici CD19-
specifickou protilatku z hybridomu B2B a byl pfipraven novy CARI19 konstrukt. Funkénost tohoto
CARu byla nasledn¢ otestovana in vitro testy a na mySich modelech pomoci nadorovych B-bunéénych
linii. Soucasné byl popsan pozitivni efekt lenalidomidu na protinddorové G¢inky CAR-T. V té dobé
byla metoda piipravy CAR-T zaloZena na lentivirech, coz se bohuZzel ukazalo jako zasadni komplikace,
nebot’ ze strany SUKLu nam byly stanoveny nesplnitelné podminky pro zavedeni certifikované vyroby
CAR-T. Bylo tedy nutné vyvinout nevirovy zpusob piipravy CAR-T pomoci transpozonu piggyBac
(Publikace 3: A new approach to CAR T-cell gene engineering and cultivation using piggyBac
transposon in the presence of IL-4, IL-7 and IL-21, Cytotherapy 2018). Tento nevirovy postup je zalozen
na elektroporaci DNA plazmidi koédujicich transpozon a transpozazu a ma nizsi riziko v souvislosti
s pravidly prace s GMO (geneticky modifikované organismy). Tento popsany postup piipravy CARG
se pozdgji podafilo odcertifikovat a byl schvalen SUKLem. V dalsi praci (Publikace 4: Inducible
secretion of IL-21 augments anti-tumor activity of piggyBac-manufactured chimeric antigen receptor T
cells. Cytotherapy 2020) se studoval efekt cytokinu IL-21 na zvyseni G¢innosti funkce CAR19 T bunék.
IL-21 je cytokin s pleiotropni funkci, ovliviiujici funkci fady typa krevnich bun€k. IL-21 potencuje
perzistenci protinadorovych cytotoxickych T lymfocytu a udrzuje jej v méné diferencovaném stem-cell
pamétovém fenotypu. Popsané CAR-T byly modifikované inducibilnim promotorem s NFAT-
regulaénimi segmenty, ktery zapne expresi a sekreci IL-21 po aktivaci CAR-T bunék. V dalsi praci se
dale vyvijely nevirové metody piipravy CAR-T (Publikace 5: Enzymatically produced piggyBac
transposon vectors for efficient non-viral manufacturing of CD19-specific CAR T cells. Mol Ther
Methods Clin Dev 2021). Publikace popisuje postup piipravy CAR-T, ktery vyuziva in vitro
syntetizované DNA transpozony pomoci PCR a in vitro transkribovanou mRNA kodujici transpozazu.
Vyhoda tohoto postupu je, Ze se jedna o tzv. abioticky pfipravené reagencie, coz zjednodussi a zrychli

certifikaci vyrabéného piipravku a snizi cenu pfipravy transpozonovych vektord.
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Zaver

Predlozena prace shrnuje vysledky vyzkumu a vyvoje protinadorovych CAR-T lymfocytii cca od roku
2012. Béhem této doby se podafilo - v ramci feseni granti IGA, AZV, Primus UK a za podpory UHKT
dosahnou nékolika stézejnich cilt. PfedloZzené vysledky jsou kombinaci zékladniho, translac¢niho a
klinického vyzkumu v oblasti CAR-T terapie hematologickych malignit. Byl pfipraven originalni CAR
konstrukt specificky na antigen CD19, ktery se stal zakladem pro vyvoj 1é¢ivého piipravku — CD19-
specifickych CAR-T, které jsou v soudasnosti testovany v klinické studii (NCT...) v UHKT u pacientii
s r/r B-ALL a B-NHL. Pro tyto ucely byl vyvinut novy a originalni postup vyroby téchto CD19 CAR-T
pomoci nevirové metody zalozené na transpozonu piggyBac. Dale byly sbirany zkuSenosti s 1é¢bou
pomoci komerénich CAR-T pfipravkil (Kymriah) a byl provadén imunomonitoring takto lécenych
pacientii pomoci prutokové cytometrie. Paralelné s tim dale probihal vyzkum a vyvoj novych typt
enhancovanych CAR-T bun¢k — byly piipravené CD19 CAR-T enhancované pomoci ko-exprese
cytokinu IL-21. Tyto CARy jsou jednim z hlavnich kandidati pro vyvoj nového experimentalniho

pfipravku pro pacienty refrakterni na komeréni CD19 CAR-T piipravky.
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