ABSTRAKT

T-lymfocyty exprimujici chimérické antigenni receptory (CAR) piedstavuji novy 1écebny postup, ktery
je obzvlasté ucinny proti B-lymfocytarnim malignitam, a méni dosavadni paradigma 1écby rakoviny.
V soucasné dobé existuje nékolik schvalenych a komeréné dostupnych CAR T-lymfocytarnich
produktt. Nicméné tato 1écba je stale netinosné finan¢né nakladnd. Proto existuje poptédvka po nahrazeni
obzvlasté nakladnych retrovirovych/lenvirovych vektort levnéj$imi, nevirovymi alternativami. Navic
se souCasny vyzkum naddle zaméfuje na dal§i vylepSeni CAR T-lymfocyti posilenim jejich
protinadorovych funkci, expanze a perzistence in vivo. Kromé toho je usilovano o rozsifeni spektra
antigend a nemoci proti kterym by byly CAR T lymfocyty pouzitelné. Tato disertacni prace se zabyva
vyrobou CD19 specifickych CAR T-lymfocyt z hlediska pouzitych cytokind pfi kultivaci, vektoru
pro genetickou modifikaci, testovanim nového konstruktu CARu sekretujiciho interleukin (IL)-21

a analyzou CAR T-lymfocytd od pacienti 1é¢enych produktem tisagenlecleucel.

V ramci této prace byl vyvinut alternativni protokol kultivace CAR T-lymfocytd, nahrazujici tradi¢né
pouzivany IL-2, ktery zptisobuje efektorovou diferenciaci T-lymfocytid. Je zalozen na cytokinech 1L-4
a IL-7, které vyrazn¢ podporuji piezivani T-lymfocytl, pfidani IL-21 pak podporuje zachovani casné
pamétového fenotypu T-lymfocytd a nizkou expresi inhibi¢nich receptord. CAR T-lymfocyty byly

navic uspésné produkovany pomoci transpozonového vektoru piggyBac.

Experimenty s pridavanim exogenniho IL-21 navic potvrdily jeho zesilujici ucinek na proliferaci
CAR T-lymfocytt, snizeni apoptdzy a zamezeni terminalni diferenciaci. Proto byly piipraveny CAR T-
lymfocyty inducibilné sekretujici IL-21, které vykazovaly zvySenou miru infiltrace nadori a inhibovaly
jejich rust in vivo v mySim modelu. 1L-21 také snizoval imunosupresivni G¢inky bunék chronické
lymfocytarni leukemie (CLL) b&hem spole¢né kultivace. To naznacuje, Ze by CAR T-lymfocyty
vyzbrojené IL-21 mohly zlepsit vysledky terapie malignit rezistentnich vici klasickym CAR T-

lymfocytim.

V ramci vyzkumné prace byla rovnéz testovana novd metoda produkce CAR T-lymfocytli pomoci
transpozonového vektoru piggyBac. Namisto bézné pouzivanych plazmidt byla pouzita enzymaticky
produkovana linearni DNA kodujici CAR a mRNA kodujici enzym transpozézu. Timto pfistupem — bez
vyuziti bakterii — bylo dosazeno u¢inné produkce CAR T-lymfocyti s kontrolovanym poctem kopii
integrovaného vektoru. To jej ¢ini kompatibilnim se sou¢asnymi standardy spravné vyrobni praxe (SVP)
a usnadnuje schvaleni regula¢nim tfadem. Takto vyrobené CAR T lymfocyty se funkcéné neliSily

od bunék vyrobenych standardni a v soucasnosti schvalenou metodou.

V neposledni tadé byla provedena studie realného pouziti CAR T-lymfocytd u pacientd
s relabovanym/refrakternim difuznim velkobunéénym B-lymfomem (DLBCL) a B-bunécnou akutni

lymfoblastickou leukemii (B-ALL) lécenych produktem tisagenlecleucel. Imunofenotyp T-lymfocyti



aferetického materidlu, CAR T-lymfocytd produktu a vzorkid periferni krve byl stanoven pomoci
multiparametrické pritokové cytometrie. U&innost 1é¢by korelovala spise s expanzi CAR T-lymfocytii
in vivo nez s imunofenotypem produktu. Déle bylo zjiSténo, ze pacienti s vy$Sim procentem casné
pamétovych T-lymfocytl ve vzorcich aferézy reagovali na 1écbu 1épe. Nejhorsi vysledky méli pacienti

s primarn¢ refrakternim onemocnénim a velkou nadorovou zatézi.

V souhrnu tato prace predstavuje né€kolik metod zlepSeni vyroby CAR T-lymfocytii a posileni jejich
funkci. Na zéklad¢ ziskanych vysledki byl pro poteby klinické studie faze I (NCT05054257) zaveden
vyrobni protokol pro piipravu CAR T-lymfocytd. Dizerta¢ni prace také poskytuje vhled do realného
pouziti CAR T-lymfocytl a parametri ovliviigjicich s vysledky 1écby.
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