UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO — TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2024 Martina Klvacova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko — technologicka

CAR-T terapie

Bakalatska prace

2024 Martina Klvacova



University of Pardubice

Faculty of Chemical Technology

CAR-T Therapy

Bachelor Thesis

2024 Martina Klvacova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pifjment: Martina Klvacova

Osobni Cislo: C20226

Studijni program: B3912 Specialni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma préce: CAR-T terapie

Téma préce anglicky: CAR-T Therapy
Zadévajici katedra: ~ Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani

1. Vypracujte literarni reSersi na téma CAR-T terapie. V Gvodni ¢asti se zaméfte na vysvétleni podstaty
této lécby, pribéh a vedlejsi cinky. Uvedte konkrétni onemocnéni, u kterych Ize tento typ terapie
pouzit.

2. V hlavni ¢asti bakalarské prace uvedte konkrétni priklady komeréné dostupnych CAR-T terapii,
popiste piipady pacientl spolu s progndzami.

3. Pro zpracovani kompila¢niho textu bakalarské prace cerpejte z odbornych ¢lankd publikovanych
v recenzovanych zahraniénich ¢asopisech. Jejich vyhledavéni provadéjte prostrednictvim elektro-
nickych védeckych databézi, jako jsou napt. NCBI Pubmed, ScienceDirect, Web of Science, Scopus,
apod.



Rozsah pracovni zpravy: 25s.
Rozsah grafickych praci: dle potieby
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokynil vedouci bakalaiské prace.

Vedouci bakalarské prace: Mgr. Pavlina Nyvitova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalai'ské prace: 22, prosince 2023
Termin odevzdani bakalaiské prace: 1. cervence 2024

LS.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. RNDr. Tomas Rousar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 29. Gnora 2024



Prohlasuji:

Praci s nazvem ,,CAR-T terapie®“ jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni
prameny a informace, které jsem V praci vyuzila, jsou uvedeny Vv seznamu pouzité

literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zékona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a 0 zmén¢ nékterych zakont (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisu,
zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy
o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Ze
pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu,
je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat pfiméteny piispévek na uhradu
nakladu, které na vytvofeni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né

vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o
zméné a doplnéni dalSich zakont (zakon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich
pfedpist, asmérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavéni,
zvetejnovani a formalni upravu zavéreCnych praci, ve znéni pozdé¢jsich dodatki, bude

prace zvetejnéna prostiednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 14. 6. 2024

Martina Klvac¢ova v.r.



PODEKOVANI

Touto cestou bych chtéla velmi podékovat Mgr. Pavlin¢ Nyvltové, Ph.D. predevs§im
za vénovany Cas, vstficny pristup, dobrou komunikaci, cenné rady a podporu béhem

vedeni této bakalarské prace.



ANOTACE

Tato bakaléaiskd prace se vénuje CAR-T terapii. Je zde uveden strucny piehled
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prub&hu 1é¢by a vedlejsich uéinkt. Dale prace poskytuje ptehled komeréné dostupnych
CAR-T bunéénych piipravkl. V neposledni fad¢ jsou uvedeny vysledky klinickych studii

zabyvajicich se timto typem léCby.
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This bachelor's thesis is devoted to CAR-T therapy. Here is a brief overview
of hematological malignancies, a description of the structure of the CAR and its
generations. Emphasis is placed on the description of the course of treatment and side
effects. Furthermore, the work provides an overview of commercially available CAR-T
cell preparations. Last but not least, the results of clinical studies dealing with this type

of treatment are presented.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALL akutni lymfoblasticka leukemie
AML akutni myeloidni leukemie
BCMA antigen zrani B-lymfocytt

CAR chiméricky antigenni receptor
CAR-T chiméricky antigenni receptor na povrchu T-lymfocytu
CD diferenciacni antigen

CH konstantni ¢ast tézkého fetézce
CL konstantni ¢ast lehkého fetézce
CLL chronicka lymfocytarni leukemie
CML chronicka myeloidni leukemie
CRS syndrom z uvolnéni cytokinti

DLBCL diftzni velkobunéény B-lymfom

DNA deoxyribonukleova kyselina

Fab antigen vazajici fragment

Fc konstantni ¢ast imunoglobulinové molekuly

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

FL folikularni lymfom

FMC63 mySsi monoklonalni protiladtka mifend proti diferenciaénimu antigenu 19
HL Hodgkindv lymfom

ICANS syndrom neurotoxicity spojené s imunitnimi efektorovymi bunkami
IFN-y interferon gamma

IgG imunoglobulin G

IL interleukin



ITAM
JAK
JIP
MHC
MM
NHL
NK
SB
scFv
STAT
TcR
TNF
Trop-2

TRUCK

aktiva¢ni motiv imunoreceptoru na bézi tyrosinu
Janus kinazy

jednotka intenzivni péce

hlavni histokompatibilni komplex

mnohocetny myelom

nehodgkinské lymfomy

piirozené zabijecCské bunky

Sleeping Beauty

jednofetézcovy variabilni fragment

proteiny transdukce signall a aktivatory transkripce
T-buné¢ny receptor

tumor nekrotizujici faktor

trofoblasticky bunéény povrchovy antigen 2

T cell redirected for universal cytokine-mediated killing
variabilni ¢ast téZkého fetézce

variabilni ¢ast lehkého fetézce



UvVoD

Rakoviny krve, znamé také jako hematologické malignity, jsou jedny
z nejcastejSich forem rakoviny, které si celosvétove vyzadaji velky pocet imrti a jejich
incidence stéle roste. Napiiklad lymfomy jsou v Ceské republice diagnostikovany roéné
u ptiblizn€ 2500 pacientli. Pfed méné nez 70 lety byla naprosta vétSina hematologickych
malignit nevylécitelnymi onemocnénimi s fatalni prognézou. Hlavnimi vyzvami v jejich
1é¢be jsou vcasna diagnostika, ale také zavazné vedlejsi ucinky jejich terapie.

Mezi standardni postupy 1é€by hematologickych malignit se fadi chemoterapie
a radioterapie. Piestoze tyto metody pomdhaji vyrazné zlepsit stav pacienti, jsou velmi
Casto doprovazeny vysokou toxicitou, kterda omezuje jejich klinické vyuziti. Béhem
poslednich desetileti doslo k vyraznému pokroku v oblasti genového inzenyrstvi, diky
kterému se do popiedi dostavaji metody 1écby pomoci cilenych imunoterapii.

CAR-T technologie vyuziva metody molekularni biologie pro modifikaci
T-lymfocyt pacienta a jejich pieprogramovani k expresi receptoru rozpoznavajiciho
maligné transformované bunky se schopnosti jejich destrukce. Prvni schvalena CAR-T
terapie se na trhu objevila v roce 2017. V dnesni dob& probiha po celém svété nespocet

vyzkum této ptelomové technologie.

Cilem prace je popis struktury receptoru, principu fungovani, ptehled dosud
vytvofenych model, popis pribéhu CAR-T terapie a predstaveni dostupnych komeréné

prodavanych CAR-T ptipravku spolu s jejich prozatimnimi vysledky.
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1  HEMATOLOGICKE MALIGNITY

Hematologické malignity jsou skupina onemocnéni zahrnujici Sirokou Skalu
zhoubnych novotvarli, které vznikaji z bunék kostni dfené ¢i lymfatického systému
(Batista et al., 2017). Tato onemocnéni mohou vznikat bud’ z hematopoetickych bunék,
které nejsou pIn¢ zralé, nebo z bunék nachazejicich se jiz v ur¢itém stupni vyvoje.
Pfi malignim procesu dochazi ke zmnozeni bunék, které obsahuji genetickou mutaci
zprostiedkovavajici mimo jiné nekontrolovatelny rist a ztratu pivodni funkce krevnich
element. Mutace se dédi z mateiské bunky do dcefiné, coz v konecném dusledku
zpusobuje pfemnozeni a vytlaeni zdravé populace bun€k a dochazi tak k devastaci

krvetvorby (Penka et al., 2011).

Hematologické malignity lze dé€lit na zdkladé ptvodu bun¢k na onemocnéni
myeloidni a lymfoidni. Myeloidni prekurzory udéavaji smér vyvoje pluripotentnich bunék
v erytrocyty, trombocyty, granulocyty, monocyty a Zirné bunky. Lymfoidni linii jsou
produkovany T-lymfocyty, B-lymfocyty, ptirozené zabijec¢ské buniky (NK) a plazmatické
buiiky. Dle této klasifikace mizeme hematologické malignity rozdélit do tfi zdkladnich
skupin: leukemie, lymfomy a mnohocCetné myelomy. Ptehled riznych typh

hematologickych malignit znazoriuje tab. | (Deshantri et al., 2018).

Dale 1ze tato onemocnéni délit podle jejich prubéhu na akutni a chronicka. Akutni
malignity se vyznacuji rychlym nastupem a progresi. Pokud neni lécba neprodlené
zapocCata, pacient umira béhem nékolika tydnt.. Naproti tomu stoji chronické typy,
které jsou Casto nahodné objeveny pii periodickych preventivnich prohlidkach a pacient
s nimi muze zit n€kolik let bez 1é¢by. Jejich vyvoj je pomaly a pieziti je v fadu let (Penka
etal., 2011).

Tradi¢ni 1é¢ba hematologickych malignit vétSinou spoléhd na chemoterapii
nebo radioterapii. V poslednich letech vSak dochazi k lepSimu pochopeni nadorové
imunobiologie a s tim souvisi i vyzkum novych moznosti 1écby. Strategie modulace
imunitni odpovédi zaujima stale vyznamnéjsi roli. Vznikaji terapeutika na bazi protilatek,
naptiklad imunomodulaéni terapie, terapie checkpoint inhibitory, pouziti monoklonalnich

protilatek nebo T-buné&cnych imunoterapii (Tawfik et al., 2021).
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Tab. I: Typy hematologickych malignit. Upraveno dle (Deshantri et al., 2018).

Typ hematologické malignity Podtyp Piivod
1. Leukemie i.  Akutni Hematopoetické
Z prekurzorovych bunék lymfoblasticka g(eii(,urzory lymfoidni
kostni dfené, myeloidni nebo leukemie (ALL)
lymfoidni fady i.  Akutni myeloidni Hematopoetické
prekurzory myeloidni
leukemie (AML) tady
ili. Chronicka myeloidni Hematopoetické kmenové
leukemie (CML) butiky
2. Lymfomy i.  Hodgkingtiv lymfom B-lymfocyty
Ze zralych lymfoidnich (HL) (vétSina pripad)
bunék, vétsinou B-lymfocyti ii.  Nehodgkinské lymfomy Vznikaji z lymfocytd,
(NHL) kt,eré J sou v rizné fazi
vyvoje.
a. Chronicka lymfocytarni
. B-lymfocyty
leukemie (CLL)
. Folikularni lymfom
(FL) B-lymfocyty
c. Difuzni
velkobunécny B-lymfocyty
B-lymfom
(DLBCL)
3. Mnohodetny myelom (MM) B-lymfocyty

Malignita B-lymfocyti,
klonalni proliferaci jedné

plazmatické bunky
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2  CHIMERICKY ANTIGENNI RECEPTOR

Chiméricky antigenni receptor (CAR) je synteticky, geneticky modifikovany
transmembranovy protein exprimovany na povrchu efektorovych bun€k za ucelem

rozpoznavani a likvidace antigent (Zhang et al., 2017).

CAR se oznacuje jako chiméricky, protoZe je vytvofen umélym propojenim dvou
odli$né¢ pracujicich struktur do jediného receptoru. Jedna se o unikatni kombinaci
vazebnych schopnosti protilatek s aktivaénimi schopnostmi T-lymfocytt (Styczynski,
2020). Samotné T-lymfocyty exprimuji na svém povrchu T-bunéény receptor (TcR). TCR
neni schopen rozpoznat volny antigen, proto ke své aktivaci potiebuje buiiku prezentujici
antigen na svém hlavnim histokompatibilnim komplexu | (MHC 1). Podstatnou vyhodu
V rozpoznavani volnych antigeni maji protilatky produkované aktivovanymi
B-lymfocyty. Protilatky interaguji s antigeny v nativnim stavu s pomérné vysokou
afinitou, nicméné neaktivuji imunitni systém v dostatecné mife (Schwartz, 1985).
Ptes rozdilny mechanismus piisobeni je vSak molekulova struktura obou receptorti velmi
podobna. Ob¢ struktury jsou sestaveny ze dvou polypeptidovych fetézci spojenych
disulfidickymi mistky. U TcR hovotfime o fetézcich a, B a u protilatek o tézkych (H)
a lehkych (L), pticemz kazdy z nich obsahuje konstantni (C) a variabilni (V) domény,
které jsou poté oznaCovany jako konstantni ¢ast lehkého fetézce (CL) a variabilni ¢ast
lehkého fetézce (VL), piipadné konstantni ¢ast t€Zkého fetézce (Ch), a variabilni Cast
tézkého fetézce (V). Pravé jejich analogie dava predpoklad k moznosti nahrady TcR
v molekule CAR za protilatku (Gross et al., 1989). Z této prvotni myslenky vychazi
struktura CAR dodnes (Khan, 2024).

Synteticky receptor tedy kombinuje vazebné vyhody protilatek a aktivacni
schopnosti cytotoxickych T-lymfocytd. CAR na jejich povrchu umoziuje efektivné
vyhledat cilovy antigen, usmrtit bunku a vyvolat piitom dostate¢nou imunitni odpoveéd’.
Takto upravené T-lymfocyty potom nazyvame CAR-T bunky (Wang et al., 2023).

CAR-T bunky Ize vyuzit k cilené terapii uréitych onemocnéni, zejména nadora
krve. Terapie pomoci CAR-T bunék se pouziva za tucelem eliminace maligné
transformovanych bunék v téle pacienta. Svymi vlastnostmi se fadi mezi tzv. zivé 1éky,
expanduji v téle a zajist'uji dlouhodobou imunitni pamét’ (Styczynski, 2020). Teoreticky
vSak Ize CAR-T buitkky modifikovat tak, aby cilily na jakykoliv antigen a vyuzit tuto
technologii i mimo onkologii (Seif et al., 2019).
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2.1 Struktura CAR

CAR se sklada zetfi zadkladnich c¢asti - extracelularni, transmembranové
a intracelularni domény. Tyto ¢asti jsou zobrazeny na obr. 1. Extracelularni doména
vychazi typicky z protilatky, ktera se specificky vaze na antigen. Sklada se z té¢Zkého
alehkého variabilniho fetézce, které jsou propojeny sériové pomoci linkeru.
Extracelularni ¢ast je pfipojena pomoci spaceru k ¢asti transmembranové.
Transmembranova doména ukotvuje extracelularni ¢ast k membrané T-lymfocytu.
Intracelularni doména je odvozena od TcR a ve spolupraci s kostimulaénimi doménami

prenasi aktivacni signaly do jadra T-lymfocytu (Wang et al., 2023).

o ; Pl Tézky a lehky retézec
Extracelularni doména i suicer
Spacer
Transmembranova '? I Q00@
doména " 00
i Kostimula¢ni doména
Intracelularni doména H Stimulacni doména

Obr. 1: Struktura CAR. Upraveno dle (Friedman et al., 2018).

2.1.1 Extracelularni doména
Extracelularni doména je ¢ast receptoru, ktera je vystavena vnéjSimu prostiedi.
Obvykle se sklada z casti rozeznavajicich antigen, které jsou propojeny linkerem,

a spojovaci domény (spacer) (Zhang et al., 2017).

Extracelularni doména véaze antigen a uddvé imunitni butice specifitu. Zpravidla
je pouzita vazebna ¢ast odvozena z Fab fragmentu monoklonalni protilatky, ktera ma
vysokou afinitu pro antigen. Doména je odvozena od Vu a VL fetézcl spojenych
do jednoho fetézce (Ramos, 2012). Vzhledem k tomu, ze Fab je produktem dvou riznych
genll, je nutné odpovidajici sekvence propojit pres linker. Tento uméle vytvoreny
flexibilni spoj tak umoziuje vznik jednofetézcového variabilniho fragmentu (ScFv)
(Huston, 1988).
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VeétSinou se scFv pfitomné v CAR zamétuji na extracelularni antigeny asociované
snadorem, coz vede kaktivaci lymfocyti nezavisle na MHC (Sterner, 2021).
Pro dosazeni co nejlepSiho vysledku 1é¢by a minimalizaci destrukce zdravych bunck
pacienta je nutné zvolit antigen, ktery bude dostatecné specificky pro tumor.
Bezprecedentni uspéch pti provadénych klinickych studiich zaznamenéva pouziti
anti-diferencia¢niho antigenu 19 (anti-CD19) CAR-T bun¢k, a to zejména pii 1éCbé
B-bunéénych malignit. Diferencia¢ni antigen 19 (CD19) je hojné exprimovan na povrchu
B-lymfocytii, avSak na jinych tkdnich ¢i hematopoetickych bunkach pouze ziidka

(Sadelain, 2015).

Prvni studie pouzivaly pro konstrukci funkéniho CAR-T mys$i monoklonalni
protilatku zvanou FMC63, ktera je specificka pro CD19. Hlavni limitaci pfi pouziti t€chto
protilatek je fakt, ze obsahuji mysi sekvence zptsobujici imunogenicitu (Nicholson,
1997). Jiné studie prokazaly, ze mysi protilatky postradajici konstantni cast
imunoglobulinové molekuly (Fc) fragment vykazuji u lidi sniZzenou reakci imunitniho
systému. Nicmén¢ variabilni ¢asti si mohou ponechat urcitou imunogenicitu (Stone et al.,
1996). Porovnanim exponovanych aminokyselin pfitomnych v mySich a lidskych
proteinech bylo zjisténo, ze 6 z 26 aminokyselin Vu a 2 z 15 aminokyselin VL jsou
ptitomny v lidskych sekvencich velmi ziidka (nalezeny v mén¢ nez 5 % sekvenci). Prvni
studie tak naznalily, Ze imunogenicita mize byt pii klinickém vyuZiti nepfiznivym
faktorem. Vysledkem tedy byl zavér, ze pouziti anti-CD19 protilatek se jevi jako G¢inné,
avsak je nutné pokracovat ve vyzkumech a zkonstruovat scFv, ktery by byl pro lidské télo

ptijatelngjsi (Nicholson et al., 1997).

Studie z roku 2020 zkoumala u¢inky pIné lidské vazebné domény anti-CD19
obsahujici pantovou oblast slozenou z CD8 a transmembranovou oblast odvozenou
od diferencia¢niho antigenu 28 (CD28) u dvaceti pacientti s B-lymfomem. Cilem bylo
porovnat efektivitu a bezpecnost pln€ lidské domény. Kompletni remise po podéni
dosahlo 55 % pacientil, coz znamenalo, ze podané bunky poskytovaly velice podobnou
anti-lymfomovou aktivitu jako bunky exprimujici na svém povrchu FMC63-28Z.
Vysledky studie mimo jiné prokézaly, ze skupina pacientti, kterym byly buiiky podavané,
vykazovala mnohem mensi nezaddouci reakce. Naptiklad zavazna neurologickd toxicita
se pii pouziti komercnich terapii bézn€ vyskytuje u 50 % pacientd, pti podani bunck

S pln¢ lidskou doménou byla zaznamenana pouze u 5 % pacientd. Nizs§i hladinu
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neurologické toxicity by mohl vysvétlovat fakt, ze tyto T-lymfocyty uvolinovaly nizsi

hladiny cytokinti a imunologickych proteint (Brudno et al., 2020).

Vedle vsech uspécht protilatky FMC63 vsak stoji i prokdzand skuteCnost, ze
u mnoha pacienti dochazi v brzké dobé po podani 1é¢by k relapsu. FMC63 rozeznava
epitop nachazejici se mezi 2. a 4. axonem antigenu CD19. Bylo zjisténo, ze mutace 2.
axonu vede v n€kterych piipadech K rezistenci nadorové bunky na anti-CD19 CAR-T

(Sotillo, 2015). Tato skute¢nost dava dalsi podnét k vytvoreni alternativniho receptoru.

Autofi studie z roku 2023 vytvortila novy scFv receptor odvozeny od kufeci
anti-CD19 protilatky. Vlivem pomérné odlisného evoluéniho vyvoje ¢loveka a slepice
V porovnani s clovékem a mysi, je umoznéna produkce riznorodych protilatek. Tento
receptor cili na proximalni epitop antigenu CD19. Studie prokazala, Ze je schopen zni¢it
bunky, které vykazovaly rezistenci na FMC63 (Zhang, 2023).

2.1.2 Spojovaci doména (spacer)

Spacer je kratky a flexibilni peptidovy fetézec spojujici extracelularni doménu
s transmembranovou doménou. Obvykle se spacer sklada z pantové oblasti, ktera vychazi
z imunoglobulinu G (1gG), typicky 1gG1, 1gG4, a Fc fragmentu CH2-CH3 (obr.2)
(Hudecka, 2015).

Flexibilita spaceru umoziuje volnou konformaci molekuly a zjednoduseni vazby
SCFV na pfislusny antigen. Bylo prokézano, Ze jeho délka vyrazné koreluje s funkénosti
celé jednotky. Optimalni délka spaceru zavisi na blizkosti vazebného epitopu k povrchu
buiiky. Proximalni epitopy vyZaduji delsi spacery a distalni zase kratsi. Dlouhé spacery
obsahuji celou zminénou sekvenci a skladaji se ptiblizné z 220 aminokyselin. Nicméné
oblast CH3 miize byt pouZita i samostatné, coz odpovida sekvenci pfiblizné¢ 120
aminokyselin. Jesté krat$i spacery mohou obsahovat 60 aminokyselin a jejich stavba je
odvozena od antigeni CD3, CD4, CD8a, nebo CD28 (Labanieh et al., 2018).
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Spacer na bazi IgG s CH2-CH3 Spacer bez CH2-CH3

fragmentem fragmentu

CH2
CH3 CH3 CD28 CD8a

Obr. 2: Schéma moznych struktur spaceri. Upraveno dle (Guedan, 2019).

2.1.3 Transmembranova doména

Transmembranova doména je usek CARuU tvoien hydrofobnim alfa-helixem,
ktery pteklenuje membranu a je pfimo navazan na spacer. Funkci je pfedevs§im ukotveni
receptoru k membrané T-lymfocytu, zaroven vSak hraje velmi dileZitou roli v ovlivnéni
exprese receptoru na povrchu, stability a funkénosti celku. Tyto poznatky ukazuji na to,
ze transmembranova doména je konstrukéné dillezitym prvkem pii modelaci receptoru,

a proto je nyni predmétem studii (Sterner, 2021).

Nejcastéji se jako transmembranové domény uZzivaji molekuly CD28, CD8a, CD4
nebo CD3{. Mnohé vyzkumy se shodly na tom, Ze rozdily ve struktufe transmembranové
domény méni uroven exprese CAR na povrchu bunky a jeho aktivitu. Spravna modifikace
by tak mohla optimalizovat funkénost CAR-T lymfocyti bez ovlivnéni vazebnych
vlastnosti a signalizace. Studie z roku 2010 totiz prokazala, ze nabité aminokyselinové
zbytky transmembranové domény CD3( zptsobuji iontové interakce s intracelularnim
TcR a tvorbu heterodimert, které usnadnuji aktivaci a zvysuji funkénost CAR-T bunék.
Tato zdanliva vyhoda vSak pfichazi na tkor stability exprese CAR a miize zplisobovat
nevhodnou aktivaci T-lymfocytd (Bridgeman, 2010).

Nov¢jsi studie prokéazaly zvySenou povrchovou expresi CAR pfii pouziti domén
CD8a a CD28 v porovnani s CD3(. Zaroven uvadi, ze CD28 vykazuje vyznamné vyssi
cytotoxicitu a CD8a. vyssi urovein CAR exprese (Fujiwara, 2020).
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2.1.4 Intracelularni doména

Intracelularni doména, oznacCovéana taktéz jako signalni doména, je funkénim
koncem receptoru. Po navazani antigenu dochazi k aktivaci TCR a vytvofeni signalu,

ktery je veden do jadra T-lymfocytu (Zhang et al., 2017).

Samotny TcR se krom¢ diive zminénych polypeptidovych fetézci a a B sklada z tzv. CD3
komplexu. Ten obsahuje proteinové fetézce v, 9, € a (, které jsou nekovalentné propojeny
mezi sebou a tvoii heterodimery. CD3 komplex je zdsadni komponenta ve struktufe TcR,
ktera umoznuje jeho spravné fungovani (Brocker, 1995). Prvni studie zroku 1993
zkoumala funkénost signalizace navrzenim jedné struktury S doménou CD3(
a druhé s doménou CD3y, které¢ byly jednim fetézcem napojeny na protilatku piimo.
Konfigurace spoléhala na aktivaci pomoci aktiva¢niho motivu imunoreceptoru na bazi
tyrosinu (ITAM). Jedna se o aminokyseliny podjednotek CD3 komplexu, které spousti
prostiednictvim fosforylace signalni kaskadu vedouci K aktivaci bunky. Vysledek studie
konstatoval, ze timto zptisobem lze skute¢né dosahnout autonomni aktivace T-lymfocytu

(Eshhar, 1993).

Nasledné vyzkumy vSak nebyly pfili§ uspokojujici. Napiiklad studie z roku 1995
prokdzala, ze samotny CD3( navazany na protilatku nevyvola dostate¢nou uroven
exprese receptoru na povrchu, dostatecné silny signal k aktivaci klidovych bunék a tim
padem nevyvola pozadovanou imunitni odpovéd’ (Brocker, 1995). Ke stejnému zavéru
doSla 1 klinickd studie vroce 2011. Cilem bylo porovnat efektivitu piipravku
anti-CD19(+ CAR-T s anti-CD19(+ CAR-T, ke kterému byla pfidana kostimula¢ni
molekula CD28. Hodnoty CAR-T lymfocytt s navazanou kostimula¢ni molekulou CD28
dosahovaly v prvnich 6 tydnech po podani infize vyrazné vyssich hodnot v téle pacientt

v porovnani s modifikaci bez kostimula¢ni molekuly (Savoldo, 2011).

CAR-T buniky pouzivané v dnes$ni dobé& si striktn¢ zachovava jako aktivacni
molekulu CD3( a pridavaji jednu nebo vice kostimulacnich domén, zejména CD28,
CD137 (znamy téz jako 4-1BB), CD278, které poskytuji aditivni signaly pro zvysSeni
aktivace, proliferace a pieziti bunék v téle pacienta (Khan, 2024). Typ a pocet domén se

lisi v zavislosti na generaci CAR-T bunék.
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3 GENERACE CAR-T LYMFOCYTU

CAR prosel od jeho prvniho zkonstruovani v 90. letech minulého stoleti znaénym
vyvojem, prestoze védci Celili od zacatku cetnym komplikacim. Duraz byl kladen
na zvoleni spravné kombinace vSech domén tak, aby l1éCba byla funkéni a zaroven se
minimalizovaly vedlej$i G¢inky. Pravé optimalizace celé jednotky se jevi jako velka
piekéazka. Evoluce prozatim vyustila v pét generaci CAR-T lymfocytii, z nichz kazda ma

jedine¢né vlastnosti (Obr. 3) (Khan, 2024).

CAR TRUCK NOVE NAVRHY
I === L
1. generace 2. generace 3. generace 4. generace 5. generace

linker
[ ]

Extracelularni
cast

scFv Y o ©
® Cytokiny
B
°
hinge A’L
Transmembranova
‘doména |
S A o
CD3Z @ Signaini CD28. 88 ostimulacni  CD28 M Kostimulacni Kostimulaéni
doména 4-18B [ domena loména doména
Cytokinovy o STAT- 3 induktor
Intracelularni Signéini 4-1BB, @ yostimulacni induktor IL2RB
&ast CD3T R Comena  OX040 ) domena (IL-12) /. —\..
D37 2 €D3g STAT3/5
CD3 Signalni
CW domena Produkce IL-12 @uak

Genova exprese

Obr. 3: Generace CAR-T lymfocyta (CD — diferencia¢ni antigen, IL — interleukin,
JAK — Janus kinazy, STAT — proteiny transdukce signalii a aktivatory transkripce, SCFv
—jednofetézcovy variabilni fragment, Vi — variabilni ¢ast tézkého fetézce, Vi —

variabilni ¢ast lehkého fetézce). Upraveno dle (Rallis, 2021).

3.1 Prvni generace

Prvni generace byla konstrukéné nejprimitivnéjsi, nicméné poloZzila zakladni
kamen pro vyvoj néasledujicich generaci a byla dikazem, Ze tato technologie ma potencial.
Tyto buniky jsou sestaveny z SCFV rozeznéavajiciho antigen a hned za nim nasleduje CD3(
prenasejici signal na TcR (Eshhar, 1993). Ackoliv CAR-T prvni generace dokazi
rozeznat cilovy antigen a zvysit protinadorovou aktivitu, jejich terapeuticky ucinek
invivo nebyl uspokojivy. Divodem byla kratka doba preziti v t€le a nedostatecna
schopnost aktivace imunitniho systému vlivem snizené produkce interleukinu-2 (IL-2),

ktery je dulezity pro proliferaci T-lymfocytl. Bylo tedy zjisténo, ze tento model neni
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schopen kompletné nahradit funkci nativniho TcR/CD3 komplexu (Brocker, 2000).
V klinické praxi bylo pro usmrceni maligné transformovanych bunék nutné pacientim

podavat exogenni IL-2 (Savoldo, 2011).

Prvni generace s sebou ale nesla fadu problémi. Prestoze CAR-T bunky
nevykazovaly dostatenou odezvu proti nadortim, imunitni systém pacienta casto
reagoval na transfizi bunék agresivné. Dochazelo naptiklad k zdvaznym prib&him
syndromu z uvolnéni cytokini (CRS) nebo syndrom neurotoxicity spojené s imunitnimi
efektorovymi buiitkami (ICANS). Navic m¢ly CAR-T burniky nizkou uGéinnost vuci
solidnim nadoram ¢i u pacientt s nizkou expresi cilového antigenu na malignich bunkach

(Zimmermannova, 2021).

3.2 Druha generace

Védci si nedostateCnost CAR-T bun€k prvni generace uvédomovali a jiz
v pozd¢jsich 90. letech pracovali na vyvoji vylepSené konstrukce. Soustiedili se
na hypotézu, zda by bylo mozné podpofit expanzi CAR-T bunék ptidanim tzv.
kostimulaéni molekuly. Pro tento el byla zvolena kostimulace pomoci CD28 a to
piedevsim kvuli jeji pfitomnosti i Vv nativnich T-lymfocytech. Nasledovala tedy jeji
inkorporace do struktury puvodni CAR-T bunky prvni generace. Doslo zde Kk vyrazné
vys§imu piezivani CAR-T bunék, expanzi T-lymfocytt pfi opakované expozici antigenu
a také produkci velkého mnozstvi IL-2. Zavérem tedy bylo, Ze fuzni receptor sloZzeny
ze signalni ¢asti TcR a Kkostimulacni domény CD28 dokaze adekvatné bojovat
proti malignitam (Krause, 1998). Vysledkem studie byla struktura, kterou oznacujeme
zadruhou generaci CAR-T lymfocytu. Tato zdanlivé prosta zména vsak definovala
CAR-T Iécbu tak, jak ji zname dnes.

Kostimulace se viak neomezuje pouze na CD28. Casto se u produktii druhé
generace setkavame s implementaci molekuly 4-1BB. Otazka, ktera ze zminénych variant
je nejvhodnéjsi, ziistava predmétem mnoha diskusi, presto je studii zaméfenych na jejich
srovnani pomérn¢ malo (Khan, 2024).

Rozsahla studie prof. Zhao a kolektivu z roku 2020 se na tento problém zaméfila.
Srovnava kostimula¢ni uc¢inky CD28 s 4-1BB u CAR-T bun¢k se specifitou anti-CD19
pfilécbeé ALL. Nejprve byly za stejnych vyrobnich podminek generovany oba typy bunék

a nasledné porovnana schopnost aktivace a usmrcovani nadoru in vitro. K tomu byly
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pouzity komer¢ni bunééné linie slozené jak z lymfocytii izolovanych z periferni krve
pacienta s ALL, lymfoblasti pacienta s CML, tak z B-lymfoblastd izolovanych
z Burkittova lymfomu. Po dvanacti hodinach kultivace doSlo k vyraznému zvySeni
produkce interleukinti, tumor nekrotizujicich faktora (TNF) a interferonu gamma
(IFN-y). Vyssi sekrece cytokinti byla pozorovana u 4-1BB CAR-T bungk, coz svédéi
0 silngjsi aktivaci. Obé modifikace specificky likvidovaly buniky exprimujici antigen
CD19 s podobnym ucinkem a nedoslo k zadné reakci s buiikkami izolovanych z CML,

které na povrchu exprimovaly antigen CD7.

Dale bylo v této studii provéifovano, zda bude dosazeno stejného vysledku in vivo
a to nejprve na mySich s ALL. Vyssi hladiny IL, TNF a IFN-y byly zaznamenany
pti pouziti 4-1BB CAR-T bunck. Oba typy CAR-T buné¢k inhibovaly progresi nadoru
béhem tydne. Nicméné u mysi léenych pomoci CD28 CAR-T byla po tydnu
zaznamenana zavazna recidiva. Median pfeziti této skupiny byl 29 dni, na rozdil
od skupiny 1é¢ené pomoci 4-1BB CAR-T bunék, kde byl stanoven na 58 dni. 4-1BB

CAR-T bunky zaroven vykazovaly vyssi perzistenci.

Poslednim krokem studie prof. Zhao (2020) byla klinicka faze. Pacienti s ALL
byli rozdéleni do 2 skupin, pficemz v kazdé z nich bylo 18 pacienti. Pacienti, kterym byla
podéna lécba 4-1BB CAR-T buitkami vykazovali lepsi vysledky. Konkrétn€ 12 pacientl
bylo po léceni pfemosténo k transplantaci krvetvornych kmenovych bunék, z nichz 11
vykazovalo kompletni odpovéd’ na lécbu a 1 zemiel. Doba trvani remise byla 7,25
mésicd. K relapsu po podani 1é¢by doslo u 4 pacientil. Pacienti vykazovali ptiznaky CRS
a ICANS, nicméné jejich stav nebyl zavazny. Deseti pacientim z druhé skupiny byla
provedena transplantace, z nichz 7 dosahlo kompletni remise. Dalsi 2 pacienti vSak
nevykazovali na 1écbu zddnou reakci a 1 z nich kviili rychlé progresi onemocnéni zemftel.
K relapsu doslo u 6 pacientd, primémé po 6,8 mésicich po podani 1é¢by. Z diivodu

progrese onemocnéni zemielo 6 pacientd v dusledku rezistence nebo relapsu. Mimo jiné
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Ackoliv se v nasledujicich letech pracovalo na dalsich generacich, pozoruhodnym
faktem ztstava, ze veSkeré dosud schvalené CAR-T produkty stale vyuzivaji koncept

druhé generace s kostimulaci CD28 nebo 4-1BB (Khan, 2024).
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3.3 Treti generace

Dalsi kroky ve vyvoji uCinngjSich CAR-T lymfocyti vedly k vylepSeni
kostimulace. Zaclenénim vice kostimula¢nich domén do struktury CAR-T doslo
k sestaveni CAR-T tieti generace. Kromé vySe zminénych molekul se nyni objevuji
I antigeny CD27 a také CD134 (znamy i jako OX40). Tento antigen je ¢len rodiny TNF,
objevuje se zejména na aktivovanych T-lymfocytech a je dilezity pro déleni a piezivani
bunék, ale také zvySuje klonalni expanzi efektorovych a pamétovych populaci (Croft,
2009).

Studie zroku 2018 testovala ucinnost CAR-T bunék obsahujicich dvé
kostimula¢ni domény, 4-1BB a CD278. Tento model siln¢ zvysil perzistenci
a protinadorovy ucinek. Druhd generace neméla dosud zadné vyznamné vysledky
pfi vyzkumu ucinki na solidni naddory. Sestaveny model tfeti generace vSak vykazoval

mnohem pozitivnéjsi reakei na solidni nddory a mimo jiné i na refrakterni formy leukemie

(Guedan, 2018).

V roce 2023 byl in vivo testovan model pouZivajici tandem CD278 a OXA40.
Duivodem pro vybrani této kombinace byly ptiznivé vysledky in vitro testovani a zejména
schopnosti této dvojice, jako je naptiklad zvySena produkce IL-2 a exprese
anti-apoptotickych molekul. Toto vede k prodlouzeni doby pteziti CAR-T bun¢k
nebo jejich podpora pfi expanzi pamétovych T-lymfocyti. Udaje z vyzkumu poukazuji
na pomalejsi rast, na druhou stranu vykazuji vyssi Groven cilené cytotoxicity po delsi

dobu nez konstrukce druhé generace (Moreno-Cortes, 2023).

Klinicka studie z téhoz roku se zaméftila na podani CAR-T bunék tfeti generace
tfinacti pacientim s refrakterni nebo relabovanou ALL. Pro tento ucel byl sestrojen model
cilici na antigen CD19 s kostimulaci CD28 a 4-1BB. Pozoruhodny zdznam studie hovofi
o tom, Ze pouze U 4 pacientd se objevily lehké pfiznaky CRS a u zadného pacienta se
neobjevila neurologicka cytotoxicita. V periferni krvi pacient byla patrna dlouhodoba
perzistence CAR-T bungk. Na konci studie tj. 90. den po podani CAR-T terapie, bylo 10
hodnotitelnych pacienti a 8 z nich v kompletni remisi. Od podani terapie po dobu jednoho
roku 38 % pacientu pieZivalo bez progrese onemocnéni. Po roce od podani CAR-T terapie
ptezilo 8 z 13 pacientt (Schubert, 2023).
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3.4 Ctvrta generace

CAR-T terapie slavi prilomovy uspéch pii 1écbé hematologickych malignit.
Nicméné v 1é¢bé solidnich nadort neni u€inna. Prestoze se efektivita neustale zvysuje,
jeji potencial neni zcela naplnén. Regrese nadoru byva pouze docasna z divodu
schopnosti malignich bunék unikat imunitni kontrole. Snaha o dalsi vylepseni CAR-T
bunék vedla ke zkonstruovani ¢tvrté generace, znamé také jako T cell redirected for
universal cytokine-mediated killing (TRUCK) CAR-T bunky (Somboonpatarakun,
2024).

Model se opira o strukturu CAR druhé generace, do které je piidan gen
pro uvolnovani terapeuticky aktivnich latek. Zvlasté vhodné se jevi produkce I1L-12,
zejména pro jeho schopnost navozeni prozanétlivého prostiedi. Po navazani na nadorovy
antigen dochazi k vyluovani IL-12, ktery méa chemotaktické Uc¢inky pro bunky
nespecifické imunity, a to pfedevSim NK-buiikky a makrofagy. Vyhodou je, ze
ke kumulaci prozanétlivych faktori dochazi v mist¢ maligniho bujeni, coz sniZuje
systémové vedlejsi ucinky 1écby. TRUCK CAR-T buinka kombinuje likvidacni
schopnosti T-lymfocytu s imunomodulaénimi schopnosti vylu¢ovaného cytokinu. Model

se stal slibnou cestou k 1é¢bé solidnich nadora (Chmielewski, 2014).

Testovani 4. generace CAR-T lymfocytl pfechazi i do klinickych fazi. Jedna
z takovych studii aplikovala CAR-T bunécnou terapii 8 pacientim s diagndzou
progresivniho glioblastomu. Ctyfi pacienti vykazovali ¢aste¢nou odpovéd’ na 1é¢bu
po dobu 3-24 mésict od podani terapie. U 1 pacienta byla zaznamenana progrese po
7 mésicich od podani 1écby. 2 pacienti zemieli na progresi nemoci, kterd nastala
do 4 mésict od podani 1é¢by. 1 pacient zemfel z diivodu herniace mozku. Mimo to doslo
ke zjisténi, Zze nador ztracel antigenni specifitu a dochazelo tak k nezadoucim
modifikacim. Do budoucna tedy bude dilezité vytvofit strukturu, ktera bude cilit na vice
antigent, aby Se zdokonalila efektivita 1é¢by. Nutno podotknout i limitace této studie.
Prvni z nich je maly pocet pacientd. Druha limitace je fakt, Ze doSlo k nedostatecnosti
zobrazovacich metod pfi kontrole pacientii. Magnetickd rezonance totiz vyhodnotila stav
jednoho z pacientd, po podani terapie, jako progresivni. Z histologického vySetieni, byla
patrnd velk4 kumulace infiltrovanych imunitnich buné€k, coz znamena, Ze se jednalo spiSe

vvvvv

budouci vyzkum uplatnéni CAR-T terapie v oboru neurologie (Liu, 2023).
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Studie z roku 2024 je zékladnim kamenem pro nové strategie i v 1é¢b¢ karcinomu
prsu. Kvili ¢astéji se vyskytujici 1€kové rezistenci je 1é¢ba potad obtizna. Vyzkum nabizi
inovativni piistup pomoci TRUCK CAR-T terapie. Byl sestrojen model CARu Ctvrté
generace se tiemi kostimulacnimi doménami, ktery cili na tumor-associated calcium
signal transducer 2 (Trop-2) antigen, ktery je nadmérné exprimovan na buikach
karcinomu prsu. Po navazani a usmrceni buiiky doslo k vyraznému zvyseni IL-2, TNF,
IFN-y v misté 1éze. Pozoruhodné je, Ze CAR-T bunky vykazovaly vysokou specifickou
cytotoxicitu a proliferacni kapacitu. Tato studie zdlraznuje terapeuticky potencial ctvrté
generace Vv 1écbé karcinomu prsu a poklada zékladni kdmen pro dalsi vyzkumy na tomto

poli (Somboonpatarakun, 2024).

3.5 Pata generace

V poslednich letech vykazuje vyvoj CAR-T bun¢k obrovsky rozmach. Skupiny
odbornikll intenzivné pracuji na novych strukturach receptoru, kterymi by mohli odstranit
nedostatky ptedchozich generaci. Posledni roky patii tvorbé paté generace. Snaha je
0 vylepseni monovalentnich CARU, ale také modifikaci buné€k, které by mitily na vice
antigend. V uvahu také pripada vyroba alogennich transfuzi z T-lymfocytd zdravych

darcu (Dejenie, 2022).

Novinkou je implementace gentl pro kddovani zkracené cytoplazmatické domény
z B-fetézce membranového receptoru pro IL-2 Svazebnym mistem pro proteiny
transdukce signali a aktivatory transkripce 3 (STAT3). Princip spociva v aktivaci Janus
kinaz (JAK) a naslednym spusSténim signalnich drah STAT3 a STATS. Tato signaliza¢ni
draha, oznaCovana také jako JAK/STAT signalizace, je zavisla na navazani CAR-T
buniky na antigen (Kagoya, 2018). JAK/STAT signalizace je jedna z nejjednodussich
metabolickych signalnich drah. Dochézi pii ni k fosforylaci kinaz a nasledné aktivaci
STAT, které prostupuji do jadra bunky, kde stimuluji genovou expresi. Tento déj ma
zasadni postaveni vtadé vyvojovych a homeostatickych procesti vcetné vyvoje
imunitnich bunék. Ovliviuje proliferaci bunék a jeji apoptoézu (Ghoreschi, 2009). Studie
uvadi, Ze diky vylepSeni struktury doslo Kk vylepSeni u¢innosti proti solidnim nadorim
ve srovnani s modelem druhé generace. Vysledky také naznacuji minimalni toxicitu
a autofi jsou presvédceni, ze je opodstatnéné pristoupit ke klinickému testovani (Kagoya,

2018).
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4  PRUBEH LECBY

Cely proces 1écby pomoci CAR-T terapie zahrnuje Sest klicovych kroku:
hodnoceni pacienta, leukaferézu, vyrobu terapeutického piipravku a soubézné
S ni pfipravu pacienta na 1é¢bu, poddni infize a monitoring. Pribéh celé¢ho procesu
popisuje obr. 4. Terapie vyzaduje tizkou spolupraci nékolika klinickych tymua véetné
centra pro podani CAR-T terapie a farmaceutickou spolecnosti vyrabéjici ptipravek. Cely

proces je casoveé ale také psychicky narocny pro pacienta i jeho blizké.
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Obr. 4: Pribéh 1é¢by. Upraveno dle (Wang, 2023).
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4.1 Hodnoceni pacienta
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Pacientova cesta za¢ind u klinického onkologa, ktery zvazi moZnost aplikace
CAR-T terapie. StéZejni je v€asné doporuceni k 1é¢be, coz zasadné ovliviiuje jeji pribeh
1 tspéSnost. Béhem této faze je nutné zvazit zplsobilost pacienta k této 1écbe. Dulezité je
shromazdit pacientovu anamnézu, zkontrolovat vysledky recentnich vySetfeni pomoci
zobrazovacich a laboratornich metod. Zvlast' podstatna jsou biopticka vysetfeni kvuli
typizaci nadoru (Beaupierre, 2019).

Na zdklad¢ vSech dokumentli je mozné pacienta doporucit na certifikovanou
kliniku provadéjici CAR-T terapii. Zda je pacient vhodny kandidat zjiStuje zafizeni
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jednak podle dodanych dokumentt, ale také po svém vlastnim uvazeni. Obecné¢ se da fict,
ze pacient je vhodny pro 1écbu, pokud splituje podminky indikace komerénich
spolecnosti. Kontraindikacemi muze byt naptiklad nedostatecnost kostni dfene,
pritomnost zavaznych infekénich chorob nebo kumulativni expozice chemoterapie

(McGuirk, 2017).

Pokud je pacient vhodnym kandidatem, je nutné ziskat jeho informovany souhlas.
Pacient by mél byt poucen o principu 1éCby, jejim pribéhu a vedlejsich Gcincich. Lécba
si vyzaduje 1 peCovatele, ktery bude pro pacienta dostupny po celou dobu terapie
a vV pripadé nutnosti komunikovat se zdravotnickym tymem. Pravé komunikace
mezi vSemi zucastnénymi je nezbytna, protoze budou po celou dobu zapojeni

do pacientovy cesty (Beaupierre, 2019).

4.2 Leukaferéza

Terapeuticky preparat je vyrabén kazdému pacientovi na miru z jeho vlastnich
T-lymfocytd. Odbér se provadi procesem zvanym leukaferéza. Princip spo¢iva v separaci
lymfocytarni frakce z periferni krve nemocného. Krevni elementy jsou rozdélovany
do vrstev pomoci centrifugace, bilé krvinky jsou odebrany do sterilnich vaki a zbytek
navracen zpét pacientovi do téla. Proces separace trva typicky 3—6 hodin. Po ukonceni
leukaferézy je produkt kryokonzervovan, skladovan pii teplot¢ —120 °C a nésledné

odeslan do vyrobniho zafizeni (Tyagarajan et al., 2019).

Leukaferéza je kritickym bodem terapie a méla by byt provedena v souladu
s pozadavky vyrobce daného CAR-T preparatu. NedoporuCuje se podstupovat
leukaferézu po dobu 3 mésici od alogenni transplantace kostni dfené. Zaroven
imunosupresivni 1é¢iva by méla byt vysazena minimaln¢ 2 tydny pted leukaferézou,
cytotoxicka chemoterapie 2 tydny a podavani steroidi nebo anti-TNF terapie 72 hodin
pfed odbérem. VSechny tyto faktory mohou ovliviiovat mnozstvi a kvalitu odebiranych

lymfocytd (McGuirk, 2017).

Pfed samotnym provedenim je nutné zkontrolovat Zilni pfistup, je mozZné
I zavedeni centralniho zilniho katetru. Pacient by mél byt seznamen s moznymi
komplikacemi jako je hypotenze nebo hypokalcémie. Také je nutné pacienta upozornit
na fakt, ze v ptipad¢ selhani vyrobniho procesu 1écivého preparatu bude leukaferézu

nutno opakovat (Beaupierre, 2019). Zvlast’ dulezity zietel je nutno brat na pediatrické
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pacienty. Dé&ti maji mensi objem krve, hiife snasi proces odbéru a jsou nachylngjsi
na hypokalcémii a hypotermii. Z téchto divodu by u nich méla leukaferéza probihat

pomaleji nez u dospélych pacienti (McGuirk, 2017).

4.3 Vyroba CAR-T lymfocytu

Vyrobni protokoly se 1isi v zavislosti na konkrétnim CAR-T preparatu, obecné 1ze
postup popsat nasledujicimi kroky: promyti leukocytli, aktivovani T-lymfocyti,
transdukce CAR-T genu, expanze bunék na pozadovany pocet, konzervace a expedice
findlniho produktu na klinické pracovisté. Vyrobni proces vyzaduje Cisté prostory,

peclivé provadeéné kroky a béhem celého prubéhu se provadi kontroly kvality.

Produkt leukaferézy je vyrobni spolecnosti dodan ve zmrazeném stavu.
K rozmrazeni dochdzi za kontrolovanych podminek a po ném je nutné obsah vaku
promyt, aby byl zbaven kryomédia, antikoagulantli a rezidudlnich erytrocytd ptipadné
trombocytl, které by vysledny produkt kontaminovaly (Tyagarajan et al., 2019). Bylo
prokazéano, ze ptfidana antikoagulacni ¢inidla méni chovani T-lymfocytl pfi nasledné
aktivaci. Erytrocyty ovlivituji klinickou G¢innost a trombocyty zplsobuji shlukovani
bunck. Nezddouci krevni elementy jsou odstraiovany pomoci centrifugace zavislé
na hustotnim gradientu nebo pomoci paramagnetickych ¢astic s navazanymi
protilatkami. Timto zptisobem je ziskan produkt obohaceny o T-lymfocyty (Vormittag
et al., 2018).

DalSim krokem vyroby je aktivace T-lymfocytd. Zptsobt provedeni je mnoho,
a pfestoze je tento krok zasadni pro nasledné zavedeni CAR genu, neni stale nalezen
optimalni zpusob (Roddie, et al., 2019). In vivo jsou T-lymfocyty aktivovany antigen
prezentujicimi buiikami jako jsou dendritické buniky. Jednim ze zptisobi aktivace se tedy
nabizi prezentace antigenu prostfednictvim dendritickych buné€k z aferézy. Tento zplisob
vSak neni vhodny, protoze je pracny a doslo by ke kontaminaci produktu. Z tohoto
divodu byly vytvofeny metody, které ptirozenou aktivaci napodobuji. Nejvyuzivané;si
metodou aktivace je pomoci protilatek anti-CD3 a anti-CD28 navazanych
na paramagnetickych kuli¢kach, které slouzi jako umélé Castice prezentujici antigen.
Vyhodou je, ze T-lymfocyty si zachovavaji siln¢ pamét'ové schopnosti (Vormittag et al.,
2018). Nevyhodou je, Ze pfi odstranovani kuli¢ek dochazi i k snizeni poctu vyslednych
CAR-T lymfocyta (Roddie, et al., 2019). V praxi byla po dlouhou dobu vyuZivana
i strategie pouziti samotné anti-CD3 protilatky v p¥itomnosti IL-2. Uskali této metody je
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v samotném IL-2, ktery v nadmérném mnozstvi vyvolava vycerpani T-lymfocyt a jejich
dysfunkci. Nov¢&jSim piistupem je napiiklad pouziti umélych antigen prezentujicich

bunék, které vychazi z bunééné linie K562 odvozené od CML (Levine, 2016).

Stézejnim krokem vyroby je transfer genu pro CAR receptor do genetické
informace pacientovych T-lymfocytl. I zde se nabizi n€kolik moznosti, které se deli
navirové a nevirové. V praxi jsou nejvice vyuzivané virové transfery pomoci
retrovirovych nebo lentivirovych castic, které jsou schopny implementace gent
do deoxyribonukleové kyseliny (DNA) hostitelské buiiky. U¢innost transdukce je
vysoka, nicméné je zapotiebi kvalitni aktivace T-lymfocytd, protoze retroviry transdukuji
pouze délici se bunky (Vormittag et al., 2018). Virové vektory jsou velmi drahé z divodu
pracné metodiky, vyZaduji Cisté prostory a rozsahlé bezpecnostni kontroly (Roddie, et al.,
2019). Potencialnim rizikem pouZzivani virovych transfert je moznost pfenosu onkogenti
do CAR-T lymfocyti. V pfipadé lentivirového pienosu je riziko o néco nizsi. Studie
uvadi velmi nizké riziko prenosu, nicméné na konci roku 2023 zaznamenal Ufad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) 22 piipadi sekundarniho rakovinového bujeni
po podani 1écby CAR-T bunkami (Verdun et al., 2024). ZlepSeni dostupnosti
a bezpe€nosti CAR-T terapie nyni spociva ve vyzkumu metod, které nepouzivaji virové
vektory. Jednou z revoluc¢nich metod genového transferu je transpozonovy systém
Sleeping Beauty (SB). DNA transpozony jsou genetické prvky se schopnosti ménit své
pozice v genomu. Jedna se o nevirovy nastroj pro pienos a stabilni integraci vybranych
sekvenci DNA do eukaryotickych genomi. SB silné¢ konkuruje virovym vektortm.
Vyhodami jsou sniZzena imunogenocida in vivo a vynikajici bezpe¢nostni profil. SB je
atraktivni i kvili nizké cené. Vektor mize byt uchovan v podobé plazmidové DNA, diky

¢emuz je jejich vyroba jednoducha a levna (Amberger et al., 2020).

Casové nejnaroéné;jsi ¢ast procesu je kultivace upravenych T-lymfocyti. Expanze
trvd 1 9-11 dni a probiha v uzavienych kultivacnich systémech, které vytvari idealni
prostedi pro spravny rust. Ke kultivaci CAR-T lymfocytl lze pouzit kultivacni lahve,
nicméné kvuli nutnosti ¢asté vymeény kultivaéniho média provadéné kvalifikovanymi
pracovniky v Cistych prostorech je tato metoda ve velkém meéfitku krajn€ nevhodna.
Dochézi pfi ni k n¢kolika krokiim oteviené¢ manipulace a jako primyslovy standard je
nepfijatelna (Kaiser et al., 2015). Lepsi variantou je pouziti kultivacnich vakd, které lze
propojit sterilnimi hadickami a vytvofit polouzavieny systém. Tato forma kultivace

nevyzaduje velké mnozstvi vnéjSiho zasahu, coz zvySuje bezpec¢nost (Tumaini et al,
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2013). Témet polovina studii vyuziva ke kultivaci bioreaktory, které maji fadu vyhod.
Jedna se o uzaviené systémy, ve kterych 1ze snadno regulovat podminky kultivace a je
mozno asepticky odebirat pribézné vzorky pro kontrolu kvality. NejpouzivanéjSim je
houpaci bioreaktor, ktery znaéné minimalizuje zasah operatora do systému. Bioreaktor je
schopen aktivn¢ odstranovat latky inhibujici rist a zajiStuje kontinudlni ptivod Zivin,
¢imz snizuje spotiebu kultiva¢niho média (Kaiser et al., 2015).

Pted odeslanim hotového vyrobku na klinické pracovisté je nutno produkt
konzervovat. Z hlediska kvality se jedna o velmi kriticky proces, protoze nespravné
provedeni mize vést ke snizeni populace CAR-T bungk, jejich snizeni zivotaschopnosti,
ale i zmén¢ bunééného fenotypu a funkce (Germann et al., 2013). Nejbéznéjsi je metoda
kryokonzervace. CAR-T bunky jsou resuspendovany ve vhodném kryomédiu
a zmrazovany. Zmrazovani je fizené, dochdzi nejprve k pozvolnému snizovéni teploty
01 stupei/min., aby nedochazelo Kk vytvafeni intracelularnich krystali. Ve chvili,
kdy jsou bunky dostate¢né dehydratovany, se pfistupuje k rychlému ochlazeni
na kone¢nou skladovaci teplotu. Nasledné jsou preparaty uUchovavany v atmosfére

tekutého dusiku pfi teploté¢ —170 °C (Gee, 2018).

Cely proces vyroby je komplexni, vyrabi se kazdému pacientovi na miru a klade
vysoké kvalifikacni a ¢asové naroky na pracovniky. V neposledni fad¢ jsou kladeny
pfisné pozadavky na sterilitu prostor a technické vybaveni. V diisledku téchto skute¢nosti
¢eli vyrobei vysokému riziku selhani takika v jakémkoli bod¢é vyroby, a proto je pocet
pacientil, kterym miize byt 1écba poskytnuta, omezeny. Aby bylo mozné zvysit vyrobni
kapacitu je nutno pracovat na optimalizaci vyroby, a to zejména na jeji automatizaci
na urovni pramyslové vyroby. JiZ v dnes$ni dobé je moznost vyroby CAR-T lymfocytt
pomoci automatizované jednotky CliniMACS Prodigy (Obr. 5). Systém umoziuje
provedeni témét vSech krokli vyroby V uzavieném sterilnim prostfedi s minimalni
nutnosti lidského zasahu (Kaiser et al., 2015). Studie z roku 2024 zkoumala funkci
a vlastnosti CAR-T vyrobenych pomoci tohoto automatizovaného systému. Vysledky
prokazaly, Ze systém je schopen produkovat dostatecné mnozstvi kopii CAR-T buné¢k
s velkym zastoupenim pamét'ové populace, nizkou expresi markeri vyCerpani a vysokou
specifickou protinadorovou aktivitou in vitro. Studie predklada cenné informace,
na zéklad¢ kterych by v budoucnosti mohlo dojit k decentralizované vyrobé CAR-T

terapii a moznosti provadéni bezpecné a rychlé vyroby piimo na klinikach. Zaroven by
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se piedeslo nutnosti konzervace ptipravku a S ni spojené snizovani kvality (Malakova et
al., 2024).

Obr. 5: Automatizovany systém pro vyrobu CAR-T lymfocyti CliniMACS
Prodigy. Pievzato z (Miltenyi Biotec, 2022).

4.4  Priprava pacienta na lécbu

Béhem cekani na CAR-T produkt se zdravotni stav pacienta miize rychle
zhorSovat a pfinaset fadu nezddoucich komplikaci, které bud’ znemoZzni podéni terapie,
nebo mohou v krajnim piipad¢ vést ke smrti pacienta. Zavadi se proto tzv. preklenovaci

terapie.

Hlavnim cilem je zamezit progresi nadoru. Muze se jednat napiiklad
0 chemoterapii, radioterapii ¢i podavani vysokych davek kortikosteroidi. Nazory
na podani pfeklenovaci terapie se napfi¢ studiemi i klinickymi lékafi 1i8i. Nekteré studie
demonstrovaly, Ze po indikaci pieklenovaci terapie dochazelo k silngj$im vedlejSim
uc¢inktim a krat$i dobé preziti po aplikaci CAR-T terapie. Retrospektivni analyzy vsak
udévaji, Ze odpovéd’ na preklenovaci terapii zvysuje pravdépodobnost remise po podani
CAR-T terapie. Zarovei se jako efektivni forma zdiirazituje radioterapie, ktera je spojena
s niz$i toxicitou nasledné CAR-T terapie (Roddie, et al., 2019).

Ke zvyseni ucinnosti CAR-T terapie piispiva také lymfodepleéni chemoterapie.

Ta nema piimy Gc¢inek na nador, ale pomaha vytvofit optimalni prosttedi pro aplikované
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CAR-T lymfocyty. Redukuje pocet endogennich lymfocyti @ imunosupresivnich bunék,
které by mohly snizovat aktivitu CAR-T lymfocytt a upravuje mikroprostiedi nadoru.
Podava se ptiblizné tyden pied samotnou aplikaci CAR-T bun¢k (Lickefett et al., 2023).
Lymfodeple¢ni chemoterapie s sebou nese riziko zvySené toxicity, ktera miize vést az
ke smrti pacienta, nicméné bez jejiho aplikovani dochazi k nizké ¢i zadné expanzi CAR-

T bunék v téle (Brentjens et al., 2011).

45 Podani CAR-T terapie

CAR-T ptipravek musi byt na klinice uchovavan v hluboce zmrazeném stavu
v prostredi tekutého dusiku a musi byt zajistén nepietrzity monitoring teploty. Produkt
muze byt skladovéan Vv pfedepsanych podminkdch po dobu 6-9 mésicti od data vyroby.
K jeho rozmrazeni dochazi na zaklad¢ pokynu indikujiciho lékafe a mélo by probihat
co nejrychleji. Je provadéno farmaceutickym tymem V ¢istych prostorech a ve vyhrazené
vodni l4zni predehiaté na teplotu 37 + 2 °C. Stabilita vyrobku je pii pokojové teploté 30—
90 minut v zavislosti na vyrobci, proto je nutné zajistit koordinovany plan (Rioufol et al.,
2022).

Pfed samotnym podanim CAR-T terapie musi byt zdravotni stav pacienta
zhodnocen oSetfujicim lékarem. Kontraindikaci terapie je pfitomnost aktivni infekce
nebo progrese maligniho onemocnéni. Zaroven se musi peclivé zkontrolovat dodany
CAR-T produkt, zejména identifikace pacienta a zda specifikace produktu odpovida
pozadavkiim indikujiciho 1ékafe Po celou dobu aplikace musi byt dostupny specialné
proskoleny tym pracovnikd, kvili ptipadnym komplikacim (McGuirk, 2017).

Terapie je podévana intravendzné bud’ perifernim nebo centrdlnim katetrem
aneméla by trvat déle nez 30 minut. U liZka pacienta je pfitomen zdravotnik,

ktery v piipadé komplikaci zasahne (Yakoub-Agha et al., 2020).

4.6  Vedlejsi ucinky a monitoring pacienta

Po podani terapie se Casto objevuji rizné vedlejsi Uc€inky, jejich zavaznost se
u kazdého pacienta lisi. K dispozici nejsou zadna adekvatni data, podle kterych je mozné
predpoveédet, ktefi pacienti jsou vice ¢1 méné ohrozeni. VétSina vedlejSich ucCinkl se
projevi zpravidla béhem par dnli po podani a stav pacienta si mize vyzadat neodkladny

pfesun na jednotku intenzivni péce (JIP). Ztohoto divodu je pacient sledovan
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V nemocni¢nim prosttedi po dobu 2 tydnti. Pokud pacient nevykazuje Zadné vyznamné
komplikace, je nasledné propustén do domaci péce. Nékolik studii v§ak zaznamenalo
komplikace spojené s Ilébou béhem celého prvniho mésice od jejiho podani
(Yakoub-Agha et al., 2020). Vyrobci CAR-T terapii proto doporucuji, aby pacient ziistal

v

komplikace spojené s 1écbou CAR-T bunikami patii CRS a ICANS.

4.6.1 Syndrom z uvolnéni cytokintu

Ze vsech hlasenych toxicit je CRS nejbéznéjsi a bez okamzité 1€cby mize koncit
smrti. CRS je suprafyziologickd reakce pii které dochazi k masivnimu uvoliovani
prozanétlivych cytokini z bun€k imunitniho systému. CRS se objevuje béhem prvnich

dnt po podani infize na vrcholu expanze CAR-T bunék a nejcasteji u pacientti s ALL

(Sievers et al., 2020).

Hlavni pfic¢inou je aktivace CAR-T bungk, které¢ kaskadovité aktivuji ostatni
efektorové bunky, ty nasledné nekontrolované vylucuji IL (Yakoub-Agha et al., 2020).
Studie z roku 2018 sledovala prubéh CRS na mys$im modelu. CRS se objevil 2.— 3. den
po podani CAR-T bunék a bylo prokazano, ze je zprostiedkovan IL-6, IL-1 a oxidem

dusnatym vylu¢ovanym aktivovanymi makrofagy ptijemce (Giavridis et al. 2018).

Ptestoze CRS nelze jednoduSe laboratorné stanovit, existuje soubor alarmujicich
ptiznakil. Prvnim a zdroveil hlavnim projevem je horecka, kterou nasleduje hypoxie
a hypotenze. Dale se mohou objevovat bolesti hlavy, tachykardie, arytmie. Kone¢nym
disledkem CRS mize byt smrt zpisobend organovym selhanim (Lee et al., 2019).
Pro jednodussi orientaci v symptomech a zvoleni optimalni lécby byl CRS klasifikovan

do 4 stupnd, jejichz ptehled je uveden v tab. Il.

Lécba zavisi na celkovém stavu pacienta. U lehkych forem se zpravidla podava
symptomaticka 1écba s antipyretiky, dostate¢né mnozstvi tekutin a v ptipadé obtizné¢ho
dychéni se pacientovi poskytuje kyslik. Té&zké formy vyzaduji pieklad na JIP,
pokracovani v symptomatické 1écbé a podavani vazopresori. Kromé symptomatické
1écby se podava i monoklonalni protilatka proti receptoru pro IL-6, tocilizumab,

ktery vyrazné zlepSuje prognozu tézkych stavit CRS (Yakoub-Agha et al., 2020).
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Tab. 1l: Stupné CRS a doporucena lécba. Upraveno dle (Sandomasso et al., 2021).

Stupeii CRS Piiznaky Lécba

1. stupen Horecka: > 38 °C Podpiirna lécba antipyretiky,
Hypotenze: ne symptomaticka lécba
Hypoxie: ne

2. stupen Horecka: > 38 °C Podptlirna 1écba, intraven6zné
Hypotenze: ano, bez tekutiny, podle potieby
vazopresord kyslik, Tocilizumab
Hypoxie: ano,
nizkoprtutokova nosni kanyla

3. stupen Horecka: > 38 °C Podpiirna l1écba, zatazeni
Hypotenze: ano, podavéni vazopresord, Tocilizumab,
vazopresor pfijem na jednotku intenzivni
Hypoxie: ano, Venturiho pece, podpora djchini
maska

4. stupen Horecka: > 38 °C Podptlirna 1é¢ba, zarazeni

Hypotenze: ano, podavani

vice vazopresort

Hypoxie: ano, pretlak
(intubace, mechanicka

ventilace)

vazopresortl, Tocilizumab,

mechanicka ventilace

4.6.1 Syndrom neurotoxicity spojené s imunitnimi efektorovymi bunikami

Druhou a velmi ¢astou nezadouci reakci na 1é¢bu je ICANS. Jedna se o soubor

nespecifickych neurologickych ptiznaki, které mohou vést k t€Zkému postizeni mozku

a v kone¢ném disledku ke smrti. ICANS se projevuje typicky béhem 9. dne od podani

transfuze bud’ soubézné s CRS, pripadné po jeho vyléceni (Yakoub-Agha et al., 2020).

v

Ptestoze jsou pfiznaky rozmanitéjsi, néz pti CRS, jejich vyvoj je zpravidla u v§ech

pacientl stereotypni. V prvé fad¢ se projevuje dysgrafie. Z tohoto diivodu je zafazena

kazdodenni kontrola rukopisu, kterd dokéaze odhalit ptipadny ptichod ICANS. Mezi dalsi

ranné projevy patii kieCe, problémy s chizi, feci, zmatenost az ztrata orientace, delirium,

poruchy védomi (Nellan et al., 2018).
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Mezi rizikové faktory vzniku ICANS se fedi vysoka nadorova zatéz, vysoka davka
CAR-T bungk, ale také rozvoj CRS. Studie z roku 2019 zkoumala vyvoj a prubéh ICANS
u 25 pacienttl po podani CAR-T terapie. Lehka forma ICANS se vyvinula u 12 pacientt
a tézka forma u 13 pacientii. Zavaznost ICANS vyrazné korelovala s celkovou délkou

preziti. U tfech pacienttl byl tézky ICANS ptic¢innou smrti (Karschnia et al., 2019).

Piestoze se ICANS casto objevuje spole¢né s CRS, 1é¢ba tocilizumabem neni
jako prevence ucinna, protoze jeho prostupnost ptres hematoencefalickou bariéru je
zna¢né omezena (Nellan et al., 2018). V 1é¢bé ICANS byl v preklinickych studiich
pouzivan antagonista receptoru pro IL-1, anakinra. Prvni klinicka studie z roku 2023
podavala tento 1ék 43 pacientim po CAR-T terapii. Podani anakinry bylo u¢inné,
bezpe¢né a nebyla zaznamenana snizena funkce podanych CAR-T lymfocyti. Zavérem
studie naznacuje, ze podani vysokych davek anakinry mize pomoci rychleji rozliSit CRS
a ICANS bez ohrozeni funkce CAR-T bungk a tim zvysit celkovou dobu preziti (Gazeau
et al., 2023).

4.6.2 DalSi vedlej$i acinky

VétSina cilovych antigent CAR-T bunék neni exprimovana vyhradné
na malignich strukturdch. Z téchto diivodi dochazi k napadani a likvidaci 1 zdravych
struktur té¢la. Napiiklad nejpouzivanéjsi anti-CD19 CAR-T bunky uto¢i na zdravé
B-lymfocyty a zplisobuji tzv. B-bunécnou aplazii. Nejcastéji se projevi béhem prvniho
mésice po podani terapie. Hodnoty se do fyziologickych mezi vraci v priibéhu nékolika
mésici, nicméné pacienti jsou vystaveni vysSimu riziku bakterialnich infekci. Na tomto
misté je nutné pravidelné sledovat krevni obraz a ptipadné podavat podptrnou 1é¢bu.
Zejména u déti je Casto indikovana substituéni terapie imunoglobulint (Sievers et al.,

2020).

Pii rychlé destrukci nddoru dochdzi kuvolhovani velkého mnoZstvi
intracelularnich latek, naptiklad fosfatd, drasliku nebo nukleovych kyselin do krevniho
feCisté. Tento stav je popisovan jako syndrom nadorového rozpadu. Filtra¢ni kapacita
ledvin neni schopna efektivné odbourdvat odpadni produkty a disledkem muze byt jejich
selhdni. Incidence je vysSi u pacientl s vysokou nddorovou zatézi a pii zvySenych
pocatecnich hodnotach kreatininu. Pfestoze se jedné o zdvazny Zivot ohrozujici stav, neni
jeho vyskyt prili§ Casty. Studie z roku 2023 uvadi vyskyt u 18 pacienti ze 105 (Zhang et
al., 2023).

36



5 KOMERCNE POUZIVANE PRODUKTY

Prvni aspésné zkonstruované CAR-T lymfocyty sklidily velky aspéch a vzbudily
zajem védcl po celém svéte o vytvoreni prelomové terapie pro nevylécitelné nebo Spatné
1é¢itelné nemoci. Piestoze se studie setkaly s fadou piekazek, jejich vysledky nakonec
vyustily ve schvaleni sedmi 1é¢ivych piipravki CAR-T lymfocyti Kk 1é¢bé
hematologickych malignit po celém svété (Styczynski et al., 2020).

FDA schvalila celkem Sest CAR-T produkti. Prvnim schvalenym CAR-T
bunéénym piipravkem se v roce 2017 stala Kymriah (tisagenlecleucel) od spole¢nosti
Novartis. Ve stejném roce byl uveden na trh spole¢nosti Kite Pharma druhy piipravek
CAR-T lymfocytd, Yescarta (axicabtagene ciloleucel). V roce 2020 byl schvalen dalsi
CAR-T ptipravek od spole¢nosti Kite Pharma a to Tecartus (brexucabtagene autoleucel).
Nasledujici dva piipravky byly schvaleny vroce 2021 a jedna se o Breyanzi
(lisocabtagene maraleucel) od spole¢nosti Juno Therapeutics a Abecma (idecabtagene
vicleucel) od spolecnosti Bristol Myers Squibb. Prozatim posledni schvaleny CAR-T
ptipravek FDA je Carvykti (ciltacabtagene autoleucel), ktery uvedl na trh Janssen Biotech
v roce 2022 (Thirumalaisamy et al., 2024).

V roce 2021 byl v Ciné schvélen prvni CAR-T bun&ény preparat s obchodnim
nazvem Carteyva (relmacabtagene autoleucel), piestoze je vyzkum teprve v prvni fazi
klinického testovani a je nutno jeho bezpecnost a ucinnost i nadale testovat. Nejnovejsi

zaznamy vsak ukazuji velmi dobré vysledky (Ying et al., 2023).

Evropska lékova agentura schvalila pouziti ve svych ¢lenskych zemich vSech Sesti
CAR-T piipravku diive schvalenych FDA. Navzdory tomu, je ptistup stiedni a vychodni
Evropy ke CAR-T terapiim ve srovnani se zapadni ¢asti omezeny. Na ¢eském trhu jsou
dle Statniho ufadu pro kontrolu 1é¢iv momentalné dostupné pripravky Yescarta, Kymriah

a Tecartus (Odstrcil et al., 2023).

5.1 Yescarta

Lécivy pripravek, axicabtagene ciloleucel, znamy pod obchodnim néazvem
Yescarta se stal prvni schvalenou CAR-T terapii. Yescarta je urcena k 1é¢beé dvou typt
NHL. Prvnim z nich je DLBCL s indikaci pro dosp€lé pacienty, ktefi nevykazuji odpoveéd’
na jednu ¢i vice pfedchozich linii systémové terapie nebo u kterych doslo k relapsu

onemocnéni. V piipadé FL je 1é€ba pomoci ptipravku Yescarta zvazovana u dospélych
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pacienti pfi selhdni dvou ruznych lécebnych postupti a piipadné pro pacienty,
u ktery chdoslo k relapsu onemocnéni (Papadouli et al., 2020).

Yescarta vychazi z modelu druhé generace. Jedna se o anti-CD19 CAR-T buiiky,
které vyuzivaji kostimulaci pomoci CD28 a aktivaci prostfednictvim CD3{. EX vivo

modifikace T-lymfocytd pacienta je provadéna pomoci retrovirovych vektoru (Locke et
al., 2015).

5.1.1 Studie ZUMA-1

Prvni klinickd studie probihajici od roku 2015 hodnoti 1é¢ebny potencial
ptipravku axicabtagene ciloleucel a nese nazev ZUMA-1. Hlavnimi cili studie bylo
pochopeni Gc¢innosti a analyza rizik spojenych s terapii. Do studie byli zatazeni dospéli
pacienti, pfevazné s diagné6zou DLBCL, u nichz byla Yescarta pouzita jako 1écba tieti
linie. V prvni fazi studie byl pfipravek Yescarta podan celkem sedmi pacientiim, Sesti
s DLBCL a jednomu s primarnim mediastinalnim velkobunéénym B-lymfomem. U péti
pacientll byla zaznamenana odpovéd’ na lécbu. V piipadé Ctyf pacientl bylo jiz v prvnim
mésici dosazeno kompletni remise a u jednoho pacienta remise ¢aste¢né. Jeden pacient
zemtel v disledku mozkové hemoragie, u které nebyla prokazana souvislost s podanim
1é&ivého piipravku. Sest pacienti vykazovalo jisty stupeit CRS a ICANS, ktery po podani
podpiirné 1écby vymizel do 3 dnd. Pouze u jednoho pacienta vSak nastal CRS c¢tvrtého
stupné. Nasledné vyhodnoceni prvni faize ZUMA-1 studie po 24 mésicich od podani
CAR-T terapie uvadi pieziti tfi pacientll, u vSech S pretrvavajici remisi. Autofi studie
predlozili klicova data, na zdklad¢ kterych mohlo byt pfistoupeno ke druhé fazi

klinického testovani (Locke et al., 2017).

Ve druhé fazi klinické studie podstoupilo 1é€bu 101 pacientli. Zatazeni byli
pacienti s agresivni ¢i refrakterni formou DLBCL, ale také ti, u kterych doslo k relapsu
nemoci. Pfeklenovaci terapie nebyla v této studii povolena. Median doby centralizované
vyroby ptipravku Yescarta byl 17 dni. V prvnim ptil roce od podani 1écby byla objektivni
mira odpovédi na lécbu zaznamendna u 73 pacientll, z toho kompletni remise u 52
pacientli. Median doby, kdy doslo k odpovédi na 1é¢bu byl 1 mésic a median doby trvani
odpovédi 8,1 mesice. CRS se vyskytl u 94 pacientti z nichZ 11 prodélalo 3. a 4. stupen.
K ICANS doslo u 65 pacientl, z nichZ 30 mélo vdznou formu. Lécba probihala pomoci
tocilizumabu a kortikosteroidi. Lécba sklidila nevidany tUspéch i u pacienti

S rezistentnimi formami nemoci. Z 80 pacientil, u kterych neprobéhla zddnd reakce
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na piedchozi linie 1é¢by, vykazovalo reakci na Yescartu 60 pacienti (Neelapu et al.,
2017).

Nejnovéjsi aktualizace studie ZUMA-1 piedklada vysledky pétiletého sledovani
pacientl zZ hlediska pfeziti i bezpecnostniho profilu. Autofi studie uvadi, ze ze 101
pacientl, ktefi dostali 1écbu, bylo ke dni ukonceni sledovéni nazivu 42 tucastnikda,
vcetné 63 % pacientd, ktefi dosahli celkové odpovédi. U 45 pacientli doslo ke smrti
z diivodu progrese stavu, a to zejména behem prvniho roku po podani infize (u 40
pacientil). Byla také zaznamenana 2 umrti, ktera méla prokazatelnou souvislost s podanou
infuzi. Bezpe¢nostni profil byl v souladu s pfedchozim zjisténim. Po 1é¢bé se vyskytla
pomérné vysoka cytopenie, konkrétn¢ anémie a neutropenie, které vSak byly vyfeSeny
béhem prvnich dvou let od podani 1é¢by. U nékolika pacienti bylo nutné ptistoupit
K substituci imunoglobulind. Dva pacienti vykazovali profylaxi a jeden nizké hodnoty
IgG v souvislosti s 1é¢bou pomoci Yescarty. Béhem pétileté analyzy nedoslo k zastizeni

sekundarnich malignit (Neelapu et al., 2023).

5.1.2 Studie ZUMA-7 a ZUMA-5

Pozdéjsi mezinarodni studie, ZUMA-7, aplikovala pfipravek Yescarta jako
druhou linii terapie DLBCL a zkoumala, zda dojde ke zlepSeni stavu ve srovnani se
standartni terapii. Do této studie bylo zatazeno 359 dospélych pacientl u kterych doslo
bud’ k selhani prvni linie imunochemoterapie, nebo doslo k relapsu onemocnéni
Vv pribéhu prvniho roku po 1é¢bé. Pacienti byli ndhodné roziazeni do dvou skupin. Prvni
skupina 180 pacienti doslala piipravek Yescarta a druhd skupina 179 pacientl
podstoupila standartni terapii dle uréeni oSetiujiciho 1ékafe. U obou skupin pacienti byla
sledovana doba pieziti bez relapsu ¢i zhorSeni nemoci, tzv. pieziti bez ptihody. Po dvou
letech sledovani byl ve skupiné lécené pomoci Yescarty medidn pieziti bez piihody 8,3
mésice a bylo jej dosazeno u 41 % pacienti. Odpoveéd’ na 1écbu se objevila u 83 %
pacientl, z toho 65 % pacientil vykazovalo uplnou remisi. Ve skupiné lé¢ené standardni
terapii byl median pteziti bez piihody 2 mésice a bylo jej dosazeno u 16 % pacienti.
Odpoveéd’ na 1é¢bu byla shledana u 50 % pacientd, uplna remise u 32 % (Locke et al.,
2022). Analyza dat po péti letech od poc¢atku studie prezentuje, ze celkové preziti pacienti
1écenych Yescartou bylo 54 % a v ptipadé 1€cby standardni terapii 46 %. V zavéru autofi
poukazuji na vyznamné zlepSeni v délce pieZiti pacienta. Dva roky po 1é€bé piipravkem

Yescarta se riziko zhorSeni ¢i navradceni onemocnéni snizilo o 60 % v porovnani se
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standardni terapii a Ctyfi roky po 1é¢bé piipravkem Yescarta méli pacienti o 27,4 % nizsi

riziko umrti v porovnani se standardni terapii (Westin et al., 2023).

Studie ZUMA-5 se zaméfovala na pochopeni ucinnosti Yescarta v piipadé
pacientd trpicich FL. Do studie byli opét zafazeni dospéli pacienti s refrakterni
a relabujici formou po dvou nebo vice neuspesnych terapiich. Ze 127 pacientti, kterym
byla terapie podana, vykazovalo 119 (94 %) odpovéd, pticemz kompletni remisi
vykazovalo 100 pacientii (79 %). Median doby pfeziti bez progrese onemocnéni byl 40,2
mésice, median celkového preziti nebyl k dneSnimu datu dosazen. Vysledky sledovani
po tiech letech pfinasi velmi pozitivni vysledky v 1é€bé agresivni a refrakterni formy FL.
Byla prokazana trvald remise u podstatné Casti pacientii. Pfestoze bude nutné sledovat
progndzy pacientu i dale, Yescarta je vyznamnym piinosem. Z bezpe¢nostniho hlediska
nebyl shleddn zadny novy problém. CRS 1. a 2. stupné se objevil u 72 % pacientd, tézké
stupné u 6 % pacientii. U 56 % pacientil se objevila také ICANS. Zavazna cytopenie byla
zaznamenana u 33 % pacientd a u 27 % pacientti bylo nutné ptistoupit k suplementaci

imunoglobulint (Neelapu et al., 2024).

5.2 Kymriah

Zanedlouho po predstaveni prvniho CAR-T preparatu se na trhu zacal objevovat
dalsi ptipravek, tisagenlecleucel, znamy spiSe pod obchodnim nazvem Kymriah.
Tisagenlecleucel je pouzivan k 1é¢bé refrakternich forem a relapst NHL po dvou
nebo vice netspésnych linii 1é¢by. Kymriah ma nezastupitelné misto na trhu pfedevsim
diky svému pouziti v pediatrii. Doposud se jedna o jediny CAR-T piipravek schvaleny
pro lécbu ALL u déti a mladych dospélych do 25. roku Zivota. V tomto piipad¢ je indikace
zpravidla u refrakterni formy nebo v pfipad¢, kdy dochazi k opakovanym relapsim (Ali
et al., 2020).

Konstrukt vychazi opét z druhé generace anti-CD19 CAR-T bunék. Kymriah voli
aktivaci prostfednictvim CD3( a kostimulaci pomoci CD137. Pravé zminéna doména
CD137 pravdépodobné prispiva k silnému antileukemickému efektu a prodlouzené doby
preziti in vivo. Transdukce genu pro syntézu CAR se provadi pomoci lentivirového
vektoru, ktery byl navrzen S dlrazem na minimalizaci pravdépodobnosti replikace

kompletniho lentiviru (Milone et al., 2009).
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5.2.1 Studie ELIANA

Mezinarodni studie ELIANA byla zaméfena na klinické testovani piipravku
Kymriah u pediatrickych a mladych dospélych pacientd do 25 let. Do prvni faze studie
bylo zatazeno 59 pacientti ve véku od 20 mésicti do 24 let s ALL. Béhem prvniho mésice
po aplikaci infaze bylo u 55 (93 %) pacienti dosazeno kompletni remise. Pii medianu
sledovani, ktery ¢inil 12 mésict, bylo 34 pacientli v pokracujici remisi a celkové preziti
bylo 79 %. Mezi nejcastéji se objevujicimi vedlejSimi uc¢inky 1é¢by byl zaznamenan CRS,
a to u 88 % pacientl. T€zké stavy spojené s nutnosti podpory dychéni byly zaznamenany
u 27 % pacientt. Perzistence CAR-T bun¢k v téle byla doprovazena B-bunécnou aplazii,
ktera pietrvavala u pacienti v remisi i v dob¢ posledniho hodnoceni, tj. ve 39. mésici
od podani transfuze. Piestoze u 20 pacientd doslo k relapsu onemocnéni, vysledky prvni

faze prokazaly perspektivu CAR-T terapie i u déti (Maude et al., 2016).

Na zéklad¢ pozitivnich vysledkli byla iniciovana druhd faze studie. Podminky
zpisobilosti k ucasti byly tentokrat striktnéjsi. Do studie mohli byt zafazeni jedinci
0d 3 do 21 let a museli mit alesponi 5 % lymfoblastti v kostni dfeni. Ze studie byli zaroven
dostalo 75 pacienti. Celkova mira remise pii sledovani po dobu 3 mésict byla 81 %.
Kompletni remise byla zaznamenana u 60 % pacientd, 21 % pacienti vykazovalo
kompletni remisi s inkompletni obnovou krvetvorby. Mira pteziti bez relapsu byla 80 %
po 6 mésicich a 59 % po 12 mésicich. Pfestoze u 17 pacient v remisi doslo k relapsu
onemocnéni, celkovd mira pfeziti byla po 12 mésicich 76 %. Ktémto pozitivnim
zjisténim se vSak pridava fakt, ze 1écbu doprovazelo zna¢né mnozstvi vedlejsich ucinku.
Tézké stavy CRS byly pozorovany u 88 % léCenych pacienttl, z nichz 47 % bylo pfijato
na JIP. Stav 44 % pacientl vyzadoval suplementaci kysliku, 13 % podstoupilo
mechanickou ventilaci. U 40 % se béhem 8 tydnti po aplikaci objevily také neurologické
ptihody, zejména encefalopatie a zmatenost. U vSech pacienti, ktefi vykazovali odpovéd’
na lécbu, se projevila B-bunécnd aplazie a VvétSina pacientl ve studii dostivala
suplementaci imunoglobulind. K zotaveni B-lymfocytti doslo v priméru za 38,6 mésict.
Autofi studie se zaméfovali také na samotné pteziti CAR-T lymfocytil v krvi pacienti.
Primérna doba persistence CAR-T bunék v téle byla 168 dni. Expanze v téle byla
vyjadiena jako pocet kopii CAR-T lymfocytd na mikrogram DNA v rozmezi dnti 0 a 28.
U pacientii reagujicich na 1écbu bylo dosazeno hodnoty 315 000 a u pacientd,

kteti na 1écbu nereagovali 301 000 (Maude et al, 2018).
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Finalni analyza ELIANA studie byla vydéna po péti letech od jejitho pocatku.
Mezi vS§emi zucastnénymi pacienty byla celkova mira pteziti 55 %. Po péti letech bylo
stale v remisi 49 % pacientt. Studie v neposledni fadé neprokazuje zadné nové pozdni
vedlejsi tcinky. Kymriah je tak i naddle mozna terapie pro déti a mladé dospélé s ALL

(Rives et al., 2022).

5.2.2 Studie JULIET a ELARA

Mezinarodni studie JULIET zabyvajici se podanim piipravku Kymriah dospélym
pacientim s refrakternim a relabujicim DLBCL ukézala také ptiznivé vysledky.
Z celkového poctu 111 pacientl, ktetfi dostali infuzi bylo 93 zatazeno do hodnoceni
ucinnosti. Median doby od podani infuze do data ukonceni sbéru dat byl 14 mésicti. Mira
odpovédi mezi pacienty byla 52 %, pfiCemz 40 % pacienti dosahlo kompletni
remise a 12 % parcialni remise. Z vedlejsich Gi¢inki se opét vyskytoval nejcastéji CRS
ato u 58 % pacientl. ICANS se objevil u 21 % pacientl. Dale se Casto vyskytovala
anémie a snizené poCty leukocytli. Nasledné probéhla analyza vystupti JULIET studie
po 40,3 mésicich od podani infize. Do hodnoceni bylo zatazeno 115 pacientd. Celkova

mira odpovéedi byla 53 %, pticemz 39 % pacienti byla zaznamenana kompletni remise

(Schuster et al., 2021).

V neposledni fadé byl ptipravek Kymriah podavan dospélym pacientim s FL.
ELARA je nejnovéjsi studii jejiz prozatimni vysledky pfinédsi velmi pfiznivou prognoézu
u pacientt, ktefi vyCerpali bézné terapeutické moznosti. Studie se zucastnilo 97 pacientd.
Z prvnich 52 pacienti, u kterych byla hodnocena uc¢innost vykazovalo 82,7 % pacientli
remisi, pficemz 65,4 % vykazovalo celkovou remisi. Nejcastejsi vedlejsi ucinek terapie
byl CRS, nicméné ve srovnani s jinymi studiemi byla jeho incidence pomérné nizka. CRS
byl zaznamenan u 48 % pacientil a nejéastéji 1. a 2. stupné. Zadny z pacientli neprodélal
CRS 3. ani 4. stupné. Neurologické toxicity se objevily u 10 % pacientt a u 2 % se jednalo
o vazné stavy, které se viak podatilo vyfesit. Zadna smrt spojend s Kymriah terapii nebyla

Vv této studii zaznamenana (Fowler et al., 2020).

5.3 Tecartus
ALL u dospélych pacientl 1ze pomoci CAR-T terapie 1éc€it také. K tomuto ucelu

je pouzivam prtipravek Tecartus s Gi¢innou latkou brexucabtagene autoleucel. Tecartus
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CAR-T buiky jsou sestaveny z anti-CD19 vazebné domény, kostimula¢ni molekuly
CD28, signalni molekuly CD3( a Kk jeho transdukci je pouzivan retrovirovy vektor.
Struktura receptoru je sice shodna s diive zminénym produktem Yescarta od stejného
vyrobce, latky se vSak od sebe 1isi vyrobnim procesem. Odebrana krev pacientti s ALL
totiz obsahuje zna¢né mnozstvi blasti, které by zptisobovaly aktivaci a vyCerpani CAR-T
lymfocytd pfi ex vivo vyrob€. Prvnim krokem vyroby je proto obohacovani o vhodnou

populaci T-lymfocytu, které v piipadé vyroby Yescarty neprobiha (Sabatino et al., 2016).

5.3.1 Studie ZUMA-3

V roce 2021 byly prezentovany vysledky prvni faze klinické studie ZUMA-3
aplikujici Tecartus 45 dospélym pacientim s refrakterni a relabujici ALL. Stfedni doba
sledovani pacientii byla 22,1 mésice. Celkova mira odpovédi byla 69 %, pticemz 53 %
pacientli dosdhlo kompletni remise a 16 % parcidlni remise. NejlepSich vysledkil
dosahovalo 23 pacientl lé¢enych davkou 1 x 10° CAR-T bunék/kg. Mira celkové
odpovédi dosahovala 82 %, 65 % pacientti zaznamenalo celkovou remisi. Median doby
trvani odpovédi pacientl byl 17,6 mésict. Median doby preziti bez relapsu byl 7,7 mésicti
a celkového preziti 16,1 mésice. CRS byl hldsen u 93 % pacientl. Tteti stupeii se objevil
u 31 % pacientll. Neurologické piithody byly pozorovany u 78 % pacientii. Nebyly
zaznamenany zadné zavazné stavy ani mozkovy edém (Shah et al., 2021).

Do druhé faze studie bylo zatazeno 55 pacient sledovanych po dobu 2 let.
Celkova mira odpovédi na lécbu byla 70,9 %. Celkovou remisi vykazovalo 56,4 %
pacientii. Median doby trvani remise u pacientli byl 14,6 mésicti @ median celkové doby
preziti Cinil 25,4 mésice. Po dobu sledovani nebyly zaznamenany Zzadné nové vedlejsi

u&inky 1é¢by (Shah et al., 2022).

5.4 Breyanzi

Lisocabtagene maraleucel, jehoz obchodni nazev je Breyanzi, je jednou z nejvice
multifunkénich CAR-T terapii. Kompozice je slozena z anti-CD19 vazebné domény,
CD137 kostimulacni domény a signalni domény CD3{. Breyanzi je vyvijen pro 1écbu
DLBCL, FL a CLL u dosp€lych pacientil. Nejnovejsi vyzkumy s touto latkou se zaméiuji
praveé na lécbu CLL u niz se Casto vyviji rezistence na standardni 1€cbu a prognozy jsou

tak velmi neptiznivé (Teoh et al., 2019).
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5.4.1 Studie TRANSCEND-CLL 004

V prvni fazi této studie podstoupilo aplikaci Breyanzi infize 23 pacientu,
ktefi byli neuspeésné 1éCeni vice nez dvéma liniemi standardni terapie. Hlavnim cilem bylo
zhodnoceni bezpecnosti ptipravku. Celkova mira odpovédi u pacientii byla 83 %, dale
45 % pacientti dosahlo celkové remise. Co se ty€e bezpecnostniho profilu piipravku, mezi
nejbéznéjsi vedlejsi uCinky se fadil CRS, zaznamenan u 74 % pacientil. VétSina pacientl
prodélalo lehkou formu, tézk4 forma se objevila pouze u 9 % lécenych. ICANS byl

zaznamenan u 39 % pacientd. V tomto piipad¢ se nicméné projevovaly tézké formy a to

celkem u 22 % pacientu (Siddiqi et al., 2022).

V druhé fazi studie byl Breyanzi podan 118 pacientim. Prozatimni vysledky
hodnoti preziti pacientli po dvou letech od podani infize. Odpovéd na 1é¢bu vykazuje
44 % pacientd. Kompletni remisi vykazuje 20 % pacientii. Medianu kompletni a ¢aste¢né
remise nebylo dosazeno, nicméné median celkového preziti byl 30,3 mésice.
Bezpecnostni profil koreluje se zjisténim z prvni faze studie. Studie prokazala celkem
dobrou ucinnost terapie siln¢ predlécenych pacientti s velmi rizikovym profilem nemoci.

Sledovani nadale pokracuje (Siddiqi et al., 2023).

5.5 Abecma

Idecabtagene vicleucel, prodavany komeréné pod nazvem Abecma, byl prvnim
schvalenym pfipravkem CAR-T lymfocytd k 1écbé MM dospélych pacientt,
u kterych nebylo dosaZeno remise pii imunomodula¢ni terapii, 1é€bé pomoci inhibitorh
proteazomu nebo terapii pomoci anti-CD38 protilatek. Abecma se od ostatnich CAR-T
piipravki lisi vazebnou ¢asti. Namisto anti-CD19 protilatky totiz pouziva protilatku proti
antigenu zrani B-lymfocytd (BCMA). Vyhodou je predevsim fakt, ze BCMA je
exprimovan zejména na malignich bunkach a jeho exprese na ostatnich tkénich je
omezena pouze na plazmatické buiiky a nekteré zralé B-lymfocyty. Piipravek je slozen
z anti-BCMA protilatky, na kterou je vazana kostimula¢ni molekula CD137 a signalni
molekula CD3(, jedna se tedy opét o konstrukt druhé generace. Gen pro CAR je
do T-lymfocytli pacienta veden pomoci lentivirového vektoru. V preklinické studii
na mysim modelu vedla Abecma k trvalé eliminaci nadoru a k 100% pieziti (Friedman et
al., 2018).
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5.5.1 Studie KarMMa

Do prvni faze klinické studie bylo zarazeno 33 dospélych pacientt s refrakternim
MM. Cilem této studie bylo ovéfeni bezpecnosti pripravku Abecma. Objektivni mira
odpovédi na 1écbu byla 85 % vcetné 45 % pacientq, ktefi vykazovali kompletni odpovéd'.
Pozdé&ji vsak u Sesti z téchto pacientli doslo k relapsu onemocnéni. Piesto byl median
preziti bez progrese 11,8 mésice a CAR-T buiky v téle pacientl byly detekovany az
do 1 roku od podani infuze. Nejéastéjsim vedlejsim Géinkem 1é¢by byl CRS. Celkem
postihnul 76 % pacientii. CRS prvniho a druhého stupné byl popsan u 70 % pacientd,
tézky prub¢eh byl zaznamenan u 6 % pacientl. Lehké neurologické komplikace se objevily

u 27 pacientu. Jeden pacient vykazoval té¢Zkou, avSak reverzibilni formu ICANS (Raje et

al., 2019).

Druhé faze studie méla za ukol potvrzeni uCinnosti a bezpecnosti piipravku
U pacientll s refrakternim a relabujicim MM. Abecma byla podana 128 pacientim,
kteti byli nasledné sledovani po dobu 13 mésict. V této studii doslo k odpovédi na 1écbu
u 73 % pacienttl, 33 % pacientti vykazovalo uplnou odpovéd’. Median pieziti bez progrese
byl 8,8 mésice. CRS byl hlaSen u 84 % pacienti, ktefi prod¢€lali lehkou formu a dalSich
5 % pacientt, ktefi prodélali CRS 3. stupné. Lehky ICANS se objevil u 18 % pacientt,
tézky ICANS byl zaznamenan u 3 % pacientl. Mezi dalsi vedlejs$i Gc¢inky lécby se
zatadily 1 cytopenie, zejména neutropenie a to u 91 % pacientti. Analyza bunécéné kinetiky
potvrdila u 29 pacienti ze 49 perzistenci CAR-T buné¢k po 6 mésicich od podani. Piestoze
nejvice umrti béhem studie bylo zptisobeno progresi MM (u 27 pacientil), u 4 pacientii

doslo k n€kolika umrti i v souvislosti se samotnym 1é¢ivem (Munshi et al., 2021).

V roce 2023 byly publikovany vysledky tieti faze studie. Do studie bylo zafazeno
386 pacientli, 254 z nich podstoupilo 1écbu pomoci Abecma a 132 pacientim byla
podéavana standardni terapie. Hlavnim cilem tfeti faze studie bylo srovnani doby pieZiti
bez progrese v obou skupinach. Median sledovani pacientti byl 18,6 mésici. Ve skupiné
pacienti sledovanych po 1écbé pomoci Abecmy byl medidn pieziti bez progrese
13,3 mésice. Median pieziti bez progrese pacienti léCenych standardni terapii byl
podstatné kratsi, a to 4,4 mésice. Odpovéd’ na 1écbu CAR-T lymfocyty vykazovalo 71 %
pacientli a 39 % vykazovalo odpoveéd tplnou. Ve skuping 1é¢enych pomoci standardni
terapie se odpoveéd’ vyskytla u 42 % pacientt, respektive u 5 % odpoveéd’ uplna. Profil

bezpecnosti byl v souladu s ptedchozim zjisténim. Terapie pomoci Abecma vyrazné

45



prodluzuje dobu pieziti bez progrese ve srovnani se standardni terapii (Rodriguez-Otero

etal., 2023).

5.6 Carvykti

Doposud poslednim piipravkem na trhu je ciltacabtagene autoleucel, ktery je
veden na trhu pod obchodnim nazvem Carvykti uren k 1écbé MM. Podobné jako
ptipravek Abecma cili Carvykti na BCMA antigen. Kosntrukce je dale tvofena
kostimulacni molekulou CDI137 a signdlni molekulou CD3{. Terapie piipravkem
Carvykti je indikovana jiz v ptipad¢ pacientii, u kterych selhala prvni linie standardni

terapie (Natrajan et al., 2024).

5.6.1 Studie CARTITUDE-1

V prvni studii bylo 1é¢ivo podano 97 pacientim s diagnézou MM, kteti méli
zasebou v priméru Sest neuspéSnych linii terapii. Prvni analyza vystupi byla
publikovana po jednom roce od podani infiize. Celkova mira odpovédi byla piekvapivych
97 % vcetné 67 % pacientd, kteti dosahli odpovédi kompletni. Doba do odpovédi na 1é¢bu
¢inila 1 mésic. V této fazi studie nebylo dosazeno medianu trvani odpovédi, nicméné mira
preziti bez progrese Cinila 77 % a celkové preziti pacienti 89 %. NejCastéji se
vyskytujicim nezadoucim U¢inkem 1é¢by byl CRS a to u 95 % pacientl. Tteti a Ctvrty
stupeit CRS se objevil u 4 % pacientd. Dale se objevil ICANS, ktery prodélalo 21 %
pacientil @ 9 % pacientd prodélalo tézkou formu. Béhem prvniho roku sledovani doslo
k amrti Sesti pacientd v disledku nezadoucich ucinkd 1é¢by a péti pacientt v dusledku

progrese onemocnéni (Berdeja et al., 2021).

Finalni analyzy studie byly pfedstaveny po necelém tfiletém sledovani pacienti.
Median trvani odpovédi byl 33,9 mésicii, medianu pieziti bez progrese nemoci bylo
dosazeno ve 34,9. mésici. Medianu celkového pteziti nebylo zatim dosazeno, odhaduje
se vSak na 62,2 % ve 39. mésici. V pribéhu sledovani bylo hldSeno 6 primarné
sekundarnich malignit, véetné 2 pfipadl bazaliomu. Déle se objevil myelodysplasticky
syndrom, B-bunécny lymfom, ale i melanom a rakovina prostaty. Prestoze byli pacienti
zatazeni do studie siln€ predléCeni a byla u nich zjisténa vysoka nadorova zatéz, vysledky
studie jsou prozatim uspokojivé. Pacienti budou nadale sledovani, a to po dobu 15 let (Lin
etal., 2023).
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5.6.2 Studie CARTITUDE-4

V roce 2023 byly ptedstaveny prvni vysledky studie srovnavajici ucinnost
Carvykti se standardni terapii u 419 pacientli. Hlavnim cilem bylo porovnat dobu pfeziti
obou skupin pacientd. CAR-T terapie byla podavana 208 pacienttim a standardni terapie
211 pacientim. Pfi stiedni dobé sledovani pacientli, 15,9 mésicli, nebylo ve skupiné
léCenych Carvykti dosazeno medidnu pfeziti bez progrese onemocnéni, nicméné
U pacientli léCenych béznou terapii bylo medidnu dosazeno v 11,8 mésice. Preziti
bez progrese vsak bylo zaznamenano ve 12. mésici a €inilo ve skupiné 1éCenych pomoci
CAR-T bungk 75,9 % a u pacientd s béZnou terapii pouze 48,6 %. Odpoveéd na 1é¢bu byla
u pacientl po podani CAR-T terapie 84,6 %, z nichz 73,1 % pacient vykazovalo Gplnou
remisi. U pacientli lé¢enych pomoci standardni terapie se odpovéd’ dostavila u 67,3 %

l1é¢enych a remise uplna u 21,8 % (Dhakal et al., 2023).

Ve skuping 1é¢enych CAR-T terapii se objevil CRS u 76,1 % pacientt, ale pouze
u 1% se vyskytl 3. a 4. stupei. ICANS se objevil u 4,8 % pacientti, jeho prubéh vsak nebyl

u zadného pacienta vazny (San-Miguel et al., 2023).
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ZAVER

Od prvniho uspésné zkonstruovaného CAR v 80. letech minulého stoleti dochazi
k velkému rozmachu vyzkumu v oblasti jeho vyuziti nejen v 1é€bé hematologickych
malignit. Vyzkum vyustil ve vytvofeni ¢tyi generaci CAR-T lymfocyti, ale optimalni
konstrukce vsak dosud neni popsana. Vyvoj CAR-T lymfocyti nicméné stale pokracuje
a neustale jsou vytvareny receptory nove, paté generace a zarovenl probihd jejich

intenzivni testovani jak na zvifecich, tak na lidskych modelech.

K dnesnimu datu je k dispozici Sest komeréné prodavanych produkti CAR-T
lymfocytt. Piestoze se CAR-T terapie potyka s fadou vedlejsSich ucinki, které mohou
koncit smrti, pfedstavuje nad&ji pro pacienty v pokrocilych fazich riznych typt rakovin
krve. CAR-T preparat je vyrabén kazdému pacientovi na miru z jeho vlastnich
T-lymfocytd, coz je financné velmi ndkladné. Z tohoto divodu se indikace terapie
soustfedi praveé na pacienty, ktefi bez tispéchu vycerpali jiné moznosti 1écby. Dosavadni
studie demonstruji Gspésné vysledky nejen v piipadé dospélych pacientd, ale i u déti.

Aby vSak bylo mozné 1écbu zprostiedkovat co nejveétsimu poctu pacientd, urychlit
dobu vyroby a snizit finan¢ni naklady, je nutné vénovat pozornost zefektivnéni celého
procesu a vyrob¢ univerzalnich CAR-T lymfocytid. Budoucnost CAR-T terapie nepatii
vyhradné hematologické onkologii. Vyzkum se zabyva také uplatnénim této terapie
Vv 1é€bé solidnich nadori a dalSich zakeinych a téZko 1é€itelnych nemoci, pro které zatim

7adna 1écba neexistuje.
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