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Souhrn

Chimérické antigenni receptory jsou syntetické, geneticky upravené receptory T lymfocytd.
Jejich transfer do autolognich T lymfocytl pacienta dokdze tyto lymfocyty cilené naprogramo-
vat proti specifickym antigentim vyskytujicim se na povrchu malignich bunék. Tento princip
se v soucasnosti rozvinul jako potencidlné slibny pfistup v terapii nejprve hematologickych
malignit a pozdéji i solidnich nadord. Byly vyvinuty rdizné strategie v designu chimérickych an-
tigennich receptort a jejich transferu do T lymfocytd a zda se, Ze tyto faktory maji velky dopad
na aktivitu vyslednych modifikovanych T lymfocytli a nasledné i na Gspésnost [écby. Jednotlivé
proménné v designu se v soucasnosti intenzivné testuji v nespocetnych klinickych studiich.
V tomto prehledu stru¢né popisi zékladni princip a strukturu chimérickych antigennich recep-
torG a postup generovani T lymfocytl nesoucich chiméricky antigenni receptor.

Klicova slova
chiméricky antigenni receptor — CAR-T lymfocyty — genova terapie — imunoterapie — nddorova
onemocnéni

Summary

Chimeric antigen receptors are synthetic, genetically modified receptors of T-cells. The intro-
duction of chimeric antigen receptors into autologous patient T-cells can redirect the lympho-
cytes to specific antigen targets on the surface of malignant cells. This has recently emerged
as an intriguing therapy approach in both hematologic malignancies and later also in solid
tumors. Various chimeric antigen receptor designs and manufacturing processes were develo-
ped and seem to have a strong impact on the activity of chimeric antigen receptor T-lympho-
cytes and thereby the therapy success. The individual variables are currently being tested in
numerous clinical trials. In this review, | will briefly describe the principle, basic structure and
construction of chimeric antigen receptor T-lymphocytes.
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Vyvoj chimérického antigenniho
receptoru

Imunoterapie nadorovych onemocnéni
pfitahuje jiz néjakou dobu pozornost
védcU a lékaru, jelikoz nabizi moznost
dlouhotrvajicich remisia potencidlné kom-
pletni zni¢eni nemoci. Jednotlivé pfistupy
zahrnuji napf. adoptivni transfer nador in-
filtrujicich T lymfocytd spojeny s jejich ex-
trakci a expanzi ex vivo nebo aplikace mo-
noklonalnich protilatek. Rutinné se aplikuji
(a v klinickych studiich nadéle testuji) pro-
tilatky proti povrchovym antigentim spe-
cifickym pro nadorové bunky nebo pro-
tilatky blokujici molekuly jako PD-1 nebo
CTLA-4, jez se vyskytuji na povrchu
T lymfocytl a negativné reguluiji jejich ak-
tivaci. Tyto metody se oviem setkdvaji
s fadou prekdzek, jako je naro¢nost kulti-
vace nador infiltrujicich lymfocytd, tole-
rance imunitniho systému vUci autoan-
tigenm a nutnost prezentace antigenu
v komplexu s hlavnim histokompatibil-
nim systémem (major histokompatibility
complex — MHC).

Chiméricky antigenni receptor (CAR)
pfedstavuje kombinaci protilatky a T bu-
nécného receptoru (T-cell receptor -
TCR) [1,2]. Jde o spojeni ¢asti protilatky
vazajici antigen s funkénimi doménami

Prvni generace

Druha generace

CD3C

TCR signélnich drah. CAR tak kombinuje
v jedné molekule schopnost protilatek
rozeznat a vazat antigen se schopnosti
signalnich domén aktivovat T lymfo-
cyt [3,4]. CAR receptory jsou schopny na
rozdil od klasického TCR rozeznat a vazat
molekuly v nativnim stavu na povrchu
cilovych bunék [5]. Genetickd modifi-
kace autolognich T lymfocytl pomoci
CAR konstrukt( tak umoznuje T lymfo-
cytim vazat nadoroveé specifické povr-
chové antigeny nezavisle na proceso-
vani antigenu uvnitf bunky a prezentaci
antigenu na MHC komplexu a preko-
nava tak problém s MHC kompatibilitou
a vyse zminéné prekazky jinych imuno-
terapeutickych postuput [6].

V prabéhu vyvoje CARs se zjistilo, Ze
kdyz se ke CAR receptoru pfipoji vice sig-
nalnich domén stimulujicich T lymfocyty,
Ize dosahnout vétsi efektivity takto modi-
fikovanych T lymfocytG. Prvni doménou
pfidanou ke CAR receptoru byla intrace-
luldrni ¢ast kostimulacni molekuly CD28.
Lymfocyty déle preZivaji v periferii, ale ne
dostate¢né dlouho na to, aby mohly zabit
vsechny nadorové burky. Teprve pfidani
dalsi molekuly, CD137 (4-1BB), by mélo
zajistit dostate¢nou perzistenci in vivo
a vyssi protinadorovou aktivitu [7,8].
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Obr. 1. Struktura chimérického antigenniho receptoru (CAR).

Extracelularni ¢ast sestava z variabilni ¢asti lehkého (VL) a tézkého (VH) imunoglobulino-
vého fetézce navzadjem spojenymi linkerem. Tato ¢ast je kloubem spojena s transmembra-
novou doménou. Jednotlivé generace CARs se lisi pfitomnosti riznych signalnich domén

v intracelularni ¢asti receptoru.

Jako prvni byly CARs testovany na he-
matologickych malignitach. Tyto maji
nékolik vyhod: 1. na rozdil od vétsiny so-
lidnich néddord je zndma celd fada povr-
chovych antigenll exprimovanych spe-
cificky na hematologickych bunkach;
2. Ize snadno monitorovat prabéh lécby
a odebirat hematologické nadorové
bunky a 3. T lymfocyty pfirozené mig-
ruji do hematologickych orgénd, jako je
kostni dien ¢ilymfatické uzliny.V soucas-
nosti se ovsem aplikace CAR-T lymfocytl
rozsifuje i na celou plejadu solidnich na-
dor0. Proces vyroby a aplikace CAR-T
lymfocytll zahrnuje separaci T lymfocytd
zkrve pacienta a selekci poZzadované po-
pulace. Poté je do bunék vnesen vektor
koédujici CAR receptor pro pfislusny po-
vrchovy nddorovy antigen a takto gene-
ticky upravené T lymfocyty jsou selekto-
véany a expandovany do populace ¢itajici
biliony bunék. Ty jsou nasledné opét
vpraveny do pacienta. Usp&nost této
terapie zavisi pfedevsim na mife exprese
CAR receptoru, aktivité CAR-T lymfocytl
a délce jejich perzistence v krvi pacienta.
Tyto parametry jsou ovliviiovény néko-
lika rGznymi faktory, z nichz hlavni roli
hraji pravdépodobné samotna struktura
CAR receptoru a zpUsob jeho transferu
do autolognich T lymfocyt(.

Struktura chimérickych
antigennich receptorii
Extraceluldrni ¢ast CAR receptoru vét-
sinou predstavuje jednofetézcova va-
riabilni ¢ast protilatky, konkrétné varia-
bilni ¢ast lehkého plus variabilni ¢ast
tézkého fetézce navzijem spojené lin-
kerem (obr. 1). Tyto variabilni ¢asti po-
chazeji vétsinou z mysich nebo huma-
nizovanych protildtek, popft. jsou uméle
syntetizovany a screenovany pomoci fa-
govych knihoven [9]. Na rozdil od kla-
sického TCR, kde je specifita a aktivace
T lymfocytu striktné dana uzkym roz-
sahem afinity TCR, CARs maji mno-
hem vyssi a Sirsi rozmezi afinity zarucu-
jici vazbu na antigen, aniz by dochazelo
k nespecifické kros-reaktivité. Z prekli-
nickych studii se zd4, Ze prostorova loka-
lizace vazebného epitopu ma vétsi efekt
na aktivitu CAR nez rozdily v jeho afi-
nité [10]. Také délka, flexibilita a plvod
kloubu mezi extracelularni a transmem-
branovou casti jsou dllezité faktory pro
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spravnou aktivitu CAR [11-13].V soucas-
nosti neexistuji Zddnd obecna pravidla
regulujici design CAR proti cilovym mo-
lekuldm, a je proto nutné testovat jed-
notlivé proménné v designu empiricky.
Doposud bylo vyvinuto nékolik generaci
CARs [3,4]. Jednotlivé generace CARjsou
zpravidla rozliSovany podle pouzitych
intraceluldrnich signalnich domén nut-
nych pro aktivaci T lymfocytu. Prvni ge-
nerace CARs zahrnuje jako signalni do-
ménu pouze fetézec CD3 zeta. Druha
generace obsahuje navic i jednu kos-
timula¢ni doménu odvozenou bud' od
molekuly CD28, nebo 4-1BB. Treti ge-
nerace CARs obsahuje dvé kostimulaéni
domény jako CD28 nebo 4-1BB plus do-
ménu dalsich kostimula¢nich molekul.
Soucasné klinické studie se zabyvaji pre-
devsim testovanim CARs druhé a tieti
generace, které dosahuji delsi perzis-
tence CAR-T lymfocytd v krvi pacienta
a vyssi lymfocytarni aktivity. Také trans-
membranovd doména a kloub spoju-
jici tuto &ast s extracelularnim fetézcem
mohou hrat dllezitou roli pfi interakci
s antigenem, tvorbé imunologické sy-
napse a asociaci CAR s jinymi proteiny
dulezitymi pro tvorbu robustniho sig-
nalu nutného pro plnou aktivaci bunky.
Vétsinou se pouziva transmembranova
¢ast a kloub z molekuly CD8a nebo
CD28. Ovsem byly testovény i rizné mo-
difikované klouby z FcR oblasti a bylo
zjisténo, Ze jsou schopny vézat Fc recep-
tory a aktivovat buriky vrozeného imu-
nitniho systému [11-13].

Produkce CAR-T lymfocyti

Dulezitym aspektem pfi pfipravé
CAR-T lymfocytl je zptsob bezpe¢ného
a ucinného vlozeni CAR receptoru do au-
tolognich T lymfocytd. V soucasnosti je
testovano nékolik rdznych metod pro
vneseni CAR konstruktu do expandova-
nych T lymfocytd pacienta [14]. Kazdy
z téchto systémU ma své vyhody a ne-
vyhody, co se tyce miry exprese CARs
v bunkéch, bezpecnosti systému a fi-
nan¢ni naro¢nosti. Pivodné byla pou-
zivana DNA transfekce, jelikoz je to
technika levna a nehrozi riziko inzeréni
mutageneze jako v pfipadé virové in-
fekce. Na druhé strané oviem dosahuje
relativné nizké efektivity transferu genu,
a proto vyzaduje dlouhodobou kulti-

vaci a selekci transfekovanych lymfocyt(
pomoci antibiotik. Dlouhodobd kulti-
vace pfitom neni prospésna pro aktivitu
a perzistenci transfekovanych bunék
a vnesené geny pro rezistenci mohou
navic tvofit imunogenni produkty.
Uziti transpozonovych vektord obsa-
hujicich element pro integraci (napf.
tzv. Sleeping Beauty transpozon) mUze
vést k ucinnéjsimu integrovani trans-
genu [15-17]. Tento systém se nyni tes-
tuje v rGznych klinickych studiich a zda
se, ze vede k U¢inné&jsimu transferu genu
a jeho déle trvajici expresi [18]. Nejcas-
téji uzivanym systémem vneseni CAR
konstruktu je infekce lymfocytl pomoci
y-retrovird. Retroviry Ize jednoduse pfi-
pravit a navic jsou schopny velmi Uc¢inné
a permanentné transdukovat lymfo-
cyty. Pfedbézné vysledky navic ukazuiji,
Ze z hlediska integrace do genomu je re-
trovirova infekce do primarnich lidskych
lymfocytl bezpecnd [19]. Nevyhodou
retroviru mudze potencidlné byt utlumeni
exprese CARs zdlGvodu utlumeni LTR ob-
lasti integrovaného retrovirového kon-
struktu. V jistém kontextu se toto oviem
mUze stat vyhodou terapie. Pravdépo-
dobné bezpecnéjsi nez retroviry z hle-
diska mista integrace je infekce pomoci
lentivirovych vektor(, které jsou také
schopny efektivné a stabilné transdu-
kovat T lymfocyty [20]. Pouziti specific-
kych promotoru ve spojitosti s lentiviro-
vymi vektory dosahuje stabilni exprese
CAR konstruktd na povrchu transduko-
vanych T lymfocytl a déle trvajici per-
zistenci funkénich CAR-T lymfocytl
in vivo.

Také zplsoby kultivace T lymfocytl
a jeji délka mohou byt dlleZitym faktorem
pfispivajicim ke kvalité kone¢ného pro-
duktu CAR-T lymfocytu. Obycejné se pou-
Ziva expanze lymfocytd pomoci stimulace
anti-TCR protilatkami plus podpUrnymi
cytokiny, coz udrzuje centrdlni pamétovy
fenotyp T lymfocytli, nebo pomoci umé-
lych antigen-prezentujicich bunék [21,22].
Expandované CAR-T lymfocyty jsou poté
vpraveny zpét do pacienta a je monitoro-
vana délka jejich perzistence v periferii, ak-
tivita a progres nemoci.
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