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Chimérický antigenní receptor 

T lymfocytů –  genová terapie budoucnosti 

u nádorových onemocnění?

Chimeric Antigen Receptor T-cells –  Gene Th erapy 
of the Future for Malignant Diseases?
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Souhrn
Chimérické antigenní receptory jsou syntetické, geneticky upravené receptory T lymfocytů. 
Jejich transfer do autologních T lymfocytů pa cienta dokáže tyto lymfocyty cíleně naprogramo-
vat proti specifi ckým antigenům vyskytujícím se na povrchu maligních buněk. Tento princip 
se v současnosti rozvinul jako potenciálně slibný přístup v terapii nejprve hematologických 
malignit a později i solidních nádorů. Byly vyvinuty různé strategie v designu chimérických an-
tigenních receptorů a jejich transferu do T lymfocytů a zdá se, že tyto faktory mají velký dopad 
na aktivitu výsledných modifi kovaných T lymfocytů a následně i na úspěšnost léčby. Jednotlivé 
proměnné v designu se v současnosti intenzivně testují v nespočetných klinických studiích. 
V tomto přehledu stručně popíši základní princip a strukturu chimérických antigenních recep-
torů a postup generování T lymfocytů nesoucích chimérický antigenní receptor.

Klíčová slova
chimérický antigenní receptor –  CAR-T lymfocyty –  genová terapie –  imunoterapie –  nádorová 
onemocnění

Summary
Chimeric antigen receptors are synthetic, genetically modifi ed receptors of T-cells. The intro-
duction of chimeric antigen receptors into autologous patient T-cells can redirect the lympho-
cytes to specifi c 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, I will briefl y describe the principle, basic structure and 
construction of chimeric antigen receptor T-lymphocytes.
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Vývoj chimérického antigenního 

receptoru

Imunoterapie nádorových onemocnění 
přitahuje již nějakou dobu pozornost 
vědců a  lékařů, jelikož nabízí možnost 
dlouhotrvajících remisí a potenciálně kom-
pletní zničení nemoci. Jednotlivé přístupy 
zahrnují např. adoptivní transfer nádor in-
fi ltrujících T lymfocytů spojený s jejich ex-
trakcí a expanzí ex vivo nebo aplikace mo-
noklonálních protilátek. Rutinně se aplikují 
(a v klinických studiích nadále testují) pro-
tilátky proti povrchovým antigenům spe-
cifi ckým pro nádorové buňky nebo pro-
tilátky blokující molekuly jako PD- 1 nebo 
CTLA- 4, jež se vyskytují na povrchu 
T lymfocytů a negativně regulují jejich ak-
tivaci. Tyto metody se ovšem setkávají 
s řadou překážek, jako je náročnost kulti-
vace nádor infi ltrujících lymfocytů, tole-
rance imunitního systému vůči autoan-
tigenům a  nutnost prezentace antigenu 
v  komplexu s  hlavním histokompatibil-
ním systémem (major histokompatibility 
complex –  MHC).

Chimérický antigenní receptor (CAR) 
představuje kombinaci protilátky a T bu-
něčného receptoru (T-cell receptor  –  
TCR) [1,2]. Jde o spojení části protilátky 
vázající antigen s funkčními doménami 

TCR signálních drah. CAR tak kombinuje 
v  jedné molekule schopnost protilátek 
rozeznat a vázat antigen se schopností 
signálních domén aktivovat T lymfo-
cyt [3,4]. CAR receptory jsou schopny na 
rozdíl od klasického TCR rozeznat a vázat 
molekuly v  nativním stavu na povrchu 
cílových buněk  [5]. Genetická modifi-
kace autologních T lymfocytů pomocí 
CAR konstruktů tak umožňuje T lymfo-
cytům vázat nádorově specifi cké povr-
chové antigeny nezávisle na proceso-
vání antigenu uvnitř buňky a prezentaci 
antigenu na MHC komplexu a  překo-
nává tak problém s MHC kompatibilitou 
a výše zmíněné překážky jiných imuno-
terapeutických postupů [6].

V průběhu vývoje CARs se zjistilo, že 
když se ke CAR receptoru připojí více sig-
nálních domén stimulujících T lymfocyty, 
lze dosáhnout větší efektivity takto modi-
fi kovaných T lymfocytů. První doménou 
přidanou ke CAR receptoru byla intrace-
lulární část kostimulační molekuly CD28. 
Lymfocyty déle přežívají v periferii, ale ne 
dostatečně dlouho na to, aby mohly zabít 
všechny nádorové buňky. Teprve přidání 
další molekuly, CD137  (4- 1BB), by mělo 
zajistit dostatečnou perzistenci in  vivo 
a vyšší protinádorovou aktivitu [7,8].

Jako první byly CARs testovány na he-
matologických malignitách. Tyto mají 
několik výhod: 1. na rozdíl od většiny so-
lidních nádorů je známá celá řada povr-
chových antigenů exprimovaných spe-
cificky na hematologických buňkách; 
2. lze snadno monitorovat průběh léčby 
a  odebírat hematologické nádorové 
buňky a  3. T lymfocyty přirozeně mig-
rují do hematologických orgánů, jako je 
kostní dřeň či lymfatické uzliny. V součas-
nosti se ovšem aplikace CAR- T lymfocytů 
rozšiřuje i na celou plejádu solidních ná-
dorů. Proces výroby a  aplikace CAR- T 
lymfocytů zahrnuje separaci T lymfocytů 
z krve pa cienta a selekci požadované po-
pulace. Poté je do buněk vnesen vektor 
kódující CAR receptor pro příslušný po-
vrchový nádorový antigen a takto gene-
ticky upravené T lymfocyty jsou selekto-
vány a expandovány do populace čítající 
biliony buněk. Ty jsou následně opět 
vpraveny do pa cienta. Úspěšnost této 
terapie závisí především na míře exprese 
CAR receptoru, aktivitě CAR- T lymfocytů 
a délce jejich perzistence v krvi pa cienta. 
Tyto parametry jsou ovlivňovány něko-
lika různými faktory, z nichž hlavní roli 
hrají pravděpodobně samotná struktura 
CAR receptoru a způsob jeho transferu 
do autologních T lymfocytů.

Struktura chimérických 

antigenních receptorů

Extracelulární část CAR receptoru vět-
šinou představuje jednořetězcová va-
riabilní část protilátky, konkrétně varia-
bilní část lehkého plus variabilní část 
těžkého řetězce navzájem spojené lin-
kerem (obr. 1). Tyto variabilní části po-
cházejí většinou z  myších nebo huma-
nizovaných protilátek, popř. jsou uměle 
syntetizovány a screenovány pomocí fá-
gových knihoven  [9]. Na rozdíl od kla-
sického TCR, kde je specifi ta a aktivace 
T lymfocytu striktně dána úzkým roz-
sahem afinity TCR, CARs mají mno-
hem vyšší a širší rozmezí afi nity zaruču-
jící vazbu na antigen, aniž by docházelo 
k  nespecifi cké kros- reaktivitě. Z  prekli-
nických studií se zdá, že prostorová loka-
lizace vazebného epitopu má větší efekt 
na aktivitu CAR než rozdíly v  jeho afi -
nitě [10]. Také délka, fl exibilita a původ 
kloubu mezi extracelulární a transmem-
bránovou částí jsou důležité faktory pro 

Obr. 1. Struktura chimérického antigenního receptoru (CAR).

Extracelulární část sestává z variabilní části lehkého (VL) a těžkého (VH) imunoglobulino-
vého řetězce navzájem spojenými linkerem. Tato část je kloubem spojena s transmembrá-
novou doménou. Jednotlivé generace CARs se liší přítomností různých signálních domén 
v intracelulární části receptoru.
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vaci a selekci transfekovaných lymfocytů 
pomocí antibio tik. Dlouhodobá kulti-
vace přitom není prospěšná pro aktivitu 
a  perzistenci transfekovaných buněk 
a  vnesené geny pro rezistenci mohou 
navíc tvořit imunogenní produkty. 
Užití transpozonových vektorů obsa-
hujících element pro integraci (např. 
tzv. Sleeping Beauty transpozon) může 
vést k  účinnějšímu integrování trans-
genu [15– 17]. Tento systém se nyní tes-
tuje v různých klinických studiích a zdá 
se, že vede k účinnějšímu transferu genu 
a jeho déle trvající expresi [18]. Nejčas-
těji užívaným systémem vnesení CAR 
konstruktu je infekce lymfocytů pomocí 
γ- retrovirů. Retroviry lze jednoduše při-
pravit a navíc jsou schopny velmi účinně 
a  permanentně transdukovat lymfo-
cyty. Předběžné výsledky navíc ukazují, 
že z hlediska integrace do genomu je re-
trovirová infekce do primárních lidských 
lymfocytů bezpečná  [19]. Nevýhodou 
retroviru může potenciálně být utlumení 
exprese CARs z důvodu utlumení LTR ob-
lasti integrovaného retrovirového kon-
struktu. V jistém kontextu se toto ovšem 
může stát výhodou terapie. Pravděpo-
dobně bezpečnější než retroviry z hle-
diska místa integrace je infekce pomocí 
lentivirových vektorů, které jsou také 
schopny efektivně a  stabilně transdu-
kovat T lymfocyty [20]. Použití specifi c-
kých promotorů ve spojitosti s lentiviro-
vými vektory dosahuje stabilní exprese 
CAR konstruktů na povrchu transduko-
vaných T lymfocytů a  déle trvající per-
zistenci funkčních CAR- T lymfocytů 
in vivo.

Také způsoby kultivace T lymfocytů 
a její délka mohou být důležitým faktorem 
přispívajícím ke kvalitě konečného pro-
duktu CAR- T lymfocytu. Obyčejně se pou-
žívá expanze lymfocytů pomocí stimulace 
anti-TCR protilátkami plus podpůrnými 
cytokiny, což udržuje centrální paměťový 
fenotyp T lymfocytů, nebo pomocí umě-
lých antigen- prezentujících buněk [21,22]. 
Expandované CAR- T lymfocyty jsou poté 
vpraveny zpět do pa cienta a je monitoro-
vána délka jejich perzistence v periferii, ak-
tivita a progres nemoci.
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