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CAR T-lymfocyty: horka novinka vlécbé nadoru
Stépan Hrabovsky
Interni hematologickd a onkologicka klinika LF MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Protinddorova imunoterapie se stala béhem poslednich desetileti jiz standardni sou¢asti onkologického lé¢ebného portfolia. Od
prvnich pokust s protinddorovymi vakcinami na konci 19.a v 1. poloviné 20. stoleti jeji cesta vedla pres objeveni principt alogenni
transplantace krvetvornych bunék v 70. letech, zavedeni monoklondlnich protildtek v letech 90., jejich zdokonaleni ve formé
imunokonjugatt a bispecifickych protilatkovych konstruktd az k dnesnim checkpoint inhibitordm a T-lymfocytiim s chimérickym
antigennim receptorem (CAR T-lymfocyty). Jesté v nedavné dobé se lé¢ba geneticky modifikovanymi lymfocyty mohla zdat jako
science-fiction, ale tyto ,Zivé léky” se jiz podavaji pacientdm s hematologickymi malignitami i u nas v Ceské republice. Néktefi
vidi v CAR T-lymfocytech prelomovou Ié¢ebnou metodu a svétlou budoucnost onkologie, jini snad jen pfeceriovanou senzaci,
jejiz nakladnost dalece prevysuje efektivitu. Tak ¢i onak se CAR T-lymfocyty v nejblizsi dobé dostanou do relativné rutinniho
pouzivani v Iécbé pacientl s rezistentnimi lymfoproliferacemi. Nas ¢lanek si klade za cil priblizit tuto zajimavou lé¢ebnou metodu
i ¢tenadfim s odbornym zaméfenim mimo oblast hematologie a onkologie.
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CAR T-cells: hot news in cancer therapy

Cancer immunotherapy has become a standard therapeutic option in oncology over the past few decades. From the early
anti-tumor vaccine experiments in the late nineteenth and early twentieth centuries, its journey led through the discovery of the
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation principles in the nineteen-seventies, introduction of monoclonal antibodies
in the nineteen-nineties, their enhancing in the form of immunoconjugates and bispecific antibody constructs, up to today’s
checkpoint inhibitors and chimeric antigen receptor T-cells (CAR T-cells). Not so long ago, a treatment with genetically modified
lymphocytes may have seemed quite like science fiction, but nowadays, these “living drugs” are already being administered to
patients with hematological malignancies in the Czech Republic. Some may see CAR T-cells as a breakthrough treatment method
and bright future of oncology, others perhaps just as an overhyped sensation, in which the cost far exceeds the efficacy. Either
way, CAR T-cells will soon become a relatively routine treatment option for patients with resistant lymphoproliferative diseases.
Our article aims to introduce this new interesting method to specialists outside the fields of hematology and oncology.

Key words: adoptive immunotherapy, axicabtagene ciloleucel, cancer treatment, CAR T-cells, chimeric antigen receptor,
tisagenlecleucel.

Historie protinadorové imunoterapie
Pravdépodobné prvnim zaznamenanym pokusem o protinddoro-
vou imunoterapii jsou experimenty Williama B. Coleyho z New Yorku
publikované v roce 1891. Pacientlim s osteosarkomem aplikoval injek¢né
kultury pyogenniho streptokoka, po ¢emz pozoroval u nékterych paci-
entd dokonce i dlouhodobé trvajici kompletni remise (1). Efekt tohoto
experimentu si dnes vysvetlujeme up-regulaci produkce interleukinu 12
(IL-12) generalizovanou infekci, zvysenim hladin interferonu y (IFNy) a tim

stimulaci protinddorové aktivity T-lymfocytd a NKbunék. | pres plsobivé
vysledky byl Coley za tyto pokusy odbornou vefejnost kritizovan, z¢asti
jisté proto, ze ¢ast jeho pacientd zemrela na streptokokovou infekci.
Svou metodu sice zdokonalil nahrazenim Zivych bakterif za inaktivované,
ale ve stinu zacinajici radioterapie tyto prvni krd¢ky imunoterapie na
néjakou dobu upadly v zapomnént.

Myslenka ovlivnénf imunitniho systému ve prospéch protinddoro-
vého efektu byla znovu oprasena v 50. letech 20. stoleti, kdy manzelé
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Grahamovi pouZili prvni moderni protinddorovou vakcinu u pacientek
s gynekologickymi nadory, z nichZ 1/5 zaznamenala parcialnf remisi nebo
alespori zpomaleni progrese nemoci (2). V 70. letech minulého stoleti
byly v University of Minnesota provedeny prvni alogenni transplanta-
ce krvetvorné tkané u pacientd s hematologickymi malignitami, tedy
nahrazeni pacientova imunitniho systému nereagujiciho proti tumoru
imunitnim systémem zdravého darce.

Pionyrem specifické adoptivni imunoterapie se v3ak stal az
Steven A. Rosenberg z National Cancer Institute v Bethesdé, ktery
v roce 1985 publikoval vysledky prvniho poufZiti in vitro interleuki-
nem 2 (IL-2) aktivovanych leukocytl v Ié¢bé metastatickych nadord
(3). Tuto metodu poté zdokonalil pouzitim lymfocytl extrahovanych
pfimo z tumoru (tzv. tumor-infiltrujicich lymfocytd — TIL), které jiz
byly v prostredi tumoru pfirozené aktivovany antigeny specifickymi
pro dany tumor (4, 5).

Soucasneé jiz v roce 1989 v izraelském Weizmann Institute of Science
vznikl prvni ndvrh chimérického antigenniho receptoru (CAR) a 4 roky poté
byla kultivovana prvni generace T-lymfocytd s timto arteficidlnim recepto-
rem (6). PGvodni zamér metody, écba infekce virem lidské imunodeficience
(human immunodeficiency virus — HIV), se ale brzy ukazal byt slepou
ulickou (7, 8). Myslenka vyuzit CAR T-lymfocyty v Iécbé nadort na sebe
nenechala dlouho ¢ekat a v roce 2003 byla publikovana prvni preklinicka
data o ucinnosti CAR T-lymfocytl na mysim modelu hematologickych
malignit (9-11). Po fadé studif I. a Il. faze byl pak v roce 2017 americkou
Food and Drug Administration (FDA) schvalen ke klinickému poufZitf prvnf
komercni preparat CAR T-lymfocytd tisagenlekleucel a o nékolik mésict
pozdéji druhy preparat axikabtagen ciloleucel (Obr. 1). Oba prokézaly
vyrazné zvyseni poctu dosazenych kompletnich remisi a prodlouzenf

Obr. 2. Struktura jednotlivych generaci chimérickych antigennich receptort
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celkového preZitf oproti standardni chemoterapii u pacientl s opakované
relabujicimi agresivnimi lymfoproliferacemi (12, 13).

V zemich Evropské unie jsou oba léky dostupné od srpna roku
2018. Indikaci tisagenlekleucelu je Ié¢ba relabované nebo refrak-
terni akutni B lymfoblastické leukemie (R/R B-ALL) déti a mladych
dospélych do véku 25 let v pfipadé druhého relapsu nebo relapsu
po alogenni transplantaci krvetvornych bunék a opakované rela-
bujiciho nebo refrakterniho difuzniho velkobunéc¢ného B lymfomu
dospélych (R/R DLBCL). Axikabtagen ciloleucel je schvalen pro lé¢bu
R/R DLBCL a relabujictho nebo refrakterniho priméarniho mediasti-
nélniho velkobunécného B lymfomu (R/R PMBCL) dospélych. Lécba
prvniho pacienta CAR T-lymfocyty v Ceské republice probéhla v z&¥
roku 2019.

0br. 1. Tisagenlekleucel (Kymriah™) a axikabtagen ciloleucel (Yescarta®).
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Co jsou CAR T-lymfocyty?

CAR T-lymfocyty jsou in vitro modifikované autologni T-lymfocyty
pacienta, do kterych je vpraven gen pro chiméricky antigenni re-
ceptor se specificitou proti definovanému povrchovému antige-
nu nadorové bunky. Oba v soucasnosti schvalené preparaty CAR
T-lymfocytl jsou cilené proti antigenu CD19. Ten je exprimovan na
povrchu vsech vyvojovych stadii B-lymfocyt( i na prevazné vétsiné
malignit z B-lymfocytl vychézejicich (14). V klinickych studiich jsou
jiz zkouseny CAR T-lymfocyty cilené na nejrliznéjsi dalsi povrchové
antigeny hematologickych i solidnich malignit, napf. CD22, CD30,
CD138, BCMA, EGFR, CEA, HER2, mezotelin, PD-L1 a fadu dalsich (11).
Dosavadni vysledky lé¢by CAR T-lymfocyty jsou velmi motivujici. Jiz
nékolik studif . a Il. fize prokazalo 70-85 % navozenych kompletnich
remisf u téZce predlécenych pacientl s R/R ALL a 40-55 % u pacientU
s R/R DLBCL (13, 15-17).

Samotny chiméricky antigenni receptor prvni generace

je proteinovy konstrukt skladajici se ze 4 casti:

B domény rozeznavajici antigen odvozené z variabilnf ¢asti imuno-
globuliny,

B spojovaciho hinge regiony,

transmembranové domeény,
B intraceluldrni domény odvozené z T-bunécného receptoru (T-cell
receptor — TCR) (Obr. 2).

Cytotoxicky CAR T-lymfocyt s takto slozenym receptorem je pfimo
aktivovan navazanim na cilovy antigen naddorové burky a dokaze znicit
postupneé i stovky nddorovych bunék. Oproti pfirozenym cytotoxickym
T-lymfocytdim nepotiebuje ke své aktivaci rozpoznani lidského leuko-
cytérniho antigenu . tfidy (human leukocyte antigen — HLA) cilové
burky ani spolupraci jinych imunitnich bunék (10).

Tisagenlekleucel i axikabtagen ciloleucel jsou Iécivé pripravky
obsahujici CAR T-lymfocyty 2. generace, které majf v intraceluldrni do-
méné pridanu kostimulacni doménu zlepsujici expanzi bunék a jejich
pretrvavani v hostitelském organismu.

Vyroba CAR T-lymfocytii

Viyroba CAR T-lymfocytl je velmi komplikovand a organizacné i ¢a-
sove naro¢nd. Od indikace pacienta k Ié¢bé do podéni infuze trva cely
proces 2-6 tydnd (Obr. 3). Pravé ¢asova narocnost mlze byt u pacientd
s agresivnimi lymfoproliferacemi hlavnim faktorem limitujicim pouzi-
telnost této Iécby. Prvnim krokem vyroby je odbér mononukledrnich
bunék z periferni krve pacienta pomoci pfistrojové leukaferézy. Tyto
buriky jsou odeslany do ,tovarny” na CAR T-lymfocyty. Tato vyrobni
zafizeni jsou v USA, Némecku, Nizozemsku a Francii.

Ve vyrobnim zafizenf jsou z mononukledrnich bunék separaci
oddéleny T-lymfocyty, do kterych je vpraven gen pro CAR. Vektorem
prenosu genu je nejcastéji modifikovany lentivirus nebo gamaret-
rovirus, zkouseny jsou ale i dalsf postupy jako pfeneseni genu syn-
tetickym transpozonem (technologie Sleeping Beauty) nebo pfima
elektroporace mRNA do T-lymfocytd (18, 19). Takto modifikované
T-lymfocyty jsou poté aktivovany a namnozeny za pfitomnosti smési
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0br. 3. Proces vyroby CAR T-lymfocytd

2. Transfer CAR genu
do T-lymfocytl pomoci
lvirového vektoru
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4. Infuze CAR-T
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1. Aferéza a separace
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Obr. &. Automaticky bunécny procesor Miltenyi CliniMACS Prodigy® jedna
z platforem pouzivanych k vyrobé CAR T-lymfocytu

cytokinl a Zivin. Cely proces probihd v jedné z automatickych plat-

forem, tzv. bunécnych procesort (Obr. 4). Hotovy produkt je opét
zmrazen na teplotu kapalného dusiku a odeslan na klinické pracovi-
sté. Pacientovi je v mezidobi podéna lymfodeple¢ni chemoterapie,
kterd prodluzuje nésledné prezivani CAR T-lymfocytl v hostitelském
organismu. Samotné CAR T-lymfocyty jsou poté rozmrazeny a formou
intravenozni infuze aplikovény pacientovi.
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NezZadouci ticinky a komplikace

Léc¢ba CAR T-lymfocyty s sebou nese riziko nékterych specific-
kych a potencialné velmi zadvaznych komplikaci. Prvnim z nezddou-
cich U&inkl je syndrom z uvolnénf cytokind (cytokine release syndro-
me — CRS). Je zpUsoben suprafyziologickou odpovédi hostitelského
organismu na imunoterapii, kterd vyustuje v aktivaci endogennich
i infundovanych imunitnich efektorovych bunék a produkci prozé-
nétlivych cytokinl. Projevi se nékolik dni po infuzi CAR T-lymfocytd
horeckou, v zédvaznéjsich pfipadech hypotenzi, respiracnim selhanim
a selhavanim dalsich organd. Tézka forma CRS pfipomind v mnoha
aspektech septicky sok. Zakladni terapif jsou kortikoidy, tocilizumab
a podpurna lécba selhavajicich organovych funkci. Tocilizumab je
monoklonalni protildtka proti receptoru pro interleukin 6 (IL-6R),
ktery hraje Ustfedni roli v patogenezi CRS.

Dalsi specifickou komplikaci je syndrom neurotoxicity asociovany
s imunitnimi efektorovymi burkami (immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome - ICANS, nebo CAR T-related encephalopathy
syndrome — CRES). Projevuje se také vétsinou v prvnich dnech po in-
fuzi CAR T-lymfocytd, pfiznaky mohou byt velmi riznorodé, typické je
expresivni afazie, apraxie a tremor, mUze nastat dezorientace, paréza,
kvantitativni porucha védomi nebo epilepticky zachvat. Hlavni lécbou
jsou opét kortikoidy, pfipadné antiepileptika, pfi soubéhu s CRS se
podava tocilizumab.

Mezi dalsi komplikace patii aplazie zdravych B-lymfocytd, které
jsou pri 1é¢bé anti-CD19 CAR T-lymfocyty zniceny spolu s malignimi
burikami. Pfi chybéni B-lymfocytl dochézi ke hypogamaglobulinemii
a zvysenému riziku infek¢nich komplikaci s nutnosti dlouhodobé sub-
stituce intravendznimi imunoglobuliny (20, 21).

Budoucnost CAR T-lymfocyti

Nyni dostupné CAR T-lymfocyty jsou oznac¢ovany jako 2. generace.
Ve stadiu klinickych studif jsou 3. generace CAR T-lymfocytd s kombinaci
vice kostimulacnich domén a 4. generace, tzv. TRUCK (T-cell Redirected
Universal Cytokine Killing), které jsou schopny pomoci sekrece vlastniho
transgenniho IL-12 zvysit migraci naivnich imunitnich bunék do oblasti
nadoru s cilem posilenf imunitni reakce namifené proti nddorovym
bunkam (22, 23). Patd generace CAR T-lymfocytd méa v intraceluldrni
doméné (3 fetézec receptoru pro interleukin 2 (IL-2) s vazebnym mistem
pro transkripcni faktor STAT3. Tyto bunky jsou aktivovany tremi cestami
prostfednictvim svého CD3, kostimulacni domény i cytokinové signa-
lizace drahy JAK-STAT3/5 (24).

Jsou zkouseny CAR T-lymfocyty se specificitou proti nejrliznéjsim
povrchovym antigenm exprimovanym na hematologickych i solid-
nich tumorech. V budoucnu se tedy mozna doc¢kdme Ucinnych CAR
T-lymfocytl proti mnohocetnému myelomu, akutni myeloidnf leuke-
mii, glioblastomu, mezoteliomu, karcinomu stfeva, prostaty, prsu, plic,
pankreatu i dalsich (11, 25).

Stejné jako pfi 1é¢bé monoklondlnimi protilatkami, i u CAR
T-lymfocytld maze dojit k imunitnimu Uniku tumoru a vzniku rezis-
tence k 1é¢bé. Nejcastéji je to zplsobeno down-regulaci nebo Uplnou
ztratou cilového antigenu maligni buriky. Klonalnf selekci pak dojde
k nahrazeni pavodniho citlivého klonu klonem rezistentnim. Riziko
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vzniku rezistentniho klonu Ize sniZit napr. pouzitim CAR T-lymfocytU
se 2 nebo vice riznymi CAR namitenymi proti riznym antigentm pfi-
tomnym na maligni bunice, nebo T-lymfocytl s jednim bispecifickym
CAR, ktery se dokaZe vazat na 2 rdzné antigeny, anebo podanim dvou
samostatnych populaci CAR T-lymfocytl cilenych na rdzné antigeny
tumoru (10, 25-28). Ve vyvoji jsou i CAR NK bunky (natural killer), které
kromé aktivace CAR receptorem mohou byt v tumoru aktivovany i pfi-
rozené prostrednictvim svého Fc-receptoru mechanismem cytotoxicity
zavislé na protilatce (antibody-dependent cellular cytotoxicity - ADCC)
(10, 29, 30).

Dalsim problémem lécby CAR T-lymfocyty byva toxicita mimo
lokalitu tumoru. Zvyseni selektivity CAR T-lymfocytl Ize doséhnout
rovnéz jejich vybavenim dvéma rdznymi CAR, kdy je potfeba k aktivaci
T-lymfocytu navdzani obou CAR na maligni bunku. Jinym zkoumanym
piistupem je zabudovani bunécného aktivacniho nebo sebevrazed-
ného genového ,vypinace” do CAR T-lymfocytu. Exprese tohoto genu
a tim i aktivita CAR T-lymfocytl je pak regulovéna jinou, jinak v orga-
nismu neskodnou, exogenné podanou latkou (25, 31).

Zajimavym konceptem jsou univerzélni CAR T-lymfocyty vyu-
Zivajici silnou vazbu biotinu a avidinu. Pacientovi se tak podé jedna
nebo vice monoklondlnich protildtek znacenych biotinem namife-
nych proti antigenm daného tumoru a univerzalni CAR T-lymfocyty,
jejichz CAR obsahuje sekvenci avidinu vazajici biotin (biotin-binding
immunoreceptor — BBIR). Tato metoda vyroby CAR T-lymfocytl je
flexibilnéjsi a ekonomicky vyhodnéjsi pro plosné vyuziti (32).

Casové naro¢nost vyroby CAR T-lymfocytl mUize vyrazné limi-
tovat moznost jejich pouziti u pacientl s agresivnimi malignitami.
Moznym fesenim je vyvoj alogennich CAR T-lymfocyt( s deficitem
svého plvodniho TCR, které tak nezpUsobuji reakci $tépu proti hostiteli
a mohou byt podény bez ohledu na neshodu v HLA systému. Takové
CAR T-lymfocyty mohou byt rovnéz vyrobeny predem z krve zdravych
darcd a pro pacienta dostupné v podstaté ihned (33).

CAR technologie by mohla byt u¢innd i v 1é¢bé neonkologickych
onemocnéni, predevsim autoimunitnich. Treg lymfocyty (regulatory
T-cells) hraji dtlezitou roli pfi regulaci imunitni reakce. Pomoci CAR
Treg lymfocytd by mohlo byt dosazeno Ucinné cilené imunotolerance
v misté autoimunitniho zanétu, napf. pfi diabetu |. typu, roztrousené
sklerdze ¢i nespecifickych stfevnich zanétech (34).

Zaveér

CAR T-lymfocyty nyni v hematologii a onkologii jsou, a jisté
i v dalsich letech az desetiletich budou, velmi skloriovanym po-
jmem. S registraci novych CAR T-lymfocytarnich produktd, rozsi-
fenim jejich indikaci na dalsi typy malignit a snizenim jejich zatim
extrémni finan¢ni nakladnosti Ize ocekavat jejich pouziti u stale
vétstho mnozstvi pacientd. Skute¢nou Ucinnost a uplatnitelnost této
|é¢ebné metody v redlnych klinickych podminkach viak bezesporu
odhalf az &as.

Tato publikace vznikla na Masarykové univerzité v rdmci projektu
¢islo MUNI/A/1395/2019, podporeného z prostredkd tcelové podpory na

specificky vysokoskolsky vyzkum, kterou poskytlo MSMT v roce 2020.
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