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Pozadi problematiky:

Adoptivni terapie pomoci T-bun€k s chimerickymi antigennimi receptory (CAR) specifickymi
na CDI9 pfedstavuje slibnou 1écbu relabujicich nebo refrakternich malignit. Celkové
odpovédi dosahlo pies 80% pacientl S B-bunéénou akutni lymfoblastickou leukémii (B-ALL)
nebo ne-Hodgkinovymi lymfomy (NHL). Pfesto je terapie leukémii a solidnich nadori
pomoci CAR-T bunék limitovana fadou faktori, jako je tnik nadorovych klonti zptisobeny
ztratou cilového antigenu, snizenou proliferaci a piezitim CAR-T bunék in vivo, sniZzenou
infiltraci CAR-T bunék do oblasti nddoru, samotnym imunosupresivnim prostfedim nadoru,
malou paletou antigennich cilti a vedlejSimi ucinky spojenymi s 1éEbou CAR-T lymfocyty.
Z téchto divodu jsou testovany nové piistupy pro zvySeni bezpeCnosti a ucinnosti CAR-T

bunék véetné modifikaci k pfekonani imunitni suprese.

Piedpoklady a cile:

(i) Bispecifické CAR receptory, které exprimuji dvé vazebné domény specifické pro dva
rizné antigeny, zabrani Uniku malignich klont. (ii) CAR receptory s inducibilni expresi
cytokinu 1L-21, ktera je pod kontrolou NFAT promotoru, zvysi aktivitu a protinadorovy
ucinek CAR-T bunék. (iii) Zaclenénim sebevrazedného epitopu piimo do CAR receptoru

zvysi terapeutickou bezpecnost CAR-T bunék.

Metody:

Pro ptipravu CAR receptori byly vyuzity molekularné¢ biologické metody. Pro pienos
transgenil a stabilni expresi v primarnich T-buiikach byly pouzity lentivirové vektory nebo
transpozonovy systém PiggyBac. Byly pfipraveny dva CAR receptory bispecifické pro CD19
a CD20 a dale in vitro testovany jejich protinadorové Gcinky. Byly ptipraveny CAR vektory
specifické na CD19 nebo antigen PSMA s indukovatelnou nebo konstitutivni expresi IL-21.
Byla ovéfena indukovatelna sekrece IL-21 po aktivaci CAR receptoru antigenem. Do
extracelularnich ¢asti CAR receptorti byla vlozena tada epitopt, receptory byly nasledné

porovnany a dale testovany.

Vysledky:
Pokusy in vitro potvrdily specifickou aktivaci biCAR-T lymfocyti nadorovymi bunkami,
které overexprimuji antigeny CD19 a nebo CD20. Cytolyticka aktivita biCAR-T buné¢k a



jejich odpoveéd” v produkci INF-y byly srovnatelné nebo zvysené v porovnani s lymfocyty
exprimujici monospecificky CAR receptor. T-buiiky byly modifikované tak, ze po aktivaci
receptori CAR nebo TCR, sekretovaly IL-21, ktery byl pod kontrolou aktiva¢niho faktoru
NFAT. Multi-epitopy zafazené do CAR receptoru umoznily pozitivni expanzi CAR+ bun¢k,
jejich snadnou detekci, ale i purifikaci CAR-T bunék pomoci magnetické separace béhem
jejich vyroby. Dale tyto epitopy mohou zprostfedkovavat selekci in vivo po jejich infuzi

Vv z4vislosti na protilatkach

Zavéry:

V praci byly navrzeny a Uspé$né zkonstruovany rtizné vektory pro pouziti v bunééné terapii
pomoci CAR-T bungk. Bispecifické CAR-T lymfocyty vykazovaly in vitro protinadorové
ucinky proti antigenim CD19 a CD20. Mohly by tak sniZit miru relapsii pfi 1écb&é B-ALL a
ne-Hodgkinovych lymfomt. Indukovany cytokin IL-21 zvysil pocet infiltrujicich T-bunék
v nadorovych modelech nejen in vitro, ale i in vivo. CAR receptory s vlozenymi multi-epitopy
predstavuji slibnou strategii, jak zleps$it vyrobni proces CAR-T bunék, tak i bezpecnostni

pojistku pfi jejich klinickém pouziti.
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