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Streszczenie

Terapia polegajgca na genetycznej modyfikacyi limfocytow T, ktora prowadzi do ekspresji chi-
merycznego receptora antygenowego (CAR), stala si¢ niedawno jedng z najbardziej obiecujqg-
cych metod terapii nowotworow hematologicznych. Przeprogramowane limfocyty T rozpozna-
jq okreslone antygeny na powierzchni komorek docelowych, co w konsekwencji wyzwala ich
aktywacje niezalezng od ukladu zgodnosci tkankowej. Odpowiednia selektywnosc antygenowa
1 sygnalizacja wewngtrzkomorkowa jest wykorzystywana do zabijania komorek nowotworowych.
Zastosowanie limfocytow CAR-T anty-CD19 w przypadku chioniaka rozlanego z duzych komorek B
oraz ostrej biataczki limfoblastycznej radykalnie zmienilo sposob leczenia nowotworow limfoidal-
nych u pacjentow z nawrotem lub opornosciq na standardowe terapie. Transdukcja genetyczna
obejmuge nie tylko biatko fuzyine CAR modyfikowane za pomocq retrowirusa lub lentiwirusa, ale
takze domeny kostymulujgce, geny samobojcze, transgeny do produkcji dodatkowych czgsteczek
efektorowych, bispecyficzne CAR oraz inhibitory punktow kontrolnych. Stosowane sq rowniez
nowoczesne technologie inzynierii genetycznej do edycji genow, na przyklad TALEN lub CRISPR/
/Cas9. Celem tych nowoczesnych technik jest zwigkszenie odsetka odpowiedzi 1 wydluzenie czasu
trwania remisji, ukierunkowanie terapii na nowe jednostki chorobowe, zmniejszenie toksycznosci
1 stworzenie ,,uniwersalnych komorek CAR-T”. Potencjalne mechanizmy niepowodzenia tervapii
limfocytami CAR-T obejmujq ucieczkg nowotworu spod nadzoru immunologicznego (np. poprzez
utrate ekspresji CD19), mikvosrodowisko immunosupresyjne, wyczerpanie limfocytow CAR-T
lub zmmniejszenie ich aktywnosci. W pracy opisano rowniez toksycznos¢ CAR-T oraz potencjalne
sposoby zapobiegania lub leczenia niebezpiecznych czy zagrazajgcych zyciu zdarzen niepozgdanych.
Stowa kluczowe: terapia CAR-T, CAR-T, immunoterapia nowotworu, chimeryczny receptor
antygenowy, nowotwory hematologiczne, mikrosrodowisko nowotworu
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Abstract

Genetic modification of T lymphocytes which can produce the expression of chimeric antigen recep-
tor (CAR) is a novel option for the treatment of haematological malignancies. The results seem
to be promising. Reprogrammed T cells recognize specific antigens on the surface of target cells,
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which in turn triggers their activation independently of MHC. Appropriate antigen selectivity and
intracellular signalling facilitates killing cancer cells. The use of anti-CD19 CAR-T lymphocytes in
the treatment of DLBCL and ALL has radically changed the way lymphoid neoplasms are treated,
especially in patients who experience relapses or resist standard therapies. The genetic transduction
involves not only CAR fusion protein modified by a retrovirus or lentivirus, but also costimulatory
domains, suicide genes, and transgenes to produce additional effector molecules and CAR bispecific
checkpoint inhibitors. Modern genetic engineering technologies such as TALEN or CRISPR/Cas9
are used to edit genes. Their goal is to improve the response rate and extend remission duration
time, target new diseases, reduce toxicity, and possibly create ‘universal CAR-T cells’. Potential
mechanisms of CAR-T lymphocyte failure include tumour escaping from immune surveillance
(e.g., by loss of CD19 expression), immunosuppressive microenvivonment, depletion of CAR-T
lymphocytes, or their decreased activity. This review also discusses potential toxicity and possible

ways to prevent or treat dangerous o life-threatening adverse effects of the therapy.

Key words: CAR-T therapy, CAR-T, cancer immunotherapy, chimeric antigen receptor,
haematological malignancies, tumour microenvironment

Wprowadzenie

Przez dtugi czas podstawy leczenia nowo-
tworéw stanowily chirurgia, chemioterapia i ra-
dioterapia. W ostatnich latach immunoterapia
zrewolucjonizowala leczenie onkologiczne, rowniez
w odniesieniu do nowotwordw uktadu krwiotwor-
czego [1]. Wprowadzenie przeciwcial monoklonal-
nych przyniosto zwiekszenie odsetka odpowiedzi
Kklinicznych i wydluzenie czasu przezycia. Pojawila
sie nowa metoda immunoterapii polegajaca na
wzmocnieniu sily i jako$ci odpowiedzi ukiadu od-
pornoSciowego pacjenta, w skiad ktorej wchodza
miedzy innymi inhibitory punktu kontrolnego,
przeciwciala bispecyficzne i limfocyty T z ekspresja
chimerycznego receptora antygenowego (CAR-T,
chimeric antigen receptor T cells) [2, 3]. Terapia
jest oparta na adoptywnym transferze komorek
(ACT, adoptive T-cell transfer) 1 polega na izolacji,
genetycznej modyfikacji i1 infuzji autologicznych
komorek odpornosciowych [3, 4]. Wyodrebnia sie
kilka rodzajow ACT, w tym limfocyty naciekajace
nowotwor (TIL, tumor-infiltrating lymphocytes)
oraz receptor limfocytu T (TCR, T-cell receptor).
W przeprowadzonych badaniach dowiedziono, ze
fundamentalny postep kliniczny przypisuje sie
immunoterapii CAR-T. Poczatkowo stosowanie
terapii CAR-T bylo ograniczone do niewielkich ba-
dan klinicznych, giéwnie obejmujacych pacjentow
Z Zaawansowanyminowotworami hematologicznymi.
Jednak spektakularne efekty leczenia tych chorych,
w szczeg6lnoSci z oporng lub nawrotowa postacia
nowotworu, u ktérych wykorzystano juz wszystkie
standardowe schematy leczenia, ustanowity punkt
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zwrotny w postepowaniu klinicznym. Zwrocily
bowiem uwage — zard6wno badaczy, jak 1 opinii
publicznej — oraz staly sie tak zwanym piatym
filarem leczenia nowotworow hematologicznych,
zapoczatkowujac tym samym nowy obszar leczenia
przeciwnowotworowego [1, 3-5].

W 2017 roku terapie CAR-T zatwierdzita
amerykanska Agencja ds. Zywno§ci i Lekow (FDA,
Food and Drug Administration) w leczeniu dzieci
z ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL, acute lym-
phoblastic leukemia) oraz dorostych z zaawansowa-
na postacig chioniaka rozlanego z duzych komorek
B (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma) [3, 6-9].
W wieloo$rodkowych badaniach klinicznych wy-
kazano mozliwo$¢ uzyskania diugotrwatej remis;ji
u pacjentow z DLBCL oraz ALL leczonych lim-
focytami CAR-T anty-CD19 w przypadku braku
skutecznych innych opcji terapeutycznych. Dwa
produkty, tisagenlecleucel (tisa-cel) oraz axicabta-
geneciloleucel (axi-cel), uzyskaly rejestracje FDA
[10]. W sierpniu 2017 roku, na podstawie badan
klinicznych: NCT02228096 oraz NCT02435849
(ELIANA), FDA zarejestrowala pierwsza terapie
genowa komorkami typu CAR-T w leczeniu nowo-
tworow, a dokladnie chorych na ALL. Tisagenlecle-
ucel (dawniej CTL019) pozwolil na uzyskanie cal-
kowitej remisji (CR, complete response) u 80-90%,
z catkowitym przezyciem (OS, overall survival) po
roku wynoszacym 76% u dzieci i mtodych dorostych
(do 25. rz.) z nawrotowa lub oporna na leczenie
ALL [11-13]. Natomiast axi-cel (dawniej KTE-C19)
FDA zatwierdzila, na podstawie badania kliniczne-
go NCT02348216 (ZUMA-1), w pazdzierniku 2017
roku do leczenia dorostych pacjentow z oporng
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postacig choroby lub nawrotem po co najmniej
dwdch liniach terapii standardowej. Yescarta™
stala sie druga terapig genowa zatwierdzona przez
FDA i pierwsza w leczeniu DLBCL, pierwotnego
chloniaka §rodpiersia z duzych komorek B (PMBL,
primary mediastinal lavge B-cell lymphoma), chlo-
niaka o wysokim stopniu zlos§liwos§ci z komorek B
1 DLBCL powstatego w wyniku tranformacji chto-
niaka grudkowego (FL, follicular lymphoma). Cal-
kowity odsetek odpowiedzi (ORR, overall response
rate) 1 CR wynosily odpowiednio 82% i1 54% [10, 11,
14]. Kymriah™ (tisa-cel) réwniez zatwierdzono,
w maju 2018 roku na podstawie badan klinicznych
NCT02030834 oraz NCT02445248 (JULIET), dla
dorostych pacjentow z oporna/nawrotowa postacia
DLBCL po dwoch liniach terapii standardowe].
Odsetek ORR i CR po 6 miesigcach wynosil od-
powiednio 54% oraz 40%. W przeciwienstwie do
axi-cel, tisagenlecleucel nie jest zatwierdzony do
leczenia PMBL. Wstepne wyniki badan klinicznych
wydaja sie bardzo obiecujace w przypadku liso-cel
(JCARO017) — trzeciego produktu oczekujacego
na rejestracje [9, 11, 13, 15, 16]. Tecartus™ (bre-
xucabtageneautoleucel) to terapia limfocytami
CAR-T przeznaczona dla pacjentow z chioniakiem
z komorek plaszcza MCL, mantle cell lymphoma),
ktérzy nie odpowiedzieli na standardowe schematy
leczenia lub u ktérych doszio do nawrotu choroby.
Tecartus™ (KTE-X19) stal sie pierwsza komorko-
w3 terapia genowa zatwierdzong w lipcu 2020 roku
przez FDA do leczenia MCL. W badaniu klinicznym
NCT02601313 (ZUMA-2) ORR po leczeniu wyniost
93%, a odsetek CR — 67% [17, 18].

Schemat terapii

Terapia CAR-T opiera sie na wykorzystaniu
limfocytow T, ktore pelnia kluczowa role w koor-
dynowaniu odpowiedzi immunologicznej, niszcze-
niu komoérek zakazonych patogenami i komorek
nowotworowych [4]. W pierwszym etapie komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej pobiera sie metoda
leukaferezy oraz poddaje sortowaniu w celu wyi-
zolowania limfocytow T. Nastepnie, przy uzyciu
dezaktywowanego wektora wirusowego, aktywo-
wane limfocyty T sa modyfikowane genetycznie
w celu wytworzenia receptorOw na ich powierzchni
[19-21]. Specjalne zsyntetyzowane chimeryczne
receptory antygenowe (CAR, chimeric antigen
receptors) pozwalaja limfocytom T rozpoznawac
1 przylaczac sie do okreSlonego antygenu obec-
nego na powierzchni komorek nowotworowych
[4]. Obecnie najlepiej zbadana oraz najszerzej
stosowana jest terapia CAR-T wykorzystujaca

limfocyty T skierowane przeciwko antygenowi
CD19 [22-24]. W momencie gdy zgromadzone
komorki zostang zaprojektowane do ekspresji
CAR specyficznego dla antygenu, nastepuje ich
amplifikacja do klinicznie istotnych wartoSci.
W kolejnym etapie sa one zamrazane, testowane
pod katem jakoSci, transportowane i podawane
droga infuzji dozylnej (i.0., intravenous) pacjentowi
po uprzedniej chemioterapii [21, 25]. Po wykonaniu
procedury zmodyfikowane genetycznie limfocyty
T ulegaja aktywacji oraz proliferacji w organizmie
pacjenta w wyniku pobudzenia receptora zaprogra-
mowanego na rozpoznawanie antygenu zwigzanego
z nowotworem (TAA, tumour-associated antigen).
Ponadto jedng procedure CAR mozna zastosowac
do leczenia wszystkich nowotworow wykazujacych
ekspresje tego samego antygenu.

W badaniach klinicznych opracowuje sie i testu-
je coraz wieksza liczbe terapii komorkami CAR-T.
Celem jest poprawa efektywnoSci i dystrybucji
zmodyfikowanych komoérek oraz rozszerzenie pro-
filu dostepnych molekut skierowanych przeciwko
roznorodnym antygenom (tab. 1) [11]. Nieustannie
podejmuje sie proby zwiekszenia skutecznosSci
przeciwnowotworowej oraz eliminacji dziatan nie-
pozadanych [4]. Chociaz istniejg kluczowe roznice
miedzy tymi terapiami, to protokot ich wszystkich
jest podobny [3].

Budowa receptora

Limfocyty T wykazuja swoistoS¢ wobec ko-
moérek nowotworowych przez rekombinowane
biatka fuzyjne CAR, czyli receptory syntetyczne
zawierajace domene rozpoznajacg antygen (czesé
zewnatrzkomorkowa), ktorag tworzy najczeSciej
jednotancuchowy fragment zmienny przeciwciala
(scFv, a single-chain variable fragment) [3, 26],
zawias lub element dystansowy, domena transbto-
nowa [27, 28] oraz domena sygnalowa (cze$¢
wewnatrzkomoérkowa) stymulujaca proliferacje
komorek T, cytolize 1 wydzielanie cytokin w celu
wyeliminowania komorki docelowej [3]. Region
zawiasowy, ktory czesto pochodzi od ludzkiej
IgG1, IgG4 1 CD8, jest przeznaczony do laczenia
scFv z domena transbionowa [29-31]. Wyro6znia
sie co najmniej cztery generacje CAR-T (ryc. 1)
[3, 4, 32-34]. Pierwsza charakteryzuje pojedyncza
czasteczka sygnalizacyjna 1 najczeSciej stosuje sie
CD3¢g, natomiast CAR drugiej generacji, moze
generowac podwojne sygnaly poprzez CD3¢ 1 endo-
domene kostymulujaca (np. CD28 lub 4-1BB) [20,
33, 35-37]. Z kolei CAR trzeciej generacji sktadaja
sie z dwoch domen kostymulujgcych powigzanych
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Tabela 1. Wybrane badania kliniczne dotyczace terapii limfocytami T z ekspresjg chimerycznego receptora antygenowego

(CAR-T) (na podstawie [11])

Table 1. Selected clinical trials of chimeric antigen receptor T cells (CAR-T) therapy (according to [11])

CD38, CD70, CD123

Antygen Choroba Numer referencyjny badania klinicznego
CD19i CD22 B-ALL NCT03620058; NCT03241940;
NCT03330691; NCT03289455
B-ALL i DLBCL NCT03233854
B-ALL, CLL, NHL, NCT03448393
miesak limfatyczny
DLBCL NCT03287817
Chtoniaki B-komérkowe NCT02903810
CD19i CD20 NHL i CLL NCT03019055; NCT03870945
CD10, CD20 i CD22 B-ALL NCT03407859
CD22, CD123, CD38, CD10, B-ALL NCT04016129
CD20, TSLPR
CD19, CD20, CD22, CD30, Chtoniaki B-komoérkowe NCT03125577

CD117, CD133, CD34, MUC1

BCMA i CD19 Szpiczak plazmocytowy NCT03549442; NCT03455972;
NCT03706547; NCT03767725
BCMA i CD38 Szpiczak plazmocytowy NCT03767751
BCMA i TACI Szpiczak plazmocytowy NCT03287804
BCMA, CD19, CD38 Szpiczak plazmocytowy NCT03196414
BCMA, CD38, CD56, CD138 Szpiczak plazmocytowy NCT03271632; NCT03473496
Integryna 57, BCMA, CS1, Szpiczak plazmocytowy NCT03778346
CD38, CD138
CD33, CD123 lub CLL-1 AML NCT04010877
MUCT1, CLL1, CD33, CD38, AML NCT03222674
CD56, CD123
CD33, CD38, CD56, CD123, AML NCT03473457

B-ALL (B-cell acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna z komoérek B; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak rozlany z duzych komé-
rek B; CLL (chronic lymphocytic leukemia) — przewlekta biataczka limfocytowa; NHL (non-Hodgkin lymphoma) — chfoniak nie-Hodgkina; AML (acute myeloid leukemia)

— ostra biataczka szpikowa

z CD3¢ (np. CD28, 4-1BB lub 0X40) [3, 33]. Czwarta
generacja to zrdéznicowana grupa, obejmujaca na
przykiad komorki T typu TRUCK (ang. T cells re-
directed for universal cytokine killing) [25, 36] czy
CAR-T z genami samoboéjczymi [38, 39].
Limfocyty CAR-T pierwszej generacji wykazy-
waly aktywno§¢ in vitro, przy braku skutecznoSci
in vivo, prawdopodobnie z powodu indukowane;j
aktywacja Smierci komorek (AICD, activation-
-induced cell death) przeszczepionych limfocytow
T lub przez brak dilugotrwalej ekspans;ji limfocy-
tow T [4, 40-43]. W przypadku drugiej generacji
receptorow stwierdzono skuteczno$é kliniczng
1 stato$¢ dziatania. Obecno$§¢ domeny kostymulu-
jacej wzmaga ciagla proliferacje komorek [43-45],
co powoduje ekspansje logarytmiczng 1 umozliwia
komoérkom promowanie apoptozy poprzez cytoli-
ze 1 produkcje toksycznych cytokin [1]. Komorki

CAR-T drugiej generacji najlepiej przebadano
153 najczesSciej wykorzystywane w innowacyjnych
projektach (tab. 2) [10, 11, 13, 14, 16, 46, 47].
Chimeryczne receptory antygenowe zawierajace
4-1BB (CD137) charakteryzowaly sie nizszym
stezeniem uwalnianych cytokin, jednak wykazy-
waly wieksza trwalo$¢ dzialania iz vivo niz CD28
[4, 22, 36, 37, 48]. W celu wzmocnienia potencjatu
przeciwnowotworowego do receptora trzeciej ge-
neracji dodano kolejne czasteczki kostymulujace.
Wyniki badan sa niejednoznaczne pod wzgledem
bezpieczenstwa i skuteczno$ci terapii z powodu
nadmiernego wydzielania cytokin [43, 49, 50].
W zwiazku z tym limfocyty CAR-T trzeciej generacji
nadal podlegaja modyfikacjom. Celem wprowa-
dzenia genu samohojczego, miedzy innymi trans-
dukowanego receptora nabtonkowego czynnika
wzrostu (EGFRt, transducted epidermal growth
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Rycina 1. Wybrane generacje i modyfikacje chimerycznego receptora antygenowego (CAR) (na podstawie [3, 4, 33, 34]):
A. CAR pierwszej generacji sktada sie z jednotancuchowego fragmentu zmiennego (scFv) rozpoznajgcego antygen,
domeny transbtonowej i wewnatrzkomorkowej domeny sygnalizacyjnej CD3¢; B. CAR drugiej generacji rozni sie od
pierwszej generacji poprzez dodanie domeny kostymulujgcej (CD28 lub 4-1BB). C. Natomiast CAR trzeciej generacji
zawierajg dwie domeny kostymulujace, zaréwno CD28, jak i 4-1BB; D. Czwarta generacja obejmuje komaorki TRUCK
uwalniajgce transgeniczne biatko (np. interleukina 12 [IL-12], przeciwciata przeciw biatku programowanej $mierci
komorki 1 [anty-PD-1] itd.). Nowoczesne konstrukcje CAR uwzgledniajg: E. Chimeryczne receptory kostymulujgce
(CCR), aktywowane wytgcznie dwoma lub trzema antygenami eksprymowanymi jednocze$nie na komérkach nowo-
tworowych (np. bispecyficzne komérki CAR-T CD19-CD20) oraz F. iCAR, zawierajace na przykfad inhibitory punktu
kontrolnego (np. PD-1, biatko 4 zwigzane z cytotoksycznymi limfocytami T [CTLA-4]), ktére po kontakcie z prawidtowa
komoérka blokujg aktywacje CAR; VH — zmienny taficuch ciezki

Figure 1. Selected generations and modifications of the chimeric antigen receptor (CAR) (acc. to [3, 4, 33, 34]):
A. The first generation chimeric antigen receptor (CAR) construct consist of a single-chain variable fragment (scFV)
antigen-recognition domain, transmembrane domain, and an intracellular activation domain derived from the CD3¢;
B. The second generation CAR differs from the first generation by the addition of a costimulatory domain (either
CD28 or 4-1BB); C. The third generation CAR constructs incorporate two costimulatory domains, such as both CD28
and 4-1BB; D. The fourth generation includes TRUCK cells that release a transgenic protein (e.g., interleukin 12
[IL-12], anti-programmed cell death protein 1 [anti-PD-1] antibodies, etc.). Modern CAR constructs include: E. Chimeric
co-stimulatory receptors (CCR), activated by two or three antigens expressed simultaneously on tumor cells (e.g.,
bispecific CD19-CD20 CAR-T cells) and F. iCAR, includes immune checkpoints (e.g., expression of PD-L1, cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 [CTLA-4]) which block the activation of CAR T-cell after contact with a healthy cell;
VH — variable heavy chain

factor receptor), wirusa opryszczki zwyklej kinazy (1Casp9, inducible caspase 9), do zmodyfikowanych
tymidynowej (HSV-TK, herpes simplex virus-1 limfocytoéw T jest zlagodzenie nieoczekiwanej lub
thymidine kinase) lub indukowanej kaspazy 9 ciezkiej toksyczno§ci zagrazajacej zyciu pacjenta
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Tabela 2. Charakterystyka wybranych produktéw leczniczych obejmujacych chimeryczne receptory antygenowe (CAR) drugiej
generacji w chfoniakach B-komérkowych (na podstawie [10, 11, 13, 14, 16, 46, 47])

Table 2. Characteristics of selected medicinal products including second-generation chimeric antigen receptor (CAR) in B-cell
lymphomas (acc. to [10, 11, 13, 14, 16, 46, 47])

Parametr Axicabtageneciloleucel | Tisagenlecleucel Lisocabtagenemaraleucel
(KTE C19) (CTLO19) (JCAR017)
Badanie kliniczne ZUMA-1 JULIET TRANSCEND-001
Pacjenci zakwalifikowani (poddani leczeniu) 111 (101) 165 (111) 134 (114) — FULL
73 — CORE
Mediana czasu obserwacji 27,1 mies. 19,3 mies. 12 mies.
Dawka CAR-T 2,0 X 106 komoérek/ Mediana 3,1 x 108 | — 5,0 x 107 komérek
/kg mc. komorek kg mc. I1— 1,0 x 108 komoérek
Skutecznos¢

Najlepsza ORR (CR)

82% (54%)

52% (40%)

80% (59%)

Po 6 mies. ORR (CR)

41% (36%)

33% (29%)

47% (41%)

Biezaca ORR (CR) 39% (37%) Brak Brak
mDOR 11,1 mies. Brak 9,2 mies.
Charakterystyka produktu
Domena kostymulujaca CD28 4-1BB (CD 137) 4-1BB (CD 137)
Wektor Retrowirus Lentiwirus Lentiwirus
Zdefiniowany rodzaj komorek Nie Nie Tak, staty stosunek CD4:CD8
Chemioterapia limfodeplecyjna (przez 3 dni) Cy 500 mg/m? Cy 250mg/m? Cy 300 mg/m?
Flu 30 mg/m? Flu 25 mg/m? Flu 30 mg/m?
(lub B 90 mg/m?

przez 2 dni)
Wskazanie do stosowania (zatwierdzone DLBCL, PMBCL DLBCL Niezatwierdzony do uzytku
wg FDA) > 18 rz. > 18 rz. komercyjnego — oczekiwanie

ALL<25rz.* na rejestracje

Toksyczno$¢ towarzyszaca terapii oraz zaaplikowane leczenie

CRS (stopien > 3.)

92% (11%)

58% (22%)

42% (2%)

NT (stopien > 3.)

67% (32%)

21% (12%)

30% (10%)

Tocilizumab

43%

14%

19%

Kortykosteroidy

27%

10%

21%

*Na podstawie przeprowadzonego badania klinicznego ELIANA; ORR (overall response rate) — wskaznik odpowiedzi ogétem; CR (complete response) — odpowiedz
catkowita; mDOR (median duration of response) — $redni czas trwania odpowiedzi; Cy — cyklofosfamid; Flu — fludarabina; B — bendamustyna; FDA (Food and Drug
Administration) — Agencja ds. Zywnosci i Lekéw; DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — chtoniak rozlany z duzych komérek B; PMBCL (primary mediastinal large
B-cell lymphoma) — pierwotny chtoniak srédpiersia z duzych komoérek B; ALL (acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna; CRS (cytokine release
syndrome) — zesp6t uwalniania cytokin; NT — neurotoksycznos¢

[3, 43, 51-53]. Jednoczes$nie obserwuje sie znie-
sienie skuteczno$ci przeciwnowotworowej [53].
Selektywna apoptoza komoérek transgenicznych
n vivo jest mozliwa poprzez podanie pacjentowi
przeciwcial badz ligandow indukujacych te reakcje
[53, 54]. Komorki czwartej generacji reprezentuja
rowniez komorki typu TRUCK — zmodyfikowane
limfocyty CAR-T drugiej generacji, ktore konsty-
tutywnie wytwarzaja bialko transgeniczne. Naj-
czesciej jest indukowana interleukina 12 (IL-12),
ale w praktyce nie ma ograniczen w wytwarzaniu
1 uwalnianiu transgenicznych polipeptydow, w tym
chemokin, inhibitoréw, przeciwcial lub enzymoéow
[25, 43]. Komérki TRUCK sytuuja r6zne biatka
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terapeutyczne w docelowej tkance. Technicznie
inzynieria genetyczna limfocytéw TRUCK wyma-
ga przeniesienia dwoch transgenow, dla CAR i dla
indukowanej cytokiny, ktore wymagajg integracji
w réznych miejscach genomowych. Dokonuje sie
tego poprzez dwie kolejne modyfikacje genetycz-
ne 1 izolacje zmodyfikowanych limfocytow T [25].
Ten typ komorek poprawit eradykacje nowotworu,
uwalniajac cytokiny i angazujac do dziatania wro-
dzone komorki odporno$ciowe w otaczajacym no-
wotwor mikroS§rodowisku [43, 55]. Laczenie ataku
limfocytow CAR-T z wrodzong odpowiedzig immu-
nologiczna moze stanowic strategie zapobiegania
nawrotom nowotwordw, prowadzac do lokalnego
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osliagniecia stezen terapeutycznych bez potrzeby
ponownego podawania leku [43, 56] 1 unikniecia
toksycznos$ci ogolnoustrojowej [25].

Budowa komorki CAR umozliwia niezalezne
od gtéwnego ukladu zgodnoS$ci tkankowej (MHC,
major histocompatibility complex) rozpoznawanie
antygenu przez limfocyty T iich jednoczesng akty-
wacje. Niezalezne od restrykcji MHC rozpoznawa-
nie antygendéw nowotworowych przez CAR stanowi
podstawe dzialania przeciwnowotworowego, ponie-
waz utrata prezentacji antygenu zwigzanego z MHC
przez komorki nowotworowe jest glownym mecha-
nizmem ucieczki nowotworu spod nadzoru ukladu
immunologicznego [57]. Ograniczeniem tej metody
jest rozpoznawanie wylacznie zewnatrzkomorko-
wych antygenow zlokalizowanych na powierzchni
komorki nowotworowej przez receptory CAR-T [3].
Niektorzy naukowcy konstruuja nowe limfocyty
CAR-T z ekspresja chimerycznych receptorow
kostymulujacych (CCR, chimeric co-stimulatory
receptors), ktore rozpoznaja antygeny wystepujace
w komorkach nowotworowych. Oznacza to, ze ich
aktywacja mozliwa jest tylko wtedy, gdy wigza sie
z dwoma lub trzema antygenami wystepujacy-
mi jednocze$nie na komoérkach nowotworowych
[68-61]. Czesta przyczyna niepowodzenia terapii
CAR-T to utrata docelowego antygenu, natomiast
jednoczesna utrata dwoch antygenow jest dosyé
rzadka. W rezultacie zaprojektowano bispecyficzne
komorki CAR-T CD19-CD20, ktore skutecznie
eliminujag CD19-ujemne komorki przewleklej
biataczki limfocytowej (CLL, chronic lymphocytic
leukemia) [62]. W przypadku komoérek CD19-CD22
u pacjentéw z nawrotem choroby zaobserwowano
utrate lub obnizenie ekspresji obu antygenow, co
wigzalo sie z przetrwaniem komoérek nowotworo-
wych mimo zastosowane]j terapii [63, 64]. Kolejny
problem stanowi ekspresja antygenow, przeciw
ktorym skierowano odpowiedz CAR-T, rowniez
na zdrowych komoérkach w organizmie. W celu
poprawy bezpieczenstwa terapii opracowano ha-
mujace chimeryczne receptory antygenowe (iCAR,
inhibitory chimeric antigen receptors), zawierajace
czasteczki bialka programowanej $mierci komorki 1
(PD-1, programmed cell death protein 1) i biatko 4
zwigzane z cytotoksycznymi limfocytami T (CTLA-
4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4).
Dzieki temu jeSli komorki iCAR trafig na zdrowe
komorki, nie zostang aktywowane [51, 65]. Mo-
dyfikacje w dzialaniu limfocytéw CAR-T mozna
przeprowadzi¢ na wiele sposobow, t]. przez blokade
czasteczki PD-1 przeciwcialami monoklonalnymi
anty-PD-1 lub przeciw ligandowi biatka programo-
wanej Smierci komorki 1 (anty-PD-L1 [programmed

cell death protein ligand 1]), wydzielanie anty-PD-1
1 anty PD-L1 przez limfocyty CAR-T lub zmienng
ekspresje receptora PD-1. Ekspresje PD-1 mozna
rowniez regulowa¢ w dot za pomocg kasety lenti-
wirusowej shRNA (ang. short hairpin RNA) PD-1
lub mozna wygenerowaé CAR-T z niedoborem
PD-1 przy uzyciu programowalnych endonukleaz
do edycji genomu [66-68]. W protokotach genero-
wania limfocytow CAR-T specyficznych dla CD19
z niedoborem PD-1 wykorzystuje sie nowoczesne
techniki inzynierii genetycznej, miedzy innymi me-
tode CRISPR/Cas9 [68]. Dzieki strategii multiplek-
sowania z edycja oparta na CRISPR/Cas9 mozliwe
jest jednoczesne dostarczenie letinowirusowego
CAR oraz edytowanie wielu genow w celu regulacji
ekspres;ji, miedzy innymi TCR, ludzkie antygeny
lekucytarne I (HLA-I, human leukocyte antigens I),
PD-11 CTLA-4 [66, 67].

Terapie z wykorzystaniem autologicznych
limfocytéw CAR-T maja ogromny potencjal te-
rapeutyczny, jednak koszt, czas trwania oraz zto-
zono$¢ procedury nadal pozostaja problemem
uniemozliwiajacym upowszechnienie metody [3].
W zwiazku z tym trwajg badania nad stworzeniem
yuniwersalnych limfocytow CAR-T”. Komorki
pochodzace od zdrowych dawcow moga stanowié
rozwiazanie problemow zwigzanych z zaburzenia-
mi funkcji limfocytow T pobranych od chorych.
Wykorzystuje sie w tym przypadku technologie
nukleaz efektorowych podobnych do aktywatora
transkrypcji (TALEN, transcription activator-
-like effector nuclease) — nowoczesne narzedzie
inzynierii genetycznej, ktére pozwala na wprowa-
dzenie kilku dowolnych mutacji oraz precyzyjng
edycje genow w komorkach niespokrewnionego
dawcy. W konsekwencji metoda ta w polaczeniu
z transdukcjg lentiwirusowa CAR-T prowadzi do
powstania genetycznie zmodyfikowanych limfo-
cytow UCART19, rozpoznajacych antygen CD19,
pozbawionych powierzchniowych receptorow HLA
oraz niewrazliwych na leki immunosupresyjne.
Limfocyty UCART19 precyzyjnie rozpoznaja ko-
morki nowotworowe, nie zostajg odrzucone przez
organizm biorcy oraz mozliwe jest ich rownolegie
wykorzystanie z rutynowo stosowang terapia, na
przyklad przeciwcialami anty-CD52 [3, 66, 69, 70].

Genetyczne aspekty terapii CAR-T

Terapia genowa stwarza mozliwo§¢ leczenia
chorob, ktore sa oporne na metody konwencjonal-
ne. Celem terapii genowej jest uzyskanie trwalej
ekspresji genu terapeutycznego lub ,,transgenu” na
poziomie wystarczajagcym do zlagodzenia lub wy-
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leczenia objawow dolegliwoS$ci przy minimalnych
zdarzeniach niepozadanych [71-73]. Istniejg dwie
podstawowe strategie: wektor integrujacy wprowa-
dza sie do komorki prekursorowej lub macierzystej,
dzieki czemu gen zostaje przekazany do kazdej
komorki potomnej (wektor jest zaprojektowany
do integracji w jednym lub wiekszej liczbie loci
w chromosomach pacjenta) lub gen jest dostarczany
jako nieintegrujacy sie wektor do diugo zyjacej
postmitotycznej lub wolno dzielacej sie komorki,
zapewniajace] ekspresje tego genu przez cale
jej zycie. W tym ostatnim przypadku integracja
terapeutycznego DNA z chromosomami komorek
pacjenta nie jest wymagana, zamiast tego prze-
niesiony DNA jest stabilizowany pozachromoso-
malnie. Transdukcja komo6rek macierzystych jest
zasadniczo procesem ex vivo 1 wymaga wektora
integrujacego, natomiast dostarczanie do diugo
zyjacych komoérek postmitotycznych zwykle
odbywa sie poprzez dostarczenie genu in vivo
z genem docelowym. Z jednej strony, modyfiko-
wane komorki podaje sie pacjentowi w takiej pro-
cedurze, jak stosowana w transplantacji komorek
krwiotworczych (chociaz w tym przypadku prze-
szczep skiada sie z autologicznych genetycznie
zmodyfikowanych komorek). Z drugiej strony,
dostarczanie genow iz vivo przypomina podawanie
innych rodzajow Srodkow farmaceutycznych cho-
remu. Transgen (lub jego produkt biatkowy) musi
by¢ dostarczony do tkanki lub tkanek docelowych
oraz wykazywac stabilny poziom ekspresji, przy
czym nie moze zaklocaé integralnosci funkcjonal-
nej tych komorek.

Badania nad przenoszeniem genu in vivo,
w ktorych wektor jest wstrzykiwany bezposred-
nio pacjentowi, przeprowadzono w odniesieniu
do choréb monogenowych z szeregiem no$nikow
genowych. W wiekszo$ci przeprowadzonych badan
stosuje sie wektory towarzyszace adenowirusom
(AAV, adeno-associatedvirus). Rekombinowany
wektor AAV jest konstruowany z niepatogen-
nego parwowirusa. Wektory sa tworzone przez
umieszczenie genu terapeutycznego z odpowied-
nim promotorem miedzy dwoma niekodujacymi
wirusowymi sygnalami upakowania. Wydajnosc
upakowania transgenu w wektorze zmniejsza sie
gwaltownie z sekwencjami dtuzszymi niz 5 kb, co
jest jednym z kilku ograniczen systemu dostar-
czania wektora AAV. Wiekszo§¢ DNA wektora
AAV jest utrzymywana w komorce jako stabilny
odcinek (niezintegrowany z genomem pacjenta).
Ryzyko mutagenezy insercyjnej dla wektorow AAV
pozostaje zatem niskie [71].

Inzynieria genetyczna komorek T

Opracowanie nowych sposobow ingerencji
w komorki nowotworowe stanowi postawe terapii
celowanej u pacjentéw z nowotworami hematolo-
gicznymi. Doskonalym przyktadem sg ukierunko-
wane limfocyty T modyfikowane genetycznie [73].
Fizjologicznie limfocyty T rozpoznajg antygeny po-
przez unikalny i specyficzny dla antygenu receptor
komorek af-T (TCR), sprzyjaja eliminacji docelo-
wego antygenu (funkcja efektorowa) i wzmacniaja
odpowiedz, po uprzednim kontakcie z antygenem,
poprzez rekrutacje innych skiadnikow odpowiedzi
immunologicznej (funkcja pomocnicza). Chociaz
swoisto$¢ nowotworu mozna osiagnac za pomoca
przeciwcial monoklonalnych, to limfocyty T maja
dodatkowe wlaSciwoSci, ktore sprawiaja, ze warto
stosowac je klinicznie. Limfocyty T maja zdolno$¢é
biologicznego rozkladu w tkankach i Srodowisku
guza, a takze mozliwo$¢ ulegania potencjalnej
ekspansji 1 samozachowawczosci in vivo. Nowe,
bispecyficzne przeciwciala majg rowniez wiaSciwo-
Sci selektywnej swoistoSci antygenowej i aktywacji
komorek T. Wyniki wstepnych badan klinicznych
przedstawiaja sie obiecujaco, jednak efekty prze-
ciwnowotworowe zapewniane przez te czasteczki
moga nie by¢ diugotrwale, poniewaz limfocyty T
nie wykazuja specyficznej pamieci. Istnieje rowniez
obawa o potencjalng indukcje anergii limfocytow T,
poniewaz rekrutowane limfocyty T nie otrzymuja
odpowiedniej, wspolnej stymulacji [72, 74, 75].

O ile wiele antygenow wirusowych jest wy-
soce immunogennych, a zatem indukuje silne
przeciwwirusowe odpowiedzi limfocytow T, o tyle
wiekszo§¢ antygendow nowotworowych jedynie sla-
bo stymuluje odpowiedz immunologiczng. Dlatego
czynione sg wysitki zmierzajace do zwiekszenia
liczby limfocytow T cytotoksycznych skierowa-
nych przeciwko tym antygenom. Nadekspresja
stabych antygenéw przez profesjonalne komorki
prezentujace antygen (APC, antigen presenting
cells) moze stanowic jeden ze sposobow wykorzy-
stania transferu gendéw w celu przezwyciezenia
tego problemu. Alternatywnym podej$ciem jest
inzynieria genetyczna komoérek T o pozadane;j
specyficznos$ci, poszerzajgca zakres antygenow do
adoptywnej immunoterapii komoérkami T [73, 76].

Celami wielu modyfikacji genetycznych sa
zwiekszenie rozpoznawania antygenow nowotwo-
rowych, wzrost aktywnosci przeciwnowotworowe;j
oraz zapobieganie nieprawidlowemu dzialaniu lim-
focytow T. Genetycznie zmodyfikowane limfocyty
T maja duza wartos$¢ dla podstawowej immunologii
1 immunoterapii eksperymentalnej [72, 73, 77].
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Intensyfikacja proliferacji 1 funkcji limfocytow T
jest mozliwa przez genetyczne manipulowanie
komérkami w celu ekspresji zmodyfikowanych
receptorow kostymulujacych. Limfocyty T mozna
genetycznie chroni¢ przed czynnikami immuno-
supresyjnymi, takimi jak transformujacy czynnik
wzrostu 8. Opcjonalna jest rowniez modyfikacja
genetyczna w celu uwzglednienia regulowanych
mechanizmow apoptozy, co zapewnia bezpieczen-
stwo adoptywnej terapii tymi komorkami. Wyraza-
nie konstytutywnych lub indukowalnych markerow
w limfocytach T umozliwia Sledzenie migracji
1 aktywacji komorek nieinwazyjnymi technikami
obrazowania [77]. Zmodyfikowane receptory moga
sie zarowno wigzac z okreSlonym docelowym
antygenem, jak 1 aktywowac genetycznie zmody-
fikowany limfocyt T [78].

Transfer genu do limfocytow T

Znanych jest kilka metod transferu genow
do ludzkich limfocytow T za pomoca inzynierii
genetycznej. Obecnie najczestszymi strategiami
przenoszenia gendéw sa techniki wirusowe, wyko-
rzystujace retrowirusy lub lentiwirusy, ktore umoz-
liwiaja uzyskanie trwalego transgenu kodujacego
ekspresje CAR. Stosowanie ich jest jednak nieko-
rzystne, gdy wystepuje powazna toksyczno$¢ zwig-
zana z terapig komoérkami CAR-T [79-81]. Inna,
niewirusowa metode stanowi elektroporacja mRNA
charakteryzujaca sie przejSciowa ekspresja genu
CAR. Potencjalnie uznaje sie ja za bezpieczniejsza
niz techniki wirusowe przy wprowadzaniu nowe-
go transgenu [82]. Plazmidy DNA umieszcza sie
przez elektroporacje lub nukleoporacje w ludzkich
limfocytach T. Nastepnie — w oparciu o uprzednia,
jednoczesna aplikacje towarzyszacych genéw opor-
no$ci na lek — separuje sie transgeniczne komorki
T. Podejscie to wigze sie ze stosunkowo niskimi
kosztami, jednak wykazuje niezbyt wysoki poziom
skuteczno$ci, poniewaz ,,nagie” DNA integruje sie
tylko w bardzo niewielkiej iloSci z limfocytami T.
W rezultacie potrzeba kilku tygodni hodowli, aby
osiagnal wystarczajaca liczbe zmodyfikowanych
komorek T odpowiednich do uzytku klinicznego.
Diugotrwata hodowla moze znacznie upoS$ledzié
ich zdolno§¢ do przetrwania iz vivo. Ponadto wla-
czenie genoéw kodujacych oporno$¢ na antybiotyki
w limfocytach T moze generowaé immunogenno$¢
wytwarzanych bialek, z przedwczesng eliminacja
tych komoérek in vivo [74, 83].

Geny moga by¢ transferowane za pomoca
wektorow gammaretrowirusowych, stosowanych
w wiekszo$ci badan. Niewatpliwa zalete stanowi
mozliwo$¢ wytwarzania wektoréw na szeroka

skale. Zapewniajg one stabilng integracje z geno-
mem limfocytow T 1 ich komoérkami potomnymi,
utworzonymi przez podzial komérkowy. Obecnie
glowne obawy zwigzane ze stosowaniem tych
wirus6Ow wynikaja z ryzyka generowania kom-
petentnych retrowiruséw replikacyjnych (RCR,
rolling circlereplication) 1 mutagenezy insercyjne;.
Nowoczesne linie komorek pakujacych znacznie ob-
nizyty ryzyko generowania RCR, co potwierdzono
w niedawnej obszernej analizie ponad 800 r6znych
probek. Wszystkie pobrane probki byly wolne od
zanieczyszczeni RCR [84]. Ostatnio wektorow
lentiwirusowych uzyto rowniez do inzynierii lim-
focytow T u pacjentow z ujemnym wynikiem testu
na obecno$¢ ludzkiego wirusa nabytego niedoboru
odpornosci (HIV, human immunodeficiency virus).
Wektory te sg szczegoélnie przydatne, gdy musi
zostaé zachowany mniej zréznicowany fenotyp
limfocytow T. Wyjatkowa zdolno$¢ do infekowania
limfocytow T, nawet po minimalnej aktywacji, r6zni
je od wektoréw gammaretrowirusowych. Niestety,
produkcja wektorow lentiwirusowych na duza skale
jest problematyczna.

Nowe niewirusowe metody dostarczania ge-
now do komorek sg oparte na systemach transpo-
zon/transpozaza (Sleeping Beauty 1 piggyBac) [85,
86], ktore maja wyzszy wskaznik integracji niz
,hagie” DNA 1 pozwalaja na insercje wiekszych
fragmentow DNA niz wiele wektorow wiruso-
wych. Badania kliniczne, w ktérych wykorzystano
strategie oparta na Sleeping Beauty do genetycznej
modyfikacji limfocytow T za pomoca chimeryczne-
go receptora antygenowego, zostaly zatwierdzone
przez FDA [74]. Jednoczesne pojawienie sie sku-
tecznych technologii transferu genow, takich jak
mysie wektory retrowirusowe i lentiwirusowe
zwiazane z HIV, umozliwilo nadanie limfocytom T
nowej swoisto$ci antygenowej poprzez przeniesie-
nie CAR o stabilnej, diugoterminowej ekspres;ji.
Technologie te uzyto do wygenerowania limfocy-
tow T specyficznych dla HIV 1 analogicznych, spe-
cyficznych ludzkich antygenéw nowotworowych.
Niektore z nich przetestowano w badaniach I/II fa-
zy u ludzi, wykazujac wykonalno$c¢ oraz wzgledne
bezpieczenstwo tego podejScia [42, 78, 87, 88].

Wektory lentiwirusowe majg zdolnoS¢ prze-
noszenia gendéw do aktywowanych ludzkich lim-
focytow T CD4+ 1 CD8+ z wysoka wydajnoScia.
Ekspresja transgenu kodowanego przez wektor
zalezy od wewnetrznego promotora, ktory kie-
ruje jego transkrypcja. Udana ekspresja CAR
1 terapie genowe z limfocytami T wykazujacymi
ekspresje CAR zalezg od zdolnoSci limfocytéw T do
utrzymania nieustannej ekspresji receptora przez
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okreslony czas. Badaniom poddano kilka promo-
torow, aby zidentyfikowaé ten o najwyzszej sta-
bilnej ekspresji komorkach T zar6wno CD4 +, jak
1 CD8+ [45, 89]. Transdukcje przeprowadzono
przy niewielkim rozcieficzeniu, aby zapewnic
kazdej komorce pojedynczy zintegrowany z nig
wektor. Wykazano, ze promotor EF-1a spelnia
okre$lone warunki wiaczenia do wszystkich
przysztych badan z uzyciem CAR. Wielokrotne
stosowanie wektoréw lentiwirusowych do trans-
dukcji powoduje, ze receptory CAR wykazuja wy-
soka ekspresje (> 85%) na ludzkich limfocytach
T. Analiza technikg Western blotting — zard6wno
w warunkach redukujacych, jak i nieredukujacych
— dowiodla, ze CAR s3 obecne nie tylko jako ko-
walencyjne dimery, ale rowniez jako monomery
w limfocytach T. Uzyskanie ponad 50-krotnej eks-
pansji limfocytow CAR-T+ w trakcie transdukcji
oraz dalsza eskalacja trwajaca do 10 dni sg mozliwe
dzieki korzystaniu ze sztucznego systemu komorek
prezentujacych antygen, opartego na kulkach [45, 90].

Wlew limfocytow dawcy (DLI, donor lymphocy-
te infusion) stanowi najprostszg forme immunote-
rapii opartej na limfocytach T po przeszczepieniu
allogenicznych krwiotworczych komoérek macie-
rzystych (allo-HSCT, allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation). Limfocyty te wywolaly catko-
witg remisje u pacjentow z nawrotowa przewlekla
bialaczka szpikowa (CML, chronic myelogenous
leukemia) 1 innymi nowotworami hematologicz-
nymi [73, 91, 92]. Jednak efekt przeszczep prze-
ciw biataczce (GVL, graft-versus-leukemia effect),
w ktorym posrednicza limfocyty T, czesto koreluje
z bardziej uogdblniona 1 niepozadang reakcja immu-
nologiczna w organizmie hiorcy przeszczepu, czyli
chorobe przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD,
graft-versus-host disease). To powiklanie pozostaje
glowna przyczyng zachorowalno§ci 1 umieralnosci,
szczegolnie jesli DLI uzyskuje sie od dawcow,
ktorzy nie sg rodzenstwem wykazujacym zgodno§é
w ukladzie HLA z biorca [93].

Nowoczesne podejsScie obejmuje modyfikacje
genetyczng limfocytéw dawcy w celu wlaczenia
genu samobojczego umozliwiajacego ich szybka
eliminacje po wystapieniu ciezkiej postaci GvHD.
Badanie z wykorzystaniem transferu genu enzy-
mu kinazy tymidynowej, pochodzacego z wirusa
opryszczki zwykltej (HSV-TK, herpes simplex vi-
rus—thymidine kinase), weszlo w III faze badan
klinicznych. Wirus ten fosforyluje analogi nukleo-
zydowe, ktére ostatecznie hamujg synteze DNA,
zabijajac w ten sposob dzielace sie komorki. Gen
wstawiono do limfocytow T, aby dziatal jako gen
samoboéjczy w obecno$ci gancyklowiru. Do tej

pory ponad 120 pacjentéw otrzymato infuzje lim-
focytow T zmodyfikowanych za pomocg HSV-TK.
Bezpieczenstwo transferu gendéw za posrednictwem
gammaretrowirusa do limfocytow T podkre§la brak
wystapienia dzialan niepozadanych u pacjentow po
podaniu transgenu, w tym objawow zwiazanych
z mutageneza insercyjna. Wystapienie reakcji GvHD
skutecznie kontrolowano, podajac gancyklowir
wszystkim pacjentom. Infuzja zmodyfikowanych
limfocytow T za pomocg HSV-TK przyniosla istotne
korzy$ci kliniczne. Poprawita szybkoS¢ rekonstytucji
immunologicznej, ktéra zwykle ulega opdznieniu
po haploidentycznym HSCT. Prawdopodobnie ma
ona dzialanie przeciwbialaczkowe. Niemniej jed-
nak zastosowanie limfocytow T zmodyfikowanych
HSV-TK ma pewne ograniczenia. Pierwszym man-
kamentem jest podawanie gancyklowiru pacjentom
w celu zapobiegania reaktywacji lub leczenia wirusa
cytomegalii (CMV, cytomegalovirus). Obecno$c leku
W organizmie pacjenta moze spowodowaé przed-
wczesna eliminacje transgenicznych limfocytow
T. Do kontrolowania choroby, powstalej w konse-
kwencji zakazenia CMV, potrzebne s3 alternatywne
1 potencjalnie bardziej toksyczne leki. Ponadto elimi-
nacja przez gancyklowir limfocytow T zmodyfikowa-
nych HSV-TK wymaga kilku dni. W rezultacie gen
samohojczy moze sie cechowac niska skuteczno$cia
w szybkim kontrolowaniu ciezkiej GvHD. Wreszcie,
istniejg dowody na odpowiedz immunologiczng
przeciw genowi HSV-TK, prowadzacg do eliminacji
transgenicznych limfocytow T [74].

Leczenie limfodeplecyjne

Leczenie docelowe poprzedza podanie che-
mioterapii pomostowej, by zapobiec gwaltownemu
pogorszeniu sie stanu pacjenta w trakcie 4-5-ty-
godniowe] przerwy miedzy leukafereza a infuzja
komorek CAR-T. Kolejnym etapem jest chemiote-
rapia limfodeplecyjna, na przyklad z zastosowaniem
cyklofosfamidu i fludarabiny. Cytostatyki redukuja
liczbe limfocytow T w organizmie oraz, zwiekszajac
uwalnianie cytokin IL-15 1 IL-7, wspomagaja nam-
nazanie limfocytow CAR-T in vivo [13].

Zgodnie z charakterystyka produktu leczni-
czego aksykabtagencyloleucel infuzje poprzedza
podanie .v. cyklofosfamidu w dawce 500 mg/m?
oraz fludarabiny w dawce 30 mg/m? w 5., 4.1 3. dniu
przed rozpoczeciem terapii. Producent zaleca po-
danie 500-1000 mg paracetamolu doustnie (p.o.,
per 0s) godzine przed rozpoczeciem infuzji oraz od
12,5 mg do 25 mg difenhydraminy z.2. lub p.o. okolo
1 godzine przed infuzja leku docelowego. Pojedyn-
czy worek infuzyjny produktu Yescarta™ zawiera
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68 ml zawiesiny limfocytow CAR-T. Docelowa
dawka to 2 X 10° limfocytow CAR-T/kg mc. (maks.
2 x 10%kg mc. limfocytéw CAR-T dla pacjentéw
o masie ciata > 100 kg) [94].

W leczeniu doroslych pacjentéw z nawroto-
wym/opornym DLBCL mozna wykorzystaé row-
niez tisagenlecleucel. Infuzja preparatu Kymriah ™
jest poprzedzona zastosowaniem schematu lim-
fodeplecyjnego: fludarabiny w dawce 25 mg/m?
i cyklofosfamidu w dawce 250 mg/m? podawanych
1.v. przez 3 dni (2-11 dni przed leczeniem tisa-cel).
Zgodnie z charakterystyka produktu leczniczego
u pacjentOw opornych na leczenie lub z ciezkim
krwotocznym zapaleniem pecherza moczowego
cyklofosfamid zastepuje sie dwudniowym podaniem
bendamustyny w dawce 90 mg/m2. Chemioterapie
limfodeplecyjng mozna pominad, jesli liczba bialych
krwinek (WBC, white blood count) u pacjenta wy-
nosi nie wiecej niz 1000 komorek/ul. Pojedyncza
dawka preparatu Kymriah™ zawiera od 0,6 do
6,0 x 108 limfocytéw CAR-T.

Przed podaniem tisagenlecleucelu chorym na
ALL (przed 25. rz.) stosuje sie schemat chemiotera-
pii limfodeplecyjnej: fludarabine 7.v. w dawce 30 mg/
/m?%/dobe przez 4 dni i cyklofosfamid 7.0. w dawce
500 mg/m?/dobe przez 2 dni (2-14 dni przed podaniem
tisa-cel). Alternatywe stanowi podanie cytarabiny
(500 mg/m?/d. i.v. przez 2 dni) i etopozydu (150 mg/
/m?/d. i.v. przez 3 dni). Zaleca sie, by 30-60 min
przez infuzja stosowaé premedykacje paracetamo-
lem i difenhydraming lub innym antagonista H1.
Pojedyncza dawka Kymriah™ zawiera 0,2-5,0 x 10°
limfocytow CAR-T/kg mc. u pacjentow o masie ciata
do 50 kg lub 0,1-do 2,5 X 10® limfocytow CAR-T
u pacjentow o masie ciala powyzej 50 kg [95].

Pacjenci z nawrotowym lub opornym na le-
czenie MCL, po zabiegu leukaferezy, sa poddawani
chemioterapii limfodeplecyjnej: fludarabing w dawce
30 mg/m? i cyklofosafamidem w dawce 500 mg/m?
podawanymi 5., 4. 1 3. dnia przed rozpoczeciem te-
rapil. Infuzje brexucabtageneautoleucelu poprzedza
premedykacja paracetamolem i defenhydraming lub
innym antagonistg H1. Tecartus™ zawiera 68 ml za-
wiesiny limfocytow CAR-T. Docelowa dawka stanowi
2 x 10 limfocytow CAR-T/kg mc. (maks. 2 x 108/
/kg mc). Nie zaleca sie stosowania steroidow przed
zadnym z wyzej wymienionych schematow CAR-T,
z wyjatkiem sytuacji zagrazajacych zyciu [96].

Dzialania niepozadane terapii CAR-T
w praktyce klinicznej

Cecha charakterystyczng tej nowej, wysoce
aktywnej immunoterapii jest nadmierna aktywa-

cja komorek T. Koreluje ona niekiedy nie tylko
ze znacznie zwiekszong skutecznoScia, ale takze
z zauwazalng toksyczno$cia [36, 97]. Podobnie do
wszystkich terapii przeciwnowotworowych me-
toda CAR-T niesie za soba ryzyko niepokojacych,
a czasem S$miertelnych dzialan niepozadanych.
Wsrod nich najczeSciej] wystepuja: ostra reakcja
anafilaktyczna, zespdt uwalniania cytokin (CRS,
cytokine release syndrome) [48, 52], zespot encefa-
lopatii zwigzany z CAR-T (CRES, CAR-T-related
encephalopathy syndrome) lub zespo6l neurotok-
syczno$ci zwigzany z komorkami efektorowymi
(INANS, immune effector cell-associated neurotoxi-
city syndrome), ostra reakcje anafilaktyczna, zespot
lizy guza, toksyczno$¢ hematologiczng zwigzang
z aplazja [98, 99].
W pewnym stopniu oczekiwano stymulacji
immunologicznej, ktéra bezpoSrednio wigze sie
wytworzeniem stanu zapalnego w odpowiedzi na
duza liczbe aktywowanych limfocytéw CAR-T po
ACT. Obserwowano jednak niepokojaco ciezki CRS
[100, 101], okreSlany mianem ,,burzy cytokinowe;j”
[102]. W najciezsze] postaci CRS ma wiele cech
zwigzanych z limfohistiocytoza hemofagocytarna
(HLH, hemophagocytic lymphohistiocytosis) 1 ze-
spolem aktywacji makrofagow (MAS, macrophage
activation syndrome) [36, 97]. Cytokiny i markery
zapalne, zwigzane z ciezszym przebiegiem CRS,
ktorych aktywno§¢ wzrasta, obejmuja: bialko
C-reaktywne (CRP, C-reactive protein), ferrytyne,
interferon gamma (IFN-y), IL-1, IL-2, rozpusz-
czalny sIL2Re, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, czynnik
martwicy nowotwordow alfa (TNF-a, tumor necrosis
factor a), granzym B, czynnik stymulujacy tworze-
nie kolonii granulocytéw/makrofagow (GM-CSE
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
rozpuszczalng gpl30, biatko zapalne makrofagow
la (MIP-1a, macrophage inflammatory protein o)
1 biatko chemoatraktanta monocytow 1 (MCP-1,
monocyte chemoattractant protein 1) [24, 52, 97].
Stwierdzono korelacje miedzy stezeniem CRP
W surowicy a ciezszym przebiegiem CRS. Naukow-
cy wnioskuja, ze stezenie CRP we krwi moze stu-
zy¢ jako biomarker do okreslania, czy u pacjentow
wystepuje ryzyko ciezkiego przebiegu CRS [4].
Rozleglo§é zmian nowotworowych, wyjSciowa
maloplytkowos$¢ 1 podwyzszone markery aktywa-
cji Srodblonka, takie jak czynnik von Willebranda
1angiopoetyna 2 (ANG2), korelujg z nasileniem CRS
oraz wystepowaniem ciezkiej neurotoksycznosci
zwiazanej z komoérkami CAR-T [19, 22, 24, 52]. Na
podstawie stezenia cytokin w surowicy opracowano
schematy prognozowania ciezkiego przebiegu CRS
1 toksyczno$ci neurologicznej, ktorych zastosowa-
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nie moze sie przyczyni¢ zahamowania niepozada-
nych zjawisk juz na wczesnym etapie [52]. Pacjenci
z ciezka neurotoksycznoscia, oprocz podwyzszonej
aktywacji Srodbtonka, wykazywali rowniez objawy
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego
(DIC, disseminated intravascular coagulation) czy
zwiekszona przepuszczalno$¢ bariery krew-mozg
(BBB, blood—-brain barrier) [52, 103]. Dodatko-
wo obserwowano podwyzszone stezenie biatka
w plynie mézgowo-rdzeniowym (CSE cerebrospinal
Sfuid), co takze odzwierciedla zwiekszong przepusz-
czalno$¢ BBB. Zwiekszona przepuszczalno$¢ BBB
umozliwia natomiast przenikanie komoérek CAR-T,
ktore odpowiadaja za nadmierng produkcje cytokin
w CSF [52]. Dostosowanie dawki do poziomu za-
awansowania choroby nowotworowej moze zlago-
dzi¢ toksyczno$¢. Zmniejszenie objeto$ci komorek
CAR-T we wlewie prawdopodobnie nie pogarsza
skutecznosci leczenia, ze wzgledu na zwiekszong
stymulacje antygenem skorelowang z proliferacja
CAR-T, w odpowiedzi na wyzsze obcigzenie nowo-
tworem [52, 104].

Komoérki CAR-T wytwarzaja odpowiednie §ro-
dowisko cytokinowo-chemokinowe, bogate w prze-
kazniki chemiczne indukujace rozwoj zmasowanej
reakcji odpornosciowej [3, 4, 48, 105]. Wysokie ste-
zenie cytokin w organizmie moze aktywowac uklad
prostaglandyn, wywolujac objawy grypopodobne,
w tym goraczke, b6l miesni 1 zmeczenie (tab. 3).
Hipercytokinemia prowadzi do rozszerzenia naczyn
z pOzniejszym gwaltownym obnizeniem ci$nienia
tetniczego, tachykardig i przeciekiem wlo$niczko-
wym z towarzyszacym obrzekiem, czego skutkiem
jest uszkodzenie narzadéow, w tym watroby, nerek
oraz zaburzenia ukiadu krwiono$nego [4, 99, 103].

Potencjalnie zagrazajace zyciu powiktania CRS
obejmuja dysfunkcje serca, zespol ostrej niewy-
dolno$ci oddechowej u dorostych, toksycznosé
neurologiczna, niewydolno§¢ nerek i/lub watroby
oraz DIC. Szczegolnie niepokojaca jest dysfunkcja
serca, ktora moze miec nagly i ciezki poczatek,
ale zazwyczaj jest odwracalna [48]. Patofizjologia
ostrej kardiomiopatii w przebiegu CRS nie jest
jasna, ale przypomina kardiomiopatie zwigzana
z posocznicg [106] 1 kardiomiopatie indukowang
stresem (zespo61 takotsubo) [107]. U pacjentow
moze wystapi¢ silny wstrzas, oporny na podaz
plynéw 1 wymagajacy wsparcia wazoaktywnego
w duzych dawkach, w celu utrzymania perfuzji
tkanek [4, 99, 103]. Podobnie jak w HLH lub MAS
mozna zaobserwowac cytopenie, powiekszenie wa-
troby 1 §ledziony, koagulopatie z wyrazna hipofibry-
nogenemia i hiperferrynemia [99]. W leczeniu CRS
istotna jest wczesna identyfikacja stopnia ciezkoSci
zespolu. Podstawy oceny to stopien hipoksemii,
niestabilno$¢ hemodynamiczna, uszkodzenie orga-
n6w 1 obecno$¢ chorob wspolistniejacych [10]. Naj-
czesciej stosowang skale ciezko$ci CRS opracowat
Narodowy Instytut Nowotworow (NCI, National
Cancer Institute) [108]. Stopnie 3. i 4. (tab. 4) wy-
magaja leczenia immunosupresyjnego. Zazwyczaj
leczenie odbywa sie na oddziale intensywne;j terapii
(OIT) z wykorzystaniem amin presyjnych, lekow
antycytokinowych i glikokortykoideosteroidow,
tocilizumabu (przeciwciato anty-IL-6) 1 siltuxi-
mabu (przeciwciato anty-IL-6). Waznym objawem
poprzedzajacym wystgpienie CRS jest goraczka,
wymagajaca jednak réznicowania z rozwijajaca sie
infekcja. Zesp6t uwalniania cytokin o fagodnym
nasileniu leczony jest tylko objawowo [48].

Tabela 3. Symptomatologia objawdéw zwigzanych z zespotem uwalniania cytokin (CRS) (na podstawie [48])

Table 3. Symptomatology of symptoms associated with cytokine release syndrome (CRS) (according to [48])

Lokalizacja

Kliniczne objawy przedmiotowe i podmiotowe

Objawy ogdlne

Goraczka = dreszcze, zte samopoczucie, zmeczenie, anoreksja, bole miesni, bdle stawdw,
nudnosci, wymioty, bél gtowy

Skoéra Wysypka

Uktad pokarmowy

Nudnosci, wymioty, biegunka

Uktad oddechowy

Ptytki oddech i zwiekszenie czestosci oddechu, hipoksemia, niewydolnos¢ oddechowa

Uktad sercowo-naczyniowy

Tachykardia, wysokie wartosci cisnienia tetna, hipotensja, poczatkowo zwiekszona
pojemnos¢ minutowa serca, nastepnie zmniejszona pojemnos¢ minutowa serca (pdzna)

Uktad krzepniecia

Podwyzszone stezenie D-dimeréw, hipofibrynogenemia + krwawienie

Uktad moczowy Azotemia

Watroba

Zapalenie watroby, hiperbilirubinemia

Uktad nerwowy

Bdl gtowy, zaburzenia Swiadomosci, splatanie, majaczenie, trudnosci w znajdowaniu stéw
lub afazja catkowita, omamy, drzenie, dysmetria, zaburzenia chodu, drgawki
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Tabela 4. Skala oceny ciezkosci zespotu uwalniania cytokin
(CRS) opracowana przez Narodowy Instytut Nowotwordéw
(NCI) (na podstawie [48, 108])

Table 4. The grading scheme for the severity of cytokine

release syndrome (CRS) was developed by the National
Cancer Institute (NCI) (according to [48, 108])

Stopien | Objawy kliniczne i leczenie

1. Objawy niezagrazajace zyciu (goraczka,
nudnosci, zmeczenie, bdl gtowy, bdle
miesniowe i inne) — leczenie objawowe

2. Hipotensja leczona ptynoterapia i mata
dawka amin presyjnych
Uszkodzenie narzadowe 2. stopnia

3. Objawy wymagajace intensywnego leczenia
Wstrzas leczony duzymi dawkami lub kilkoma
rodzajami amin presyjnych

Hipoksja leczona > 40-proc. FiO,
Uszkodzenie narzadowe 3. stopnia,
transaminazemia 4. stopnia

4. Wentylacja mechaniczna
Uszkodzenie narzagdowe 4. stopnia
Objawy zagrazajace zyciu

5. Zgon

Chemioterapia kondycjonujaca, ktora poprze-
dza infuzje limfocytow CAR-T, przyczynia sie do
rozwoju niedokrwisto$ci, trombocytopenii, neutro-
penii. Toksyczno$¢ hematologiczna moze rowniez
wynikac bezposrednio z leczenia komorkami CAR-
-T [23, 109-111]. Inny, oczekiwany efekt niepoza-
dany stanowi deplecja limfocytow B z ekspresja
markera CD19, w przypadku odpowiedzi skiero-
wanej przeciwko tej czasteczce. Aplazja komoérek
zdrowych z ekspresja tego markera prowadzi do
hipogammaglobulinemii wymagajacej stosowania
suplementacji immunoglobulin, ktore zapewniaja
im niezbedne przeciwciala do zwalczania patoge-
now [23, 99, 110, 111]. Toksyczno$¢ neurologiczna
jest réznorodna i1 obejmuje encefalopatie, wady
poznawcze, dysfazje, splatanie, majaczenie, halu-
cynacje wzrokowe, drgawki i obrzek mozgu. Zaleca
sie przeprowadzenie badan obrazowych, pobranie
CSF i1 wykonanie elektroencefalografii (EEG)
w celu wykluczenia innych przyczyn [3, 4, 48, 52,
105]. W wiekszosci przypadkéw powiklania neuro-
logiczne ustepuja samoistnie. Przebieg kliniczny
jest heterogenny: od krotkotrwalych i odwracal-
nych dziatan niepozadanych do potencjalnie $mier-
telnej neurotoksyczno$ci, w tym obrzeku moézgu
[3, 103]. Ciezki przebieg wymaga natychmiastowe]
opieki i terapii immunosupresyjnej. Ze wzgledu
na zwiekszong penetracje przez BBB sugeruje sie
stosowanie deksametazonu (0,5 mg/kg mc.; maks.
dawka 10 mg 7.0. co 6 h) [48]. Wage i krytyczny

charakter obserwowanego zjawiska podkresla fakt,
ze zglaszano zgony z powodu zaré6wno CRS, jak
1 toksycznoSci neurologicznej [52].

Wykazano, ze ciezkie przypadki CRS charak-
teryzuja sie wysokim stezeniem IL-6, wydzielane;j
przez makrofagi i limfocyty T, w odpowiedzi na
zapalenie. Tocilizumab, humanizowane przeciw-
cialo monoklonalne IgG1, wiaze sie z receptora-
mi, zardbwno rozpuszczalnymi, jak 1 zwigzanymi
z blonami komorkowymi interleukiny 6 (IL-6R) [48,
103, 112]. W prowadzonych badaniach klinicznych
u pacjentdow z ciezka postacig CRS tocilizumab
cechuje sie skutecznos$cia do 69%, minimalizujac
negatywne dziatanie IL-6, fagodzac goraczke i hi-
potensje u wiekszoSci pacjentow. Zalecana dawka
wynosi 4 mg/kg mc. u dorostych oraz 8 mg/kg mc.
u dzieci, natomiast dawka maksymalna 800 mg
moze by¢ powtarzana co 8 godzin [108]. Do dziatan
niepozadanych leku zalicza sie transaminazemie,
trombocytopenie i1 hipercholesterolemie [48].
Niekiedy, ze wzgledu na brak poprawy stanu
ogblnego, konieczna jest dodatkowa immuno-
supresja za pomoca kortykosteroidow. Kortyko-
steroidy moga zaburzac¢ aktywnoS$¢ limfocytow
CAR-T, szczeg6lnie w duzych dawkach [101],
a wiec sa przeznaczone do stosowania w przypadku
opornego na leczenie CRS [52]. Zalecana dawka
poczatkowa metyloprednizolonu to 2 mg/kg mc./
/dobe [48]. W przypadkach HLH wystepujacego
z CRS mozna rozwazy¢ dodanie etopozydu [113].
Tocilizumab wykazuje staba penetracje do CSE,
dlatego stwierdza sie jego ograniczona skutecz-
no$§¢ w zapobieganiu neurotoksycznosci [19, 52,
103, 114]. W przypadku nieskutecznego dzialania
tocilizumabu 1 glikokortkosteroidow mozna rozwa-
zy¢ zaaplikowanie lekdw stosowanych w leczeniu
MAS, tj. infliksymabu, etanerceptu czy anakinry
(antagonista ludzkich receptorow IL-1) [48].

Podsumowanie

Nowoczesne schematy chemioterapii 1 opie-
ka wspomagajaca przynosza znaczaca, jednakze
niewystarczajaca poprawe ogdlnego przezycia
pacjentdow z nowotworami hematologicznymi. Za-
stosowanie limfocytow T z ekspresja CAR wydaje
sie skuteczng alternatywa. Innowacyjna metoda
CAR-T umozliwila statg kontrole nad progresja
nowotworu lub uzyskanie diugotrwalych remisji,
co znajduje swoje potwierdzenie w praktyce kli-
nicznej. Rozwo6j metodologii, obejmujacy edycje
oraz transfer genow do ludzkich limfocytow T,
opracowanie strategii hodowli komoérkowych,
identyfikacje nowych celow, racjonalng terapie
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wspomagajacg, wybor biomarkerow, zapobieganie
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