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Practical aspects of CAR-T cell therapy
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Souhrn

Vychodiska: Imunoterapie pomoci T lymfocytl s chimérickym antigennim receptorem
(CAR-T lymfocyty) si postupné buduje své postaveni v 1é¢bé hematoonkologickych onemoc-
néni. V CR jsou k Gnoru 2022 schvaleny tfi léc¢ivé pripravky vyrabéné z autolognich lymfocytti The authors declare they have no potential
pacient® a obsahujici anti-CD19 CAR-T lymfocyty ur¢ené k 1é¢bé relapsu vybranych non-hodg- conflicts of interest concerning drugs, products,
kinskych B lymfoma a akutni B-lymfoblastické leukemie. V klinickych studiich se jiz testuji or services usedin the study.

CAR-T lymfocyty zamérené na dalsi cile a v brzké budoucnosti Ize pfedpokladat vyuziti této
lé¢by i u dalSich hematoonkologickych onemocnéni. Vyroba a jeji logistika se optimalizovaly.
V oblasti feseni ¢asnych nezadoucich ucinkl byly ziskany cenné zkusenosti, coz se odrazilo ve
znéni aktudlnich doporuc¢eni European Society for Blood and Marrow Transplantation a Ame-
rican Society for Transplantation and Cellular Therapy. Nevyiesenou otazkou zatim zGstava
pozdni toxicita. Je dlilezité, aby pacienti, ktefi podstupuji tuto vysoce specifickou terapii, zlistali
v dispenzarizaci specialistt nékolik desitek let. Stale probiha intenzivni vyzkum a vyvoj, ktery =

je zaméren na efektivitu vyroby a na modifikace CAR konstruktl s cilem zvysit jejich ic¢innost L ,
a soucasné snizit toxicitu. Vyznamné zlepseni dostupnosti této jinak velmi nakladné lécby se MUPr. Jana Mlhalylova
otekava od vyvoje univerzalnich alogennich T lymfocytt, které budou exprimovat CAR podle Klinika hematologie

typu cilového onemocnéni. Cil: Tento souhrnny ¢lanek se vénuje zasadam pfipravy a podani LF OU a FN Ostrava
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Summary

Background: Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy has been gradually building its
position in the treatment of hematological malignancies. Currently, there are three types of
autologous anti-CD19 CAR-T cells approved for the treatment of selected relapsed B cell non-
-Hodgkin's lymphomas and acute B-lymphoblastic leukemia in the Czech Republic. Additio-
nal clinical trials are ongoing to evaluate CAR-T cell therapy that targets other tumor-specific
antigens. It is expected that some of these CAR-T cells will be approved for the treatment of
other hemato-oncological diagnoses in the near future. Manufacturing and management of
CAR-T cell therapy have been optimized. European Society for Blood and Marrow Transplan-
tation and American Society for Transplantation and Cellular Therapy have updated their re-
commendations for the management and treatment of early CAR-T cell toxicity based on va-
luable experience gained during several years. Nevertheless, late toxicity remains an issue. It
is crucial for patients undergoing this highly specific therapy to stay in follow-up for several
decades. Intensive research and development have been devoted to manufacturing new CAR
constructs with higher efficacy and lesser toxicity. A significant improvement in the availability
of this, otherwise very expensive treatment, is expected from universal allogeneic T cells that
will express CAR binding to tumor-specific antigen. Purpose: This review is focused on the pre-
paration and administration of autologous CAR-T lymphocytes.
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Uvod
Lécba vybranych hematologickych malig-
nit pomoci aplikace geneticky modifikova-
nych autolognich T lymfocyt( vybavenych
chimérickym antigennim receptorem
(CAR-T lymfocyty) patfi mezi nejmoder-
néjsi bunéc¢nou lécbu. Diky expresi CAR
jsou T lymfocyty schopny rozeznavat kon-
krétni nddorovy antigen nezavisle na mo-
lekule lidského leukocytarniho antigenu
(human leukocyte antigen — HLA) [1-3].
Komplex CAR je sloZeny z extracelularni
¢asti, transmembranové domény a intra-
celuldrni ¢asti. Extracelularni &ast je nej-
Castéji tvofena fragmentem scFv (single
chain variable fragment), pomoci kterého
lymfocyt rozezndva a vaze cilovy antigen
nadorové buriky (tzv. target). Transmem-
branova doména spojuje extra- a intrace-
luldrni ¢ast. Intracelularni ¢ast obsahuje
CD3 zeta fetézec (¢ast T-buné¢ného ko-
receptoru) a jednu nebo vice kostimulac-
nich domén (CD28, 4-1BB, CD27, OX40,
ICOS a jiné) [4] (obr. 1). Po vazbé CAR na
cilovy antigen se aktivuji intraceluldrni

signaliza¢ni kaskady a spousti reakce po-
dobné pfirozené aktivaci cytotoxického
T lymfocytu. Vysledkem je lyza nddorové
bunky [5]. Novéjsi typy CAR navic ve své
intraceluldrni ¢asti obsahuji molekuly,
které fidi napt. expresi cytokin(i nebo ak-
tivuji JAK-STAT signaliza¢ni drdhu a dale
stimuluji lymfocyt k proliferaci a prezi-
vani [6,7]. Novéjsi typy autolognich CAR-T
lymfocytd mohou obsahovat dva rdzné
CAR (AUTO3 - anti-CD19/22 CAR-T lym-
focyty) [8] nebo se lisit ve stavbé extrace-
luldrni ¢asti CAR a jsou schopné vazat dva
a vice antigent [9]. Z alogennich lymfo-
cytl je mozné pfipravit univerzalni neboli
off-the-shelf CAR-T lymfocyty, které nero-
zezndavaji alogenni antigeny, a konec¢né
produkty tak mohou byt aplikovany riiz-
nym nemocnym [10,11].

Tento souhrnny ¢lanek se vénuje pfi-
pravé a podani autolognich CAR-T lym-
focytl. Uvadi stru¢ny prehled nejcastéj-
Sich nezddoucich ucinki a management
jejich 1é¢by vychézejici z doporuceni Eu-
ropean Society for Blood and Marrow

Transplantation z roku 2020 [12] a Ame-
rican Society for Transplantation and
Cellular Therapy z roku 2019 [13].

Indikace CAR-T lymfocyti

v lé¢bé hematoonkologickych
onemocnéni

Americky afad pro kontrolu potra-
vin a léciv (Food and Drug Administra-
tion — FDA) dosud schvalil tfi komeréni
pripravky s anti-CD19 CAR-T lymfocyty.
Kymriah (tisagenlecleucelum; Novar-
tis) je indikovan u pacientl s difuznim
velkobunéénym B lymfomem (diffuse
large B cell lymphoma - DLBCL) po se-
[hani 2. linie Iécby [14] a u pacientld do
25 let s relabovanou a/nebo refrakterni
(RR) akutni B-lymfoblastickou leukemii
(B-ALL) [15]. Yescarta (axicabtagenum ci-
loleucelum; Gilead Sciences) je urcena pro
nemocné s DLBCL v¢. transformovaného
folikuldrniho lymfomu (FL) a primarniho
mediastindlniho B lymfomu po selhani
2.linie 1é¢by [16]. V ¢ervenci 2020 schvalila
FDA pfipravek Tecartus (brexucabtagene
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Obr. 1. Struktura chimérického antigenniho receptoru.

Chiméricky antigenni receptor (CAR) je slozeny z extracelularni ¢asti, transmembranové domény a intraceluldrni ¢asti. Extracelularni ¢ast
je nejcastéji tvofend fragmentem scFv (single chain variable fragment). Transmembranova doména spojuje intracelularni a extracelularni
Cast receptoru. Intracelularni ¢ast je slozena z CD3 zeta fetézce a kostimulacni domény. Jednotlivé generace CAR-T lymfocyt( se lisi po-
¢tem kostimulacnich domén (1. generace - bez kostimula¢ni domény, 2. generace - jedna kostimula¢ni doména, 3. generace - dvé ko-
stimula¢ni domény, 4. a mladsi generace - jedna kostimula¢ni doména). Mladsi generace navic obsahuji geny nebo vektory, které ovliv-
nuji produkci cytokint a jinych molekul.
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Tab. 1. Minimalni rozsah vysetieni v priibéhu lIé¢by CAR-T lymfocyty [12].

Doporuceni European Society for Blood and Marrow Transplantation - vysetieni pred indikaci terapie CAR-T lymfocyty

Potvrzeni nemoci histologie lymfatickych uzlin (nddorové masy) — lymfom, IFCM — ALL

ECOG PS skore <2

Echokardiografie a EKG EFLK > 40 %, vyloucit perikardialni vypotek

MR mozku a likvor u pacientu s historii infiltrace CNS nebo neurologickymi projevy

Krevni obraz + diff APN > 1x10%I

Biochemie Na, K, Cl, Ca, Mg, P, glukdza, urea, kreatinin, CrCl (> 30 ml/min), bilirubin celkovy (< 34 pmol/I, u pa-

cientl s Gilbertovym syndromem < 43 umol/l), AST (< 5x ULN), ALT (< 5x ULN), ALP, GMT, LDH, CRP,
celkova bilkovina, albumin

Koagulace PT, aPTT, PT-R, aPTT-R, TT, TT-R, fibrinogen, ATIll, DD
Fertilita HCG v krvi fertilnich zen (potvrzeni negativity max. 8 dnti pred pfevodem CAR-T lymfocytd)
Virologie anti-HIV1, anti-HIV2, HBsAg, anti-HBc, anti-HCV

Doporuceni European Society for Blood and Marrow Transplantation - vysetieni pred leukaferézou
ECOG PS skore <2

Chemoterapie zahajeni leukaferézy po reparaci krevniho obrazu

Kortikoidy ukoncit 7 dnt pred aferézou, vyjimecné 3 dny (povolena je fyziologicka substituce hydrokortisonu
nebo max. prednisolon 5 mg/den)

HBV, HCV, HIV, syfilis anti-HIV1, anti-HIV2, HBsAg, anti-HBc, anti-HCV, TPHA
vysledky vysetieni nesmi byt v dobé aferézy starsi 30 dn

Biochemie Na, K, Cl, Ca, Mg, P, glukdza, urea, kreatinin, bilirubin celkovy, AST, ALT, ALP, GMT, LDH, B2-MG, CRP,
celkova bilkovina, albumin

Krevni obraz Hb >80 g/I
Hct > 0,24
APN >1x10%I
APLy > 0,2x10%I

Plt > 30x10%I
(opakovat po leukaferéze)

Doporuceni European Society for Blood and Marrow Transplantation - vysetieni pred lymfodeplecni terapii
Klinické vysetteni vyloucit aktivni infekci (kontraindikace k podéni lymfodeplec¢ni terapie)

Echokardiografiea EKG ~ EFLK > 40 %, vyloucit perikardidlni vypotek
(vySetfeni opakovat v pfipadé, ze byla v rdmci bridgingu pouzita kardiotoxicka lécba)

Krevni obraz + diff lymfodeplecni terapie je indikovana u viech pacientl bez ohledu na WBC a APLy (Kymriah — lymfode-
ple¢ni terapie Ize vynechat u pacientl s WBC < 1x10%1 tyden pred aplikaci CAR-T lymfocytt)

Biochemie Na, K, Cl, Ca, Mg, P, glukdza, urea, kreatinin, CrCl (> 30 ml/min), bilirubin celkovy
(< 34 pmol/l, vys$si hodnoty jsou akceptovatelné u pacientu s Gilbertovym syndromem),
AST (< 5% ULN), ALT (< 5x ULN), ALP, GMT, LDH, CRP, celkova bilkovina, albumin

Koagulace fibrinogen

Podminkou zahajeni lymfodeplecni terapie je obdrzeni preparatu CAR-T lymfocytl na pracovisti. Vyjimky mohou byt pouze ve vy-
jimecnych pfipadech po potvrzeni vyroby CAR-T lymfocytl farmaceutickou spole¢nosti.

ALL - akutni lymfoblasticka leukemie, ALT — alaninaminotransferaza, APLy — absolutni pocet lymfocyt(, APN — absolutni pocet
neutrofil(, AST - aspartataminotransferaza, ATIIl - antitrombin Ill, B2-MG - beta-2 mikroglobulin, CrCl - clearance kreatininu,
CRP - C reaktivni protein, DD - D dimery, diff — diferencialni rozpocet bilych krvinek, ECOG PS - Eastern Cooperative Oncology
Group performance status, EFLK — ejek¢ni frakce levé komory, Hb — hemoglobin, HBV - virus hepatitidy B, HCG - lidsky choriovy
gonadotropin, Hct — hemtokrit, HCV - virus hepatitidy C, HIV - lidsky virus imunodeficience, IFCM — imunoflowcytometrie,

LDH - laktatdehydrogenaza, WBC - absolutni pocet leukocytd, Plt — trombocyty, TPHA - Treponema Pallidum hemaglutinace
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Tab. 2. Minimalni ¢asové okno mezi protinadorovou lé¢bou a leukaferézou [42,43].

Alogenni transplantace kostni drené

Infuze darcovskych lymfocyttd

Lécba infiltrace CNS
Vysokodavkovana chemoterapie
Bendamustin

Cyklofosfamid

Pegylovana asparaginéza

Kratkodobé plsobici cytotoxické
a antiproliferativni Iéky

Konjugaty protilatka-lécivo
(polatuzumab vedotin, inotuzumab
0zogamicin)

Blinatumomab

Systémové kortikoidy

GCSF
Pegylovany GCSF

GCSF - faktor stimulujici granulocyty

Doporuceni European Society for Blood and Marrow Transplantation
1 mésic po vysazeni imunosuprese u pacientl bez znamek reakce stépu proti hostiteli

4 tydny (z hlediska vylouceni jakékoliv reakce $tépu proti hostiteli je bezpecnéjsi inter-
val 6-8 tydnu)

1 tyden
3-4 tydny (vyckat do reparace krevniho obrazu)
4 tydny
1 tyden
4 tydny

3 dny (vyckat do reparace krevniho obrazu)

1 tyden

2 tydny

7 dn{, vyjimecné Ize akceptovat 3 dny
absolutni pocet lymfocytd > 0,2x10%/I (bez ohledu na nacasovani aferézy)

1 tyden
2 tydny

autoleucel; Gilead Sciences), tj. anti-
-CD19 CAR-T lymfocyty pro lé¢bu relabo-
vaného/refrakterniho lymfomu z plasto-
vych bunék [171.V roce 2021 FDA schvdlila
pfipravek Abecma (idecabtagen vicleu-
celu; Ide-cel; bb2121; Bristol Myer Squibb),
anti-BCMA CAR-T lymfocyty, pro lécbu
mnohocetného myelomu po selhéni
3. linie 1é¢by a v Unoru 2022 bude projed-
ndvat schvaleni ciltacabtagen autoleucelu
(Cilta-cel; JNJ-68284528; Janssen/ Legend
Biotech), anti-BCMA CAR-T lymfocytd ve
stejné indikaci. Ve vyvoji jsou dalsi typy
CAR-T lymfocytd namifenych proti rdiz-
nym antigendm. V CR jsou aktualné (leden
2022) schvéleny pfipravky Kyriah, Yescarta
aTecartus. V tab. 1 je uvedeny seznam kli-
nickych, laboratornich a zobrazovacich vy-
Setfeni v ramci screeningu pacientl vhod-
nych k terapii CAR-T lymfocyty.

Priprava a aplikace

CAR-T lymfocytt

Sbér koncentratu autolognich
lymfocyti pomoci leukaferézy
Leukaferéza je prvnim krokem v pfipravé
konecného produktu. Slouzi ke sbéru su-

roviny pro vyrobu CAR-T lymfocyt(, kte-
rou je koncentrét autolognich mononuk-
ledrnich bunék ziskdvanych z periferni
krve pacienta (peripheral blood - mo-
nonuclear cells - PBMCs). Tento koncen-
trdt musi obsahovat dostatec¢ny pocet
T lymfocytd pro vyrobu lécivého pfi-
pravku. Doporuc¢end hodnota koncent-
race lymfocytd v krvi v dobé leukaferézy
je > 0,2x10%I. Pfi nizsi koncentraci lym-
focytl v krvi je mensi pravdépodobnost
vyroby kvalitniho buné¢ného koncen-
trdtu a naopak, koncentrace lymfocytl
v krvi > 0,5x10%1v dobé sbéru vyznamné
zvy$uje pravdépodobnost Uspésného
sbéru a vyroby bunééného koncent-
ratu. Kumulativni davky chemoterapeu-
tik nebo radioterapie nepfiznivé ovliviuji
kvalitu cirkulujicich T lymfocytd. V pfi-
padé zachranné terapie podané pred leu-
kaferézou je proto potieba pocitat s Ca-
sovym oknem (wash-out perioda), které
minimalizuje cytotoxicky vliv 1é¢by na
cirkulujici lymfocyty (tab. 2). Aby byl za-
jistény bezpecny proces vyroby, kazdy
pacient absolvuje pred sbérem sadu la-
boratornich vysetfeni (tab. 1). Planovani

leukaferézy je individudlni a zavisi na typu
CAR-T lymfocytd. Farmaceuticka spolec¢-
nost Novartis vyrabi pfipravek Kymriah
z kryokonzervovanych PBMCs, sklado-
vanych max. 18 mésicu. Leukaferézu Ize
u casti pacientl (primarné refrakterni,
¢asnd progrese po 1. linii 1é¢by) provést
pred podanim 2. linie 1écby, a snizit tak ri-
ziko nedostatecné vytézného sbéru. Spo-
le¢nost Gilead Sciences vyrabi pfipravek
Yescarta pouze z Cerstvych, nekryokon-
zervovanych PMBCs. Datum leukaferézy
se v pFipadé Yescarty fidi pldanovanym
datem zahajeni vyroby CAR-T lymfocyt(
uréenym vyrobcem [12].

Bridging terapie

Casové okno mezi leukaferézou a sa-
motnym prevodem CAR-T lymfocytl se
pohybuje mezi 3-4 tydny [20]. V tomto
obdobi mlze ¢ast pacientd (zejména
s agresivnim prdbéhem nemoci) vyzado-
vat lé¢bu. Cilem je udrzet kontrolu nad
nemoci. Vybér terapeutického rezimu za-
visi na rozsahu onemocnéni, senzitivité
na pfedchozi lé¢bu a farmakokinetickych
vlastnostech zvolenych protinddorovych

Klin Onkol 2022; 35(1): 44-54
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[ékd. Imunologicka ¢i jakakoliv jind [é¢ba
s protrahovanym ucinkem (alemtuzu-
mab, daratumumab, checkpoint inhi-
bitory, brentuximab vedotin), kterad by
mohla branit prezivani a mnozeni CAR-T
lymfocytl, neni vhodna. Vhodné nejsou
ani myelosupresivni rezimy s vysokym ri-
zikem protrahované cytopenie a infek¢-
nich komplikaci. Mezi léky, které Ize pou-
zit k bridging terapii, patfi rituximab,
gemcitabin, oxaliplatina, bendamustin,
pixantron, etoposid, prokarbazin, cyklo-
fosfamid, lenalidomid, ibrutinib, korti-
koidy (prednison, dexametazon, solu-
medrol) a radioterapie [12].

Lymfodeplecni terapie (conditioning)
Lymfodeplecni terapie diky svému kom-
plexnimu ucinku vytvafi vhodné pro-
stfedi pro proliferaci a prezivani CAR-T
lymfocytll. Navozuje lymfopenii (redu-
kuje pocet B lymfocytd, T lymfocytl i NK
bunék), zabiji nddorové bunky a ¢as-
te¢né méni charakter nddorového mikro-
prostiedi [21-23]. Pozitivni vliv na funkci
a prezivani transfundovanych CAR-T lym-
focytl ma potlaceni imunosupresivniho
ucinku regula¢nich T lymfocytd [22,23]
a zvysdeni hladiny nékterych cytokin(
(IL-2,1L-15, IL-7) (obr. 2) [21-23]. Lymfode-
ple¢ni terapie se zahajuje 3-5 dnu pred
pfevodem CAR-T lymfocytd. Nejcastéji
pouzivanym rezimem je kombinace flu-
darabin-cyklofosfamid, alternativni moz-
nosti je bendamustin, pfip. pentostatin
¢i celotélové ozéreni. Individualni volba
rezimu u konkrétniho pacienta zavisi na
dfive absolvované |é¢bé a dosazené |é-
¢ebné odpovédi. Conditioning by méli
absolvovat vsichni nemocni bez ohledu
na celkovy pocet leukocytl a lymfocytl
(vyjimku povoluje firma Novartis pfi apli-
kaci Kymriah - lymfodeplecni terapii Ize
vynechat u pacientd s celkovym poctem
leukocytd < 1x10%I1 tyden pied aplikaci
CAR-T lymfocytt). Lymfodeplecni terapii
Ize opakovat v pripadé odkladu aplikace
CAR-T lymfocytld a narlstu celkového
poctu leukocytll > 1x10%I. Tab. 1 uvadi
minimalni rozsah vysetieni pfed zahdje-
nim conditioningu [12].

Prijeti, rozmrazeni a pfevod

CAR-T lymfocyti

Bunécny koncentrat CAR-T lymfocytl se
uchovava ve vaku s kryoprotektivnim

T

LYMFODEPLECNI TERAPIE A JEJI UCINEK

lymfopenie - redukce Ba T lymfocyt(, NK bunék

modulace nddorového mikroprostredi

eliminace regula¢nich T lymfocyta

Treg |
v/

zvysena hladina cytokind (IL-2, IL7, IL-15)

'@

zvysena proliferace a prezivani CAR-T lymfocytd

CART] CART) CAR-T

Obr. 2. Lymfodeplecni terapie a jeji ucinek.

Cilem lymfodeplecni terapie je vytvofit vhodné prostredi pro proliferaci a prezivani
transfundovanych CAR-T lymfocytl. Redukuje pocet B a T lymfocytd i NK bunék, zabiji
nadorové bunky a ¢aste¢né méni charakter nddorového mikroprostredi — potlacuje imu-
nosupresivni Gc¢inek regulacnich T lymfocytl a zvysuje hladiny nékterych cytokin (IL-2,

IL-15, IL-7).

roztokem v zamrazené formé az do dne
pfevodu. Rozmrazeni obvykle probihd
pfimo u lGzka pacienta ve vodni lazni
pfi teploté okolo 37 °C. Po rozmrazZeni je
vak aseptickym zplsobem napojen na
transfuzni set (transfuzni filtr 50-200 pum)
a vlastni podani probiha formou rychlé
infuze nebo pomoci stiikacky (< 30 min
po rozmrazeni) cestou centralniho Zil-

niho katetru. Pfevod CAR-T lymfocyt(
je ve vétsiné pripadl dobre tolerovany.
K minimalizaci potencidlni akutni reakce
na infuzi se 30-60 min pred prfevodem
podava premedikace (paracetamol, an-
tihistaminikum a kodein). Profylaktické
podavani systémovych kortikoidl je
kontraindikované z diivodu jejich lymfo-
toxického ucinku [12].
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Tab. 3. Doporuceni American Society for Transplantation and Cellular Therapy pro hodnoceni CRS [13].

Stupen 1
horecka** >38°C
s hypotenzi ne
a/nebo
s hypoxif ne

CRS - syndrom z uvolnénych cytokin(

N

Doporuceni ASTCT pro hodnoceni CRS*

Stupen 2
>38°C

bez nutnosti vazopresoru

oxygenoterapie

<6 |/min nosem
(kyslikové bryle)

* Stupen CRS se hodnoti podle nejzavaznéjsiho priznaku. Teplota se nevyuziva k urceni grade CRS u pacientd, ktefi dostali antipy-
retikum, anti-IL-6 terapii nebo kortikoidy. V takovém pfipadé se grade CRS urcuje dle tize hypotenze a/nebo hypoxie.

Stupen 3
>38°C

vyzadujici vazopresor
s/bez vazopresinu

oxygenoterapie > 6 |/min
(kyslikové bryle, maska)

Stupen 4
>38°C

vyzadujici kombinaci
vazopresoru
(kromé vazopresinu)

kontinualni pretlak v dy-
chacich cestéch, nein-
vazivni plicni ventilace,
uméla plicni ventilace,
vysokopratokové nazalni
oxygenoterapie

Nezadouci ucinky terapie

CAR-T lymfocyty a sledovani
Aplikace a obdobi po podani CAR-T lym-
focyty mize byt doprovézeno specific-
kou i nespecifickou toxicitou a vyZaduje
dlouhodobé sledovani [12].

Casné nezadouci tcinky

(den 0 az +100)

Syndrom z uvolnénych cytokinu

Syndrom z uvolnénych cytokinl (cyto-
kine release syndrom - CRS) je defino-
van jako nadmérnd fyziologickd reakce
organizmu na jakoukoliv imunoterapii,
ktera vede k aktivaci endogennich nebo
transfundovanych T lymfocytl a/nebo
jinych efektorovych bunék imunitniho
systému [13]. Tato vUibec nejcastéjsi
komplikace se vyskytuje u 30-100 %
(1.-4. stupen) nemocnych po podani
CAR-T lymfocytll, pficemz zévazny syn-
drom zuvolnénych cytokint (3.-4. stupen)
je pozorovan u 10-30 % pacientl [24].
Medién vzniku prvnich pfiznakl je den
+2 az +3 (den +1 az +14, lécba lymfom(i
a B-ALL) a den +6 az +8 (den +1 az +12,
[é¢ba mnohocetného myelomu) po in-
fuzi CAR-T lymfocytd a odezniva béhem
1-10 dnt [19,25,26]. Projevy se mohou
objevovat postupné, ale od samotného
zacatku musi byt doprovazeny horec-

kou (= 38 °C) s hypotenzi nebo bez ni
a/nebo syndromem z kapildrniho uniku,
ktery mUze vést k hypoxii a organovému
postizeni [13]. Pfiznaky jsou rlzné, od
mirnych, podobnych chfipce, po Zivot
ohrozujici stav s multiorgdnovym se-
Ihdnim [13,27]. Zavazny CRS nékdy na-
podobuje hemofagocytarni syndrom
(febrilie, vysoka hladina feritinu, mul-
tiorganové postizeni) [12]. Terapie zavisi
na zavaznosti CRS. Lehké formy se resi
symptomaticky (hydratace, antipyretika,
oxygenoterapie), tézsi formy vyzaduji
specifickou terapii ve formé monoklo-
ndlnich protilatek proti IL-6 (tocilizumab,
siltuximab), pfip. komplexni podptrnou
péci (katecholaminova podpora obéhu,
neinvazivni nebo invazivni plicni venti-
lace) na jednotce intenzivni péce a po-
dani kortikoidU. Kortikoidy mohou indu-
kovat apoptézu CAR-T lymfocytd, proto
nejsou vhodné u lehc¢ich forem CRS.
Hodnoceni CRS a algoritmus 1é¢by jsou
uvedeny v tab.3 a 4.

Syndrom neurotoxicity vyvolané
efektorovymi burikami imunitniho
systému

Neurologicka toxicita, tj. syndrom neu-
rotoxicity vyvolané efektorovymi buni-
kami imunitniho systému (immune

effector cell-associated neurotoxicity
syndrome - ICANS), je postiZzeni cent-
ralni nervové soustavy zplisobené imu-
noterapii [13]. Jednd se o druhou nej-
Castéjsi toxicitu, kterd se objevuje
u 21-64 % pacientd (1.-4. stupen)
po podani CAR-T lymfocytl. Zavazny
prabéh ICANS ma 12-28 % nemoc-
nych [15,16,28]. Median vzniku prvnich
neurologickych pfiznakd je den +6 (den
+1 az +34) po prevodu CAR-T lymfocyt(.
Ve vétsiné pfipadl neurologické po-
tize odeznivaji do 2-9 dnd, ale mohou
se objevit i jako pozdni komplikace [12].
Prvni pfiznaky ICANS se rozviji bud' sou-
¢asné s CRS, nebo se objevi az po ode-
znéni CRS. Symptomy se ve vétsiné pfi-
padl rozviji postupné a casto jsou
nespecifické (bolesti hlavy, ties, svalové
zaskuby, halucinace) [12]. Mezi vice cha-
rakteristické projevy patfi afazie, poru-
chy védomi a kognitivnich funkci, moto-
ricka slabost, parcidlni i generalizované
epileptické zachvaty a otok mozku [13].
Rizikovym faktorem pro rozvoj ICANS je
preexistujici neurologické onemocnéni,
meningealni postizeni nebo pfedchozi
terapie CNS [12]. Zavaznost ICANS kore-
luje s hloubkou lymfopenie, proliferaci
CAR-T lymfocytd, ¢asnym a klinicky za-
vaznym CRS (horec¢ka do 36 hodin po po-
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Tab. 4. Algoritmus lé¢by syndromu z uvolnénych cytokint [12].

Stupen 1

bez zlepseni do 3 dnl
a
vyloucend jina etiologie potizi
(nejcastéji infekce)

zvazit
tocilizumab 8 mg/kg i.v.

dexametazon
10 mg a6 hodi.v., 1-3 dny

Stuperii 2 Stuperii 3

informovat JIP o zhorSeni stavu pacienta

vyloucit infekci — hemokultury, kultivace, zobrazovaci vysetreni

sirokospektra antibiotika

symptomatickd terapie — hydratace, antipyretika, ...
systémové kortikoidy jsou kontraindikovany, vyjimkou je Zivot ohrozujici stav

tocilizumab 8 mg/kg i.v. (max. 800 mg/davku) a hospitalizace na JIP

zhorsovani klinického stavu dexametazon
- 10 mgi.v.a 6 hod,
1-3 dny

zhorsovani klinického stavu

—

bez zlepseni po 8 hod od podani tocilizumabu
2. davka tocilizumabu 8 mg/kg i.v.

bez zlepseni, trvévaji znamky syndromu z uvolnénych cytokinl

3. davka tocilizumabu 8 mg/kg i.v. (max. 4x)
nebo zaménit za
siltuximab 11 mg/kg i.v. 1x denné

dexametazon
20 mg a6 hodi.v, 1-3 dny

Stupen 4

dexametazon
20 mgi.v.a 6 hod,
3 dny
(s postupnym snizovanim
v pribéhu 3-7 dna)

metylprednisolon
1000 mg/deni.v.,

3 dny, postupna redukce
250 mgi.v.a 12 hod, 2 dny,
125 mgi.v.a 12 hod, 2 dny,

60 mgi.v.a 12 hod,
2 dny

déani CAR-T lymfocytl, hemodynamicka
nestabilita, hypoalbuminemie) [12]. Ja-
kékoliv neurologické potize po pfre-
vodu CAR-T lymfocytl se do vylouceni
jiné priciny povazuji za nezadouci Uci-
nek Ié¢by. K rozeznani prvnich pftiznak
ICANS mohu slouzit zmény védomi, jako
je zmatenost a porucha jemné moto-
riky (psani) [12]. Denni hodnoceni ruko-
pisu mlze pomoct pfi casném rozeznani
symptom a je doporuceno alespon po
dobu hospitalizace (prvnich 14 dna). Pro-
fylaktickd antiepileptickd terapie se do-
porucuje pacientlm s pozitivni anamné-
zou epileptickych zéchvatl nebo
onemocnénim CNS. Zakladem lécby
jsou kortikoidy, pfi souc¢asném vyskytu
ICANS a CRS pak kortikoidy s tocilizuma-
bem [12]. Skérovaci systém a algoritmus
|é¢by ICANS jsou uvedeny v tab. 5-7.

Doporucené sledovdni pacientii

s CRS a ICANS

Pravidelné sledovani krevniho obrazu
a biochemie v¢. CRP a feritinu je indiko-
vano u viech nemocnych s CRS a ICANS
nebo s podezfenim na tyto komplikace.
Monitorovani hladiny IL-6 se aktudlné
rutinné neprovadi, ale je mozné. U febril-
nich pacientt je potiebné odlisit infekci
od CRS (kultivacni vysetieni, zobrazovaci
vysetfeni dle kliniky) [12], coz mdze byt
Vv praxi ¢asto obtizné az nemozné.

Infekce

Infekce jsou treti nejcastéjsi komplikaci
terapie CAR-T lymfocyty. Dlvodem je
protrahovana neutropenie (30 % nemoc-
nych > 30 dnd, 20 % > 90 dna), lymfope-
nie a sekundarni hypogamaglobuline-
mie (46 % nemocnych, den +90). Deficit

CD19+ B lymfocytll maze trvat i nékolik
let po pfevodu anti-CD19 CAR-T lymfo-
cytl [12,26]. Diferencialné diagnostické
potize mohou nastat béhem prvnich
2 tydnU, kdy infekci témérF nelze odlisit
od CRS. V prvnim mésici jsou nejcastéj-
$im etiologickym agens bakterie, méné
se objevuji virové infekty. Invazivni my-
kézy jsou vzacné a postihuji predevsim
pacienty s akutni lymfoblastickou leu-
kemii po alogenni transplantaci kostni
diené [29]. Od 2. mésice zacinaji virové
infekce prevladat nad bakteridInimi. Vét-
sinou se jedna o respiracni virové infekty
(cytomegalovirova (CMV) pneumonie,
respira¢ni syncytialni pneumonie), na-
rdst viremie vyvolané CMV, virem Eps-
teina-Barrové (EBV) a lidskym herpes
virem-6, ale mUze se objevit i virova
encefalitida. Méné casto se vyskytuje
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Tab. 5. Doporuceni American Society for Transplantation and Cellular Therapy pro hodnoceni syndromu neurotoxicity vyvolané
efektorovymi bufikami imunitniho systému [13].
Stupen 1 Stupen 2 Stupen 3 Stupen 4
Skore ICE” 7-9 3-6 0-2 0
(neprobudny, nelze vyhodnotit
skore ICE)
Snizena droven spontdnné probudny probudny na taktilni podnét neprobudny nebo probudny na
védomi? probudny na osloveni vyrazny nebo opakovany taktilni
podnéty, sopor nebo koma
Epilepticky ne ne klinicky vyjadreny fokalni nebo zivot ohrozujici dlouhy zachvat
zachvat generalizovany zachvat, ktery (> 5 min) nebo opakované klinicky
rychle odezni, nebo nekonvul-  vyjadiené nebo na EEG zachycené
zivni status epilepticus na EEG, zachvaty bez navratu k normé
ktery odezni po intervenci v mezidobi
Motorické ne ne ne zavazné fokalni motorické
projevy? oslabeni (hemiparéza nebo
paraparéza)
Intrakranialni ne ne fokalni otok mozku® difuzni otok mozku, decerebracni
hypertenze/otok nebo dekortikaéni poloha, obrna
mozku VI. hlavového nervu, edém papily,
Cushingovo trias
" Skore ICE - skdrovaci systém hodnotici schopnosti pacienta odpovidat na jednoduché otazky a splnit jednoduché tkony (psat,
pocitat, pojmenovat pfedméty, vyhovét vyzvé), skére 0 mlze byt hodnoceno jako stupen 3 ICANS, kdyz je pacient pfi védomi
s globalni afazii; stupen 4 ICANS je v pfipadé, ze pacient je neprobudny.
2Snizena Uroven védomi nevztahujici se k jiné pficiné.
3Tremor a myoklonus asociovany s bunécnou terapii se hodnoti dle obecnych terminologickych kritérii pro nezadouci ucinky
a nema vliv na hodnoceni ICANS.
Yntrakranialni krvaceni s/bez souvisejiciho otoku neni hodnocené jako neurotoxicita a je vylouc¢ené z hodnoceni ICANS - hod-
noti se dle obecnych terminologickych kritérii pro nezadouci ucinky.
ICANS - syndrom neurotoxicity vyvolané efektorovymi burikami imunitniho systému, ICE — encefalopatie vyvolana efektorovymi
bunkami imunitniho systému
e N
Tab. 6. Skérovaci systém encefalopatie vyvolané efektorovymi burikami imunitniho systému.
Test Body
Orientace: rok, mésic, mésto, nemocnice 4
Pojmenovani: schopnost pojmenovat 3 objekty (napf. stll, televize, polstar)
Vyhovéni vyzvé: schopnost splnit jednoduché tkoly (napt. usmat se, otevfit Usta) 1
Psani: schopnost napsat jednoduchou vétu (napf. Jsem rad, Ze mam svoji rodinu) 1
Pozornost: schopnost odecitat ze 100 po desitkdch 1

N

klostridiova enterokolitida nebo cholan-

goitida [12]. Porucha opsonizace bakterif
zvysuje riziko infekci opouzdienymi bak-
terialnimi kmeny. Sirokospektra antibio-
tika jsou v prvnich tydnech po podani
CAR-T lymfocytll indikovana u viech ne-
mocnych, u kterych nelze infekci odlisit
od CRS. Substituce intraven6znich imu-

noglobulinl je doporu¢ovana pacientim
s hypogamaglobulinemii a recidivujicimi
infek¢nimi komplikacemi. Subkutanni
aplikace imunoglobulind je alternati-
vou po 6 mésicich 1é¢by [12]. Tenofovir
je povinnou profylaxi pro pacienty s pro-
délanou infekci virové hepatitidy B [30]
V tab. 8 je souhrn doporuceni European

Society for Blood and Marrow Transplan-
tation tykajicich se profylaktické a pod-
parné protiinfekeni terapie (antibiotické,
antimykotické a antivirotické).

Syndrom nddorového rozpadu
Syndrom nadorového rozpadu (tumor
lysis syndrom —TLS) nepatfi mezi typické
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Tab. 7. Algoritmus terapie syndromu neurotoxicity vyvolané efektorovymi burikami imunitniho systému [12].

Stupen 1 Stupen 2 Stupen 3 Stupen 4

informovat JIP o zhorseni stavu pacienta, neurologické vysetreni, o¢ni pozadi, EEG, MR/CT mozku (preferencné MR),
u grade > 2 EEG denné do odeznéni epileptickych zachvatd, o¢ni pozadi denné do vymizeni edému papily, MR opakovat dle kli-
niky, kontrola polykani - pfi poruse nic per os

dexametazon dexametazon methylprednisolon
10 mg i.v. 10-20 mg i.v. 250 mgi.v.a 6 hod,
a6 hod, 1-3 dny a6 hod, 3 dny,
1-3 dny dale redukce

250 mgi.v.al12 hod, 2 dny,
125 mgi.v.a 12 hod, 2 dny,
60 mgi.v.a 12 hod, 2 dny

epileptické zachvaty (potvrzené klinicky nebo dle EEG)
klonazepam (Rivotril) i.v. 0,015 mg/kg (max. 1 mg)
+
levetiracetam (Keppra) 500 mgi.v.a 12 hod

trva nebo se opakuje zachvat
)
2. davka klonazepam i.v. za 5 min

i

pokud neni efekt, dale jako status epilepticus

edém papily
acetazolamid (Diluran) 1 000 mg p.o. a dale 250-1 000 mg
a12 hod

(nedavat pti osmolalité > 320 mmol/kg,

ICANS + CRS = 1 (febrilni pacient) : tocilizumab 8 mg/kg i.v. (max. 800 mg) a postupovat dle algoritmu pro CRS
CRS - syndrom z uvolnénych cytokin(, ICANS - syndrom neurotoxicity vyvolané efektorovymi burikami imunitniho systému

otok mozku
manitol 0,5-1g/kg i.v.,
adale
0,25-1g/kg i.v. a 6 hod,

elevace hlavy na 30°)

nezddouci uc¢inky CAR-T lymfocyt(. Pa-
cienti s vy$sim rizikem TLS (velkd na-
dorovd masa, zvysena hladina kyseliny
mocové) maji v rdmci profylaxe dostat
alopurinol nebo rasburikazu a intenzivni
hydrataci [12].

Reakce stépu proti hostiteli

Reakce $tépu proti hostiteli je vzacnou
komplikaci spojenou s infuzi CAR-T lym-
focytl. Téméi vyhradné se objevuje
u pacientd, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci kostni diené [12].

Pozdni nezddouci uc¢inky (od dne +100)

a dlouhodobé sledovdni

O pozdni toxicité CAR-T lymfocytl zatim
neni dostatek informaci. Cast pacient(
trpi prolongovanou cytopenii a hypo-

gamaglobulinemii, coz mlze mit za na-
sledek vyssi vyskyt infekci. Na teoretické
urovni se diskutuje o riziku sekundarnich
malignit a neurologickych a autoimunit-
nich komplikaci. VSichni pacienti, ktefi
absolvuji terapii CAR-T lymfocyty, maji
zlstat v dispenzarizaci specialist(i ale-
spon 15 let. Dulezité je pravidelné mo-
nitorovani a vyhodnocovani: stavu ne-
moci (remise, progrese, relaps, zbytkova
nemoc, smrt), terapeutické strategie
v pfipadé progrese/relapsu, infekénich
komplikaci (v¢. CMV, EBV, adenoviru),
funkce imunitniho systému (hladina
imunoglobulinl, buné¢né populace,
pfitomnost CAR-T lymfocytt), sekun-
dérnich malignit, autoimunitnich one-
mocnéni, funkce endokrinniho a re-
produkéniho systému, neurologickych

komplikaci (trvani/odeznéni nasledk
zpUsobenych ICANS), psychologického
stavu pacienta a kvality Zivota, funkce
kardiovaskuldrniho systému (echokar-
diografie) s intervenci rizikovych faktor(
metabolického syndromu (koufeni, obe-
zita), respiracni soustavy, gastrointesti-
nalni soustavy [12]. Postaveni o¢kovani
je v této chvili nejasné a je tieba k nému
pfistupovat pfisné individualné (vék,
predchozi infekéni komplikace, stav bu-
néc¢né a humoralni imunity) [12,31].

Vyvoj a budoucnost terapie

CAR-T lymfocyty

Vyzkum a vyvoj |é¢by v oblasti tera-
pie CAR-T lymfocyty postupuje velmi
rychle. Zdkladnim rozdilem prvnich tfi
generaci CAR-T lymfocytd je pocet kos-
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Tab. 8. Doporucena profylakticka protiinfek¢ni terapie [12].

GCSF
IVIG
Antibiotika

pfilgG < 49/l

Antivirotika

Antimykotika

Doporuceni European Society for Blood and Marrow Transplantation
pfi APN < 1 od dne +14 (vyhybat se podani u CRS a ICANS)

cotrimoxazol 480 mg tbl a 24 hod od lymfodeplec¢ni terapie po dobu 1 roku
ciprofloxacin 500 mg tbl a 12 hod zvazit pfi dlouhodobé neutropenii

valaciklovir 500 mg tbl a 12 hod nebo aciklovir 800 mg tbl a 12 hod od lymfodeplec¢ni terapie po dobu 1 roku
tenofovir 300 mg tbl a 24 hod po prodélané infekci virem hepatitidy B od lymfodeplec¢ni terapie po dobu 1 roku
cave: antivirotika mohou byt soucasti zachranné terapie slouzici k aktivaci,suicide” genu, u téchto produktl s
CAR-T lymfocyty je tieba ovéfit moznost pouziti antivirotik u vyrobce

flukonazol 200 mg tbl a 12 hod od lymfodeplec¢ni terapie do vzestupu APN > 1
posakonazol 300 mg tbl a 24 hod od lymfodeplec¢ni terapie do vzestupu APN >1 (pfedchozi alogenni transplan-
tace kostni dfené, invazivni aspergiléza, dlouhodobd lécba kortikoidy)

APN - absolutni pocet neutrofild, CRS - syndrom z uvolnénych cytokinl, GCSF - granulocyty stimulujici faktor, ICANS syndrom
neurotoxicity vyvolané efektorovymi burikami imunitniho systému, IVIG - intraven6zni imunoglobuliny

timula¢nich domén intracelularni ¢asti,
které pomahaji v aktivaci lymfocytu,
jeho proliferaci a prezivani. Novéjsi ge-
nerace mohou v intraceluldrni &asti
navic obsahovat napf. sebevrazedné
geny, které lze velmi rychle aktivo-
vat v pfipadé zavaznych nezadoucich
ucinkl (pomoci antivirotik nebo jiné ne-
nadorové terapie) [32]. Jiné typy ozna-
¢ované jako TRUCKs (T cells redirec-
ted for universal cytokine killing) maji
misto sebevrazendych gend geny od-
povédné za expresi cytokind (IL-12,
IL-18, IL-7, IL-15 a IL-23). Cytokiny se
uvoliuji po vazbé CAR na cilovy anti-
gen a pfispivaji k aktivaci TRUCKSs i jinych
bunék imunitniho systému (NK bunky,
makrofagy) [6]. Bispecifické CAR-T cells
(AUTO3 - anti-CD19/22 CAR-T lymfo-
cyty), které rozezndvaji dva rGzné na-
dorové antigeny, jsou konstruovany za
Ucelem zvyseni efektivity a snizeni nado-
rové rezistence [8]. Z nadorovych bunék
se pomoci immune checkpoint molekul
pfendsi inhibi¢ni signély, které mohou
spustit pfed¢asnou inaktivaci a apo-
ptézu transfundovanych CAR-T lymfo-
cytd. Aktivaci téchto signaliza¢nich drah
Ize zabranit nékolika zplsoby. Testuji se
CAR-T lymfocyty s modifikovanym im-
mune checkpoint receptorem (down-
regulace receptoru, switch receptor, do-
minantné negativni receptor) [33-35]
nebo CAR-T lymfocyty, které uvolfuji
checkpoint inhibitory [36].

Vyvoj se posouvd i ve vyrobé tzv. uni-
verzalnich CAR-T lymfocytl (off-the-
-shelf CAR-T lymfocyty). Jedna se o alo-
genni T lymfocyty, které jsou geneticky
modifikovany tak, aby neexprimovaly
T bunécny receptor a/nebo HLA mo-
lekulu 1. tfidy. Pozménéné T lymfocyty
nerozezndvaji alogenni antigeny, coz
zamezuje rozvoji reakce Stépu proti
hostiteli a pouzivaji se k vyrobé univer-
zalnich CAR-T lymfocytl [37,38]. Struk-
tura CAR (SUPRA CAR - split, universal
and programmable; BBIR CAR - biotin-
binding immune receptor) [39,40] je
sloZitéjsi nez u dosud schvalenych pre-
paratl. Ocekava se, ze takto konstruo-
vané CAR-T lymfocyty budou mit Sirsi
uplatnéni, budou lépe kontrolovatelné
a schopné vazat rdzné antigeny [39,40].
Terapie je ale teprve v zacdatcich. Do faze
klinického hodnoceni vstoupilo jenom
nékolik konstruktd (CTA101 - univer-
zaIni anti-CD19/22 CAR-T lymfocyty;
ALLO-715 - univerzélni anti-Bcma CAR-T
lymfocyty; anti-CD52 ALLO-647 — univer-
zalni anti-CD52 CAR-T lymfocyty [10,11].

Zaver

V soucasnosti jsou FDA schvaleny tfi
anti-CD19 CAR-T lymfocyty pro Ié¢bu re-
lapsu difuzniho velkobuné¢ného B lym-
fomu, akutni B-lymfoblatické leukemie
a lymfomu z plastovych bunék [14-17].
V roce 2021 byl schvélen prvni pfipra-
vek anti-BCMA CAR-T lymfocytl pro

lé¢bu relapsu mnohocetného my-
elomu [18,19] a Ize predpokladat roz-
Sifovani indikaci i u jinych hematoon-
kologickych onemocnéni. S rostoucim
poctem zkusenosti se postupné upra-
vuji doporuceni pro feseni ¢asnych ne-
zaddoucich ucinkd. Aplikace tocilizu-
mabu se posouva do ¢asnéjsich stadii
CRS [12], dokonce se zkousi jeho profy-
laktické podani pred samotnym prevo-
dem CAR-T lymfocytl [41]. Kortikoidy
zlstavaji lékem volby pro izolovanou
formu neurologické toxicity [12].

Nové konstrukty CAR-T lymfocytl
se vyradbi za ucelem zvyseni Ucinnosti
a bezpecnosti |écby. Optimalizuje se
struktura kostimula¢ni domény CAR, vy-
rabi se CAR-T lymfocyty s geny odpovéd-
nymi za expresi cytokin( [6], CAR-T lym-
focyty se sebevrazednymi geny [32]
nebo CAR-T lymfocyty s univerzalnim re-
ceptorem — SUPRA CAR [39]. Bispecifické
nebo vicespecifické produkty [8], kom-
binace systémové podavanych chec-
kpoint inhibitord a CAR-T lymfocytd
nebo CAR-T lymfocyt(, které samy blo-
kuji aktivaci inhibicnich signald [33-36],
maji zabranit vzniku ¢asné rezistence na
podanou lécbu.

Problémy (¢asova pfiprava, koncent-
rat PBMNCs s nizkym obsahem bunék),
které jsou spojené s vyrobou auto-
lognich produktl, by v budoucnosti
mohla odbourat vyroba univerzalnich
CAR-T lymfocytd z alogennich T lymfo-
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cytl. Lé¢ba by se pak méla stat dostup-
néjsi pro vétsi skupinu pacient(. Je ne-
sporné, ze se tato forma bunécné terapie
bude v pfistich letech dale vyvijet. Jeji
definitivni postaveni mezi jinymi typy
imunoterapie bude zaviset na G¢innosti,
cenové dostupnosti i ¢asové naroc¢nosti.
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