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Wstep

Uktad odpornosciowy (immunologiczny) umozliwia nie tylko obron¢ organizmu przed
infekcjami lecz rdwniez zwalczanie komorek nowotworowych. Komorki zmienione nowotworowo
zyskuja zdolno$§¢ do tzw. ucieczki spod nadzoru immunologicznego. Wykorzystuja one
mechanizmy, dzigki ktorym komorki uktadu odpornosciowego tracg zdolnos¢ do ich rozpoznawania
1 eliminacji.

Immunoterapia CAR-T cells, nalezy do produktow leczniczych terapii zaawansowanej (ATMP,
advanced therapy medicinal product) i polega na modyfikacji genetycznej komoérek uktadu
odpornosciowego - limfocytow T, by byly w stanie rozpozna¢ komoérki nowotworowe, przytaczyc
si¢ do nich, a nastgpnie zniszczy¢.

Poczatkowo stosowanie terapii CAR-T bylo ograniczone do niewielkich badan klinicznych,
gléwnie obejmujacych pacjentdéw z zaawansowanymi nowotworami hematologicznymi. Jednak
spektakularne efekty leczenia tych chorych, w szczegdlnosci z oporng lub nawrotowa postacia
nowotworu, u ktéorych wykorzystano juz wszystkie standardowe schematy leczenia, ustanowily
punkt zwrotny w postepowaniu klinicznym, zapoczatkowujac tym samym nowy obszar leczenia
przeciwnowotworowego.

Terapia genowa CAR-T cells uznawana jest za przyszto$¢ w leczeniu wielu typéw nowotworow i
jest obecnie, najbardziej zaawansowanym 1 dynamicznie rozwijajacym si¢ obszarem
immunoterapii.

Jak wyglada leczenie CAR-T

Mechanizm dziatania immunoterapii CAR-T jest wyjatkowo interesujacy. Terapia ta bazuje na
wlasnych limfocytach T pacjenta onkologicznego. W certyfikowanych o$rodkach z krwi pacjenta
chorego na dang chorobg (zwlaszcza chtoniaki i inne nowotwory hematologiczne) w procesie
leukaferezy pobiera si¢ limfocyty T, nastgpnie wysyla do specjalistycznego laboratorium, gdzie
metodami inZynierii genetycznej, wprowadza si¢ do nich za pomoca dezaktywowanego wektora
wirusowego, gen kodujacy na ich powierzchni, chimeryczne receptory antygenowe (CAR, chimeric
antygen receptors).

Nowo utworzone komorki CAR-T, sa namnazane do klinicznie istotnych wartosci, testowane
pod katem jako$ci 1 zamrazane w parach cieklego azotu. W takiej postaci sg transportowane z
powrotem do os$rodka leczenia i podczas jednorazowej infuzji dozylnej zostaja podane choremu od
ktorego byly pobrane. Otrzymane w ten sposéb zmodyfikowane limfocyty CAR-T przeznaczone sg
wylacznie do uzytku autologicznego.

W organizmie pacjenta, receptory CAR pozwalajg limfocytom T rozpoznawac i laczy¢ sie z
okreslonym antygenem, ulegajacym ekspresji na powierzchni komorek nowotworowych, (obecnie
najlepiej zbadana oraz najszerzej stosowana jest terapia CAR-T wykorzystujgca limfocyty T
skierowane przeciwko antygenowi CD19). Wigzanie si¢ receptora CAR z antygenem indukuje
aktywacje 1 proliferacj¢ limfocytow CAR-T, uwalnianie cytokin prozapalnych i cytotoksyczne
usmiercanie komodrek nowotworowych oraz rozprzestrzenianie i utrzymywanie si¢ limfocytow
CAR-T w krwiobiegu pacjenta.

Ponadto rozpoznanie docelowego antygenu przez limfocyty CAR-T, prowadzi do ich aktywacji
bez wczesniejszego prezentowania antygenow limfocytom T za posrednictwem bialek gloéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (MHC, major histocompatibility complex).



W obecnie zarejestrowanych preparatach CAR-T wkorzystuje si¢ limfocyty T skierowane
przeciwko antygenowi CD19 lub BCMA.

Zaprojektowanie odpowiednich komorek CAR-T wymaga znajomosci antygenow specyficznych
dla danych typow komorek. Do tej pory najlepiej zbadanym i najszerzej stosowanym jest CAR
anty-CD19, rozpoznajacy antygen CD19 wystepujacy na powierzchni komorek nowotworowych
wywodzacych si¢ z limfocytéw B. Zaleta CD19 w terapii celowanej jest ograniczone wystepowanie
tej czasteczki do limfocytéw B 1 nowotworéw wywodzacych si¢ z tych komorek. Terapia CAR-T
wykorzystujaca limfocyty T skierowane przeciwko antygenowi CD19 okazala si¢ skuteczna w
leczeniu nowotwordw takich jak np. ostra biataczka limfoblastyczna z komorek B (B-cell ALL, B-
cell acute lymphoblastic leukemia), chtoniak rozlany z duzych komorek B (DLBCL, diffuse large
B-cell lymphoma) czy pierwotny chloniak $rédpiersia (PMBCL, primary mediastinal large B-cell
lymphoma). Wydawato si¢, ze komorki szpiczaka mnogiego (MM, multiple myeloma), wywodzace
si¢ rowniez z limfocytow B, beda podatne na leczenie komorkami CAR-T skierowanymi przeciwko
antygenowi CD19. Jednak w przypadku tego nowotworu praktycznie nie dochodzi do ekspresji
glikoproteiny CD19, a badania pokazaty, ze komorki CAR anty-CD19 dajg praktycznie nikle
efekty. W walce ze szpiczakiem mnogim skutecznym celem terapeutycznym okazat si¢ antygen
specyficzny dla dojrzewajacych limfocytow B (BCMA, B cell maturation antygen).

Budowa receptora CAR

Chimeryczny receptor antygenowy (CAR, chimeric antygen receptor) to genetycznie
modyfikowane biatko receptorowe, skladajgce si¢ z zewnatrzkomoérkowej domeny rozpoznajacej
antygen, domeny rozdzielajacej (zawias lub element dystansowy), domeny transbtonowej oraz
wewnatrzkomorkowych domen przekazujacych sygnaty aktywujace do wnetrza komorki. (ryc.1)

antigen-recognition domain - domena rozpoznajgca antygen (cze$¢ zewnatrzkomoérkowa), ktérg
tworzy najczesciej jednotancuchowy fragment zmienny przeciwciata (scFv, a single-chain variable
fragment) rozpoznaje i wigze docelowy antygen komdrkowy

hinge - zawias lub element dystansowy, jest przeznaczony do laczenia scFv z domeng transbtonowa

transmembrane domain - domena transblonowa przekazuje sygnaty rozpoznawania ligandow do
domen(-y) wewnatrzkomorkowej(-ych)

signalling domain / activation domain - domena sygnalowa/aktywacyjna (cz¢$¢
wewnatrzkomoérkowa) (np. CD3 zeta) stymulujaca proliferacje komorek T, cytolize 1 wydzielanie
cytokin w celu wyeliminowania komorki docelowej ma krytyczne znaczenie dla rozpoczynania
aktywacji limfocytow T 1 aktywnoS$ci przeciwnowotworowej

costimulatory domain - domena kostymulujaca/kostymulacyjna (cze¢$¢ wewnatrzkomoérkowa) (np.
CD28 lub 4-1BB) (nie ma jej w CAR pierwszej generacji) wzmaga ciagla proliferacj¢ komorek,
nasila rozprzestrzenianie i utrzymywanie si¢ limfocytow CAR-T w krwiobiegu pacjenta
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Wyréznia si¢ co najmniej cztery generacje CAR-T

I greneracja

Pierwsza generacje charakteryzuje pojedyncza domena sygnalizacyjna, najczgsciej jest to domena
CD3 zeta. Limfocyty CAR-T pierwszej generacji wykazywaty aktywno$¢ in vitro, przy braku
skutecznosci in vivo.

II greneracja

CAR drugiej generacji, moze generowac¢ podwdjne sygnaly poprzez domeng sygnalowa CD3 zeta i
domeng kostymulujacg (np. CD28 lub 4-1BB)

W przypadku drugiej generacji receptorow stwierdzono skuteczno$¢ kliniczng i stato§¢ dziatania.
Komorki CAR-T drugiej generacji najlepiej przebadano i sg wykorzystywane, w zarejestrowanych
produktach leczniczych.

ITI greneracja

W celu wzmocnienia potencjatu przeciwnowotworowego do receptora trzeciej generacji dodano
kolejne czasteczki kostymulujace (np. CD28, 4-1BB lub 0X40).

Wyniki badan sg niejednoznaczne pod wzgledem bezpieczenstwa i skutecznosci terapii z powodu
nadmiernego wydzielania cytokin.

W zwiazku z tym limfocyty CAR-T trzeciej generacji nadal podlegaja modyfikacjom.

IV greneracja

Czwarta generacja to zr6znicowana grupa, obejmujaca na przyktad komorki T typu TRUCK

(T cells redirected for universal cytokine killing). CAR czwartej generacji zawierajg dodatkowa
domeng transdukcji, obejmujaca jadrowy czynnik aktywowanych komoérek T (NFAT, nuclear factor
of activated T cells) czynnik transkrypcyjny indukujacy produkcje¢ interleukiny 12 (IL-12).



Rodzaje domen wewnatrzkomérkowych w CAR drugiej generacji dla przyktadowych lekow

Lek receptor domena kostymulujaca / domena sygnatowa /
skierowany domena kostymulacyjna domena aktywacyjna
przeciwko
antygenowi

Kymriah CD19 4-1BB (CD137) CD3 zeta

(tisagenlecleucel)

Yescarta CD19 CD28 CD3 zeta

(aksykabtagen

cyloleucel)

Tecartus CD19 CD28 CD3 zeta

(brexucabtagen

autoleucel)

Breyanzi CD19 4-1BB (CD137) CD3 zeta

(lizokaptagen

maraleucel)

Abecma BCMA 4-1BB CD3 zeta

(idekabtagen

wikleucel)

Carvykti BCMA 4-1BB CD3 zeta

(ciltakabtagen

autoleucel)

Skutecznos¢ terapii CAR-T

Skutecznosci terapii CAR-T wykazano w badaniach klinicznych z udzialem pacjentéw, z oporna
lub nawrotowg postaciag nowotworu, u ktoérych wykorzystano juz wszystkie standardowe schematy
leczenia. W przypadku takich pacjentow rokowania s3a bardzo niekorzystne mimo to metoda
wykazata duzg skuteczno$¢, umozliwila kontrole nad progresja nowotworu lub uzyskanie
dhlugotrwatych remisji, co stale znajduje potwierdzenie w praktyce klinicznej.

Wyniki pierwszych rejestracyjnych badan klinicznych:

W badaniu klinicznym ELIANA nad Kymriah (tisagenlecleucel) w leczeniu dzieci 1 mlodych
dorostych (do 25. rz.) z nawrotowg lub oporng na leczenie ostra biataczka limfoblastyczng (ALL) z
komoérek B, odpowiedz na leczenie - catkowity wskaznik remisji (ORR, overall remission rate)
uzyskano u 81,3% pacjentow. 60% pacjentow uzyskato catkowitg remisje (CR, complete response).
Prawdopodobienstwo 12-miesigcznego czasu przezycia wsrdd wszystkich pacjentow (OS, overall
survival) wyniosto 76,4%.

W badaniu JULIET nad Kymriah (tisagenlecleucel)w leczeniu DLBCL (chtoniak rozlany z
duzych komorek B) odpowiedzZ na leczenie - catkowity wskaznik remisji (ORR, overall remission
rate) uzyskano u 51,6% pacjentow. 39,8% pacjentdw uzyskato catkowita remisje (CR, complete
response). Prawdopodobienstwo 12-miesiecznego czasu przezycia (OS, overall survival) wyniosto
49% wsrod wszystkich pacjentow 1 90% u pacjentow z catkowita odpowiedzig.



W badaniu klinicznym nad skutecznoscig Yescarta (axicabtagene ciloleucel) (badanie ZUMA-1)
odpowiedzZ na leczenie - calkowity wskaznik remisji (ORR, overall remission rate) uzyskato 82%
pacjentow chorujacych na DLBCL lub PMBCL (pierwotny chioniak $rodpiersia). 54% pacjentow
uzyskato catkowita remisje (CR, complete response). Catkowite przezycie (OS, overall survival)
po 2 latach wyniosto 50,5%, a po 5 latach 42,6%. Podobnie jak w przypadku badania nad Kymriah,
pacjenci u ktérych wystgpita catkowita odpowiedz na leczenie wykazywali dtuzszy czas wolny od
progresji choroby.

Caly czas prowadzone s3 dalsze badania, majace na celu ocen¢ dlugofalowej skutecznosci
terapii.

Glowne przyczyny niepowodzenia terapii CAR-T

Gtowne przyczyny niepowodzenia terapii CAR-T zwigzane sg z opornoscig i nawrotami.

Pomimo niezwykle obiecujacych wynikow, jak rowniez pozytywnej odpowiedzi na terapi¢ u
pacjentOw z opornymi, nawracajagcymi nowotworami, nadal pozostaje pewna grupa chorych, u
ktérych nie obserwuje si¢ odpowiedzi na zastosowang terapig.

Wyniki badan klinicznych wskazujg rowniez, ze u czesci pacjentow dochodzi do nawrotu
choroby, po wczesniejszej pozytywnej odpowiedzi na podanie komoérek CAR-T. Najczestszymi
przyczynami nawrotu choroby jest utrata docelowego antygenu na komorce nowotworowej (nawet
do 60% nawrotow biataczek po terapii komorkami CAR-T anty-CD19), oraz tzw. wyczerpanie
limfocytow T.

Utrata docelowego antygenu

Jako mechanizm utraty antygenu wskazuje si¢ obecnie kilka zjawisk. Jednym z nich jest
alternatywny splicing  (alternatywne sktadanie genow) , w wyniku ktéorego dochodzi do
powstawania takich wariantéw antygenow, ktére nie zawierajg epitopu wczesniej rozpoznawanego
przez komorke CAR-T. W przypadku genu kodujacego na powierzchni komorki nowotworowej
antygen CD19, w procesie tym dochodzi do taczenia eksonow (sekwencji kodujacych) z
pre-mRNA z pomini¢ciem eksonu 2 co skutkuje utratg epitopu antygenu CD19 rozpoznawanego
przez limfocyty CAR-T anty-CD19.

Innym zbadanym i niezwykle ciekawym zjawiskiem jest tzw. cell lineage switch, ,,zmiana linii”
gdy po zastosowaniu terapii CAR-T anty-CD19 u pacjentéw z biataczka limfoblastyczng z komorek
B (B-ALL CD19+) nastepuje nawrdt choroby w postaci ostrej biataczki szpikowej (AML CD19-)
wraz z obserwowang zmiang fenotypu biataczkowego z limfoidalnego na szpikowy.

Kolejnym z czesto wystepujacych zjawisk odpowiedzialnych za brak skutecznosci CAR-T jest
obnizenie ekspresji antygenu w takim stopniu, ktory uniemozliwia zainicjowanie funkcji litycznej
przez limfocyt CAR-T. Co interesujace, dziatanie CAR-T jest regulowane nie tylko przez ggstos¢
antygenu na docelowych komoérkach nowotworowych, lecz takze przez samg gestos¢ CAR na
zmodyfikowanych limfocytach T.



Wyczerpanie limfocytow T

Drugim z najcze¢$ciej wymienianych mechanizméw odpowiedzialnych za nieskutecznos¢ terapii
CAR-T jest tzw. wyczerpanie limfocytow T. Pojecie ,,wyczerpania” (T-cells exhaustion) odnosi si¢
do stanu dysfunkcji charakteryzujacego sie ograniczeniem funkcji efektorowej w postaci utraty
funkcji cytotoksycznych 1 szczegodlnie zwigkszong ekspresja receptorow hamujgcych odpowiedz
immunologiczng, tzw. immunologicznych punktéw kontrolnych. Wyczerpanie po przewleklej
ekspozycji na antygen zwykle wywotane jest przez przewlekla stymulacje, np. w nowotworach.
Cecha charakterystyczng takich ,,wyczerpanych” limfocytow jest ich uposledzona zdolno$¢ do
proliferacji po zetknigciu si¢ z antygenem. Mechanizmy wyczerpania komorek CAR-T wcigz nie
sg dobrze poznane.

Dzialania niepozadane

Podobnie do wszystkich terapii przeciwnowotworowych metoda CAR-T niesie za sobag ryzyko
niepokojacych, a czasem $miertelnych dziatan niepozadanych. Spos$rod nich najczestsze i
najpowazniejsze za razem sg zespot uwalniania cytokin (CRS, cytokine release syndrome) oraz
neurotoksyczno§¢ w tym ciezkie neurologiczne dziatania niepozadane, znane rowniez jako zespot
neurotoksyczno$ci zwigzanej z komoérkami efektorowymi uktadu odpornosciowego (ICANS,
immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome). Inne dzialania niepozadane to: reakcje
alergiczne w tym ostra reakcja anafilaktyczna, hipogammaglobulinemia, zakazenia, goraczka
neutropeniczna, przedluzajaca si¢ cytopenia oraz zespdt rozpadu guza (TLS, tumour lysis
syndrome).

Istotne jest Scisle monitorowanie stanu pacjenta pod katem dziatah niepozadanych. Opracowane
zostaty algorytmy postepowania w zaleznosci od skali nasilenia CRS i toksyczno$ci neurologicznej,
utatwiajace rozpoznanie tych powiktan i wdrozenie odpowiedniego leczenia.

Zespot uwalniania cytokin

Zesp6t uwalniania cytokin obserwowany jest czesto, rozwija si¢ najczesciej w okresie od 1 do 10
dnia od podania leku. P6Zno wystepujacy CRS jest rzadki. Objawami zespotu uwalniania cytokin
moga by¢: wysoka goraczka, dreszcze, bol migsni, bol stawow, nudnosci, wymioty, biegunka,
wzmozona potliwos¢, wysypka, brak laknienia, uczucie zmeczenia, bdol glowy, hipotensja,
encefalopatia, duszno$¢, przyspieszony oddech oraz niedotlenienie narzadow i tkanek. Ponadto
niewydolnos¢ serca 1 arytmia oraz niewydolno$¢ nerek. Konsekwencja zespotu uwalniania cytokin
mogag by¢ zespdt rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC, disseminated
intravascular coagulation), zespol przesigkania wtosniczek (CLS, capillary leak syndrome) oraz
zespodl  hemofagocytarny/zespot  aktywacji  makrofaga (HLH/MAS, haemophagocytic
lymphohistiocytosis/macrophage activation syndrome).

W zespole uwalniania cytokin o nasileniu umiarkowanym lub ci¢zkim stosuje si¢ terapi¢ oparta
na lekach anty-IL-6, takich jak tocilizumab. Osrodek stosujacy terapie¢ CAR-T musi dysponowac
sprzetem ratunkowym niezbednym do leczenia nagtych przypadkéw i minimum czterema dawkami
tocilizumabu dla kazdego pacjenta do =zastosowania w przypadku wystgpienia CRS.
Kortykosteroidy moga by¢ podawane jedynie w nagtych, zagrazajacych zyciu przypadkach.



Neurotoksycznos¢

Podczas stosowania terapii CAR-T czesto wystepuja neurologiczne dzialania niepozadane,
szczegblnie encefalopatia, stany splatania lub stan majaczeniowy i moga one by¢ cigzkie lub
zagraza¢ zyciu (ICANS). Inne objawy to: napady drgawkowe, afazja 1 zaburzenia mowy. Wigkszos¢
zdarzen neurologicznych wystepuje w ciggu 8 tygodni po infuzji produktu leczniczego i sa one
przemijajace. Objawy neurologiczne moga naktadac si¢ z objawami zespotu CRS.

Zakazenia

Terapia CAR-T wiaze si¢ z obnizeniem odpornosci wynikajagcym w szczegolnosci z leczenia
limfodeplecyjnego oraz poterapeutycznej aplazji limfocytow B. Wplywa to na mozliwos¢
wystapienia powaznych zakazen, w tym zakazeh zagrazajacych zyciu. Przed 1 w trakcie terapii
pacjentow nalezy monitorowa¢ pod katem przedmiotowych i podmiotowych objawow zakazenia
oraz wdrozy¢ odpowiednig profilaktyke 1 leczenie. Pacjenci z czynnym, nieopanowanym
zakazeniem nie powinni rozpoczyna¢ leczenia produktem do czasu ustgpienia zakazenia.
Hipogammaglobulinemia

Limfocyty T wyposazone w receptory CAR skierowane przeciwko antygenowi C-19 moga
rozpoznawa¢ 1 zabija¢é oprocz komorek nowotworowych rowniez zdrowe limfocyty B
odpowiadajace za produkcje immunoglobulin. U pacjentow moze wystapi¢ aplazja limfocytow B,
prowadzaca do  hipogammaglobulinemii. Ze wzglegdu na mozliwo$§¢  wystgpienia
hipogammaglobulinemii st¢zenie immunoglobulin powinno by¢ monitorowane. U pacjentow z
niskim stezeniem immunoglobulin nalezy stosowac leczenie substytucyjne immunoglobulinami.
Przedtuzajaca si¢ cytopenia

Odnotowano bardzo czeste wystepowanie przedtuzajacej przez kilka tygodni si¢ cytopenii, w

tym maloplytkowo$¢, neutropeni¢ i niedokrwisto$¢. Po infuzji preparatu CAR-T nalezy
monitorowa¢ wyniki badan morfologii krwi pacjenta.

Etapy terapii CAR-T

W terapii CAR-T mozna wyrdzni¢ nastgpujace etapy:

e Kwalifikacja pacjenta do terapii CAR-T
e Leukafereza
e Zamrozenie pobranych komoérek w Banku Komoérek Krwiotwoérczych

e Chemioterapia pomostowa - w trakcie oczekiwania na wytworzenie 1 przestanie gotowego
preparatu CAR-T

e Przekazanie komorek do specjalistycznego laboratorium - produkcja preparatu CAR-T



e Zamrozenie i transport gotowego produktu CAR-T do os$rodka leczenia
e Przechowywanie odebranego produktu w Aptece Szpitalnej

e Chemioterapia limfodeplecyjna

e Premedykacja przed infuzja

e Rozmrozenie komoérek CAR-T

e Infuzja rozmrozonego preparatu

e Hospitalizacja

Kwalifikacja pacjenta do terapii CAR-T

Kwalifikacja pacjenta do terapii CAR-T odbywa si¢ w certyfikowanym osrodku 1 polega na
weryfikacji kryteriow wilaczenia i przeciwwskazan. Przebiega ona na podstawie analizy wynikow
badan wymaganych do kwalifikacji oraz rozmowy z pacjentem. Warunkiem koniecznym s3 np.
ujemne wyniki badan markerow zakaznych u pacjenta (badania HBV, HCV i HIV). OpodzZnienie
kwalifikacji moze skutkowaé brakiem mozliwosci wykonania skutecznej leukaferezy.

Leukafereza

Leukafereza polega na pobraniu leukocytéw z krwi pacjenta przy pomocy separatora
komoérkowego. Bardzo istotne jest pozyskanie odpowiedniej ilosci limfocytow T, ktore moga by¢
poddane modyfikacji genetycznej w celu utworzenia limfocytow CAR-T. Zaleca si¢ jak najszybsze
wykonanie leukaferezy, w po6zniejszym okresie ze wzgledu na dynamike choroby oraz prowadzone
intensywne leczenie, skuteczna leukafereza na potrzeby procesu produkcyjnego CAR-T moze si¢
okaza¢ niemozliwa.

Dziatanie niektérych chemioterapeutykow moze negatywnie wplywa¢ na ilos¢ 1 jakosé
limfocytow, uniemozliwiajac pobranie odpowiedniej ilo$ci komorek do wyprodukowania CAR-T
cells. Planujac leukafereze nalezy uwzgledni¢ okres wyplukiwania tych lekow z organizmu
pacjenta. Okres potrzebny do wyptukania leku jest specyficzny dla danego preparatu - generalnie
przyjmuje si¢ ze, jest to okres rowny 5 czasom pottrwania leku w organizmie.

W przypadku pacjentow u ktérych zastosowano przeszczepienie allogenicznych komorek
krwiotwdrczych, zalecany minimalny okres pomiedzy przeszczepieniem a leukafereza wynosi 12
tygodni.

Leukaferezy nie nalezy wykonywa¢ w przypadku aktywnej choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GVHD, Graft-Versus-Host Disease).

Zamrozenie pobranych komoérek

Pobrane w procesie leukaferezy limfocyty T sa przekazywane do Banku Komorek
Krwiotwoérczych, gdzie sa zamrazane w parach cieklego azotu i1 skad sa wysylane do
specjalistycznego laboratorium. Zamrozony materiat z aferezy moze by¢ przechowywany i
wykorzystany do 30 miesi¢cy przed uruchomieniem produkcji CAR-T, jednak ,,zapobiegawcze”
pobieranie limfocytow nie jest dziataniem rutynowym.
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Chemioterapia pomostowa

Ze wzgledu na czas potrzebny na wytworzenie 1 przekazanie produktu leczniczego
zawierajacego limfocyty CAR-T, czgsto  zachodzi konieczno$¢ zastosowania chemioterapii
pomostowej, by zapobiec gwaltownemu pogorszeniu si¢ stanu pacjenta w trakcie kilkutygodniowej
przerwy miedzy leukafereza a infuzjag komérek CAR-T. Ma ona réwniez na celu zmniejszenie ilo$ci
komorek nowotworowych w organizmie, gdyz duza aktywnos$¢ choroby ujemnie koreluje ze
skuteczno$cig terapii CAR-T 1 moze przyczyniac si¢ do wigkszego ryzyka wystapienia powiktan, w
szczegoOlnosci - zespotu uwalniania cytokin (CRS, cytokine release syndrome).

Produkcja preparatu CAR-T

W specjalistycznym laboratorium, metodami inzynierii genetycznej, do genomu limfocytow T,
za pomoca dezaktywowanego wektora wirusowego zostaje wprowadzony, gen kodujacy na ich
powierzchni, chimeryczne receptory antygenowe (CAR, chimeric antygen receptors). Najczesciej
stososowane sa techniki wirusowe, wykorzystujace retrowirusy lub lentiwirusy, ktore umozliwiaja
uzyskanie trwatego transgenu kodujacego ekspresj¢ CAR. Zapewniajg one stabilng integracj¢ z
genomem limfocytéw T i ich komorkami potomnymi, utworzonymi przez podziat komorkowy.
Nowo utworzone komorki CAR-T, s3g namnazane do klinicznie istotnych warto$ci, testowane pod
katem jakoS$ci i zamrazane w parach ciektego azotu.

Przyktadowo preparat Kymriah to 1 lub wigcej workow infuzyjnych zawierajacych tacznie
1,2 x10¢ do 6 x 10® zywotnych limfocytéw T posiadajacych receptor CAR.

Informacja o liczbie zywotnych limfocytow T posiadajacych receptor CAR/ml 1 catkowitej
liczbie komorek zawartej w danym produkcie jest podana w dokumentacji przygotowanej dla danej
serii dotaczonej do produktu.

Wytworzenie 1 przekazanie produktu leczniczego, zawierajacego zmodyfikowane limfocyty
CAR-T trwa zazwyczaj kilkanascie do kilkudziesigciu dni.

Przechowywanie i transport

Kazdy worek infuzyjny z preparatem CAR-T jest umieszczony w aluminiowej kasecie, nastgpnie
w szczelnej kopercie ochronnej. Tak opakowany produkt, nalezy transportowac i przechowywa¢ w
zbiorniku do przechowywania kriogenicznego, w parach cieklego azotu (np. w temperaturze
ponizej -120°C Kymriah, ponizej -150°C Yescarta). Nadzéor nad przyjmowaniem,
przechowywaniem i wydawaniem produktu oraz zarzadzanie nim w oddziale szpitalnym nalezy do
zadan zawodowych farmaceutdéw, pracownikéw Apteki Szpitalnej. Osrodki stosujace terapi¢ CAR-
T musza by¢ wyposazone w zbiorniki kriogeniczne do przechowywania tych preparatow stale
monitorowane pod wzgledem temperatury i poziomu azotu.

Zamrozony produkt zachowuje trwato§¢ w warunkach fazy gazowej cieklego azotu zgodnie ze
wskazaniami producenta (np. 9 miesigcy Kymriah, 1 rok Yascarta) i musi pozostawa¢ zamrozony
do momentu, gdy pacjent bedzie gotowy do rozpoczecia leczenia.

Na terenie placowki, produkt musi by¢ transportowany w zamknig¢tych, odpornych na
uszkodzenia, szczelnych pojemnikach.

Chemioterapia limfodeplecyjna - kondycjonowanie przed leczeniem
Kolejnym etapem poprzedzajacym podanie choremu immunoterapiit CAR-T jest chemioterapia

limfodeplecyjna - polegajaca na zastosowaniu tradycyjnej chemioterapii, w celu zredukowania
liczby limfocytow T wystepujacych w organizmie pacjenta. Ma to na celu zapobieganie odrzuceniu
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zmodyfikowanych limfocytow CAR-T przez uklad odpornosciowy pacjenta oraz zwigkszenie
skutecznosci ich dzialania.

Schemat chemioterapii limfodeplecyjnej jest $ciSle okreslony, w zalezno$ci od podawanego
preparatu 1 wskazania.

Na przyktad w przypadku produktu leczniczego Kymriah zgodnie ze schematem, stosuje si¢
dozylnie fludarabing 1 cyklofosfamid. Jesli u pacjenta nie mozna zastosowac cyklofosfamidu,
nalezy poda¢ dozylnie cytarabing i etopozyd - w ALL lub bendamustyn¢ - w DLBCL. W przypadku
produktu leczniczego Kymriah chemioterapi¢ limfodeplecyjng mozna poming¢, jesli liczba biatych
krwinek u pacjenta wynosi < 1 000 komoérek/ul w czasie 1 tygodnia poprzedzajacego infuzje
produktu.

Premedykacja

Aby zminimalizowa¢ potencjalne ostre reakcje zwigzane min. z obecnoscig Srodkow
konserwujacych w preparacie, na okoto 30-60 min. przed infuzja zaleca si¢ zastosowanie u
pacjentow premedykacji paracetamolem 1 difenhydraming lub innym lekiem przeciwhistaminowym
HI1. Nie nalezy stosowa¢ kortykosteroidow (poniewaz mogg one wplywac¢ na aktywnos¢ produktu),
z wyjatkiem stosowania ich w celu leczenia zespolu uwalniania cytokin ( CRS, cytokine release
syndrome), toksycznos$ci neurologicznych oraz w innych standw naglego zagrozenia zycia.

Rozmrazanie

Rozmrazanie produktu mozna rozpocza¢ dopiero po potwierdzeniu, ze pacjent jest
przygotowany do infuzji.

Produkt nalezy rozmraza¢ w temperaturze 37°C w kapieli wodnej lub metoda suchego
rozmrazania do momentu, gdy w worku infuzyjnym nie bedzie widocznego lodu.

W zaleznosci od preparatu jedna dawka do indywidualnego leczenia zawiera zwykle 1 worek
(np. Yescarta) albo 1 lub wigkszg liczb¢ workow infuzyjnych (np. Kymriah). Jesli do podania
zaleconej dawki pacjent otrzymuje wigcej niz jeden worek infuzyjny, drugiego worka nie nalezy
rozmraza¢ do czasu podania w infuzji zawartosci poprzedniego worka. Przed rozmrozeniem worek
infuzyjny nalezy oceni¢ pod katem wszelkich przecig¢ lub peknieé. Jesli worek infuzyjny wydaje
si¢ uszkodzony nalezy go wyrzuci¢ zgodnie z lokalnie obowigzujacymi procedurami
bezpieczenstwa dotyczacymi lekéw biologicznych. Nie wolno ponownie zamraza¢ rozmrozonego
produktu.

Infuzja

Produkt leczniczy jest przeznaczony wylacznie do podawania w drodze infuzji dozylne;.
Przed infuzja produktu leczniczego nalezy koniecznie potwierdzi¢, ze tozsamo$¢ pacjenta jest
zgodna z danymi identyfikacyjnymi pacjenta zamieszczonymi na worku (workach) infuzyjnym z
produktem. Produkt leczniczy, zawierajacy limfocyty CAR-T otrzymane z limfocytow T danego
chorego, jest przeznaczony wylacznie do uzytku autologicznego i w zadnym wypadku nie moze by¢
podawany innym pacjentom.

Produkt nalezy poda¢ natychmiast po rozmrozeniu. Rozmrozony produkt nalezy przechowywac
w temperaturze pokojowej (od 20°C do 25°C) i poda¢ w infuzji w ciggu 30 minut, co pozwoli
zachowa¢ maksymalng zywotnos$¢ produktu. W czas ten wliczajg si¢ wszelkie przerwy w infuzji.

Przed infuzja nalezy upewni¢ si¢, ze osrodek dysponuje sprzgtem ratunkowym niezbednym do
leczenia naglych przypadkow 1 minimum czterema dawkami tocilizumabu dla kazdego pacjenta do
zastosowania w przypadku wystapienia zespotu uwalniania cytokin CRS.
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Monitorowanie pacjenta po infuzji

Minimalny czas hospitalizacji po podaniu preparatu CAR-T to 10 dni, zazwyczaj jednak jest
dtuzszy - okoto 2 tygodnie. W tym czasie pacjentéw nalezy calodobowo monitorowac, pod katem
przedmiotowych i podmiotowych objawow potencjalnego zespotu uwalniania cytokin CRS,
zdarzen neurologicznych 1 innych dzialan toksycznych. W przypadku wystgpienia powiktan,
pacjent pozostaje w osrodku do czasu ustgpienia objawow. Przez co najmniej 4 tygodnie po infuzji
pacjent powinien przebywaé¢ w poblizu certyfikowanego osrodka, do dwoch godzin podrdzy, aby w
razie wystgpienia pdznych powiktan mogl szybko by¢ poddany leczeniu.

Pierwsze zarejestrowane produkty

W 2017 roku terapie CAR-T zatwierdzita amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration) w leczeniu dzieci z ostrg biataczka limfoblastyczng z komoérek B
(B-cell ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia) oraz dorostych z zaawansowang postacig
chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma).

W wieloosrodkowych badaniach klinicznych wykazano mozliwo$¢ uzyskania dlugotrwate;
remisji u pacjentéw z DLBCL oraz ALL z komoérek B, leczonych limfocytami CAR-T anty-CD19 w
przypadku braku skutecznych innych opcji terapeutycznych. Rejestracje uzyskaty dwa produkty,
tisagenlecleucel - Kymriah w sierpniu 2017 roku (badanie rejestracyjne ELIANA) do leczenia
dzieci i mlodych dorostych (do 25 rz.) chorych na ALL oraz axicabtageneciloleucel - Yescarta w
pazdzierniku 2017 roku (badanie rejestracyjne ZUMA-1) do leczenia DLBCL .

Produkty CAR- T obecnie zarejestrowane w UE

W 2018 r. zaréwno tisagenlecleucel (Kymriah) jak i axicabtagene ciloleucel (Yescarta) zostaly
zatwierdzone przez Europejska Agencj¢ Lekow (EMA) byly to pierwsze dwie terapie komoérkowe
z chimerycznym receptorem antygenowym (CAR) dopuszczone do obrotu na terenie Unii
Europejskiej. Liczba rejestracji nowych produktow CAR-T jak i rozszerzenie wskazan do wczesniej
zarejestrowanych preparatow wciaz si¢ powigksza.

Preparaty CAR-T zatwierdzone przez EMA:
Kymriah (tisagenlecleucel)

Produkt leczniczy Kymriah (tisagenlecleucel) jest wskazany w leczeniu: dzieci, mlodziezy i
miodych dorostych w wieku do 25 lat z ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL) z komorek B,
oporng na leczenie, ktora znajduje si¢ w fazie nawrotu po transplantacji lub w fazie drugiego badz
kolejnego nawrotu oraz dorostych pacjentdéw z nawracajacym lub opornym na leczenie chloniakiem
rozlanym z duzych komoérek B (DLBCL), po dwoch lub wigkszej liczbie linii leczenia
systemowego.

W marcu 2022 Europejska Agencja Lekow wydata pozytywna rekomendacje rozszerzajaca
wskazanie dla leku tisagenlecleucel (Kymriah) o leczenie dorostych pacjentéw z nawracajacym lub
opornym na leczenie chloniakiem grudkowym (FL) po dwoch lub wigkszej liczbie linii leczenia
systemowego.
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Yescarta (axicabtagene ciloleucel)

Produkt Yescarta (axicabtagene ciloleucel) jest wskazany w leczeniu nawrotowego lub opornego
na leczenie chloniaka rozlanego z duzych komoérek B (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma) i
pierwotnego chtoniaka §rodpiersia z duzych komorek B (PMBCL, primary mediastinal large B-cell
lymphoma) u dorostych pacjentow, ktérzy uprzednio otrzymali co najmniej dwie linie leczenia
systemowego.

Od kwietnia 2022 produkt Yescarta jest wskazany w leczeniu nawrotowego lub opornego na
leczenie chtoniaka grudkowego (FL, follicular lymphoma) u dorostych pacjentow, ktorzy uprzednio
otrzymali co najmniej trzy linie leczenia systemowego.

Axicabtagene cyloleucel jest pierwsza terapia z wykorzystaniem chimerycznych receptorow
antygenowych (CAR) zatwierdzong dla pacjentow w Europie juz w drugiej linii leczenia.

We wrze$niu 2022 Europejska Agencja Lekéw wydata pozytywng opini¢ rozszerzajaca
wskazanie dla leku Yescarta o leczenie pacjentéw z chtoniakiem rozlanym z duzych komoérek B
(DLBCL) lub chtoniakiem o wysokim stopniu ztosliwosci z komérek B (HGBL, high-grade B-cell
lymphoma) po nawrocie w ciggu 12 mies. lub opornosci na pierwszg lini¢ leczenia systemowego.

Tecartus (brexucabtagene autoleucel)

Produkt Tecartus (brexucabtagene autoleucel) jest wskazany w leczeniu nawrotowego lub
opornego na leczenie chtoniaka z komorek plaszcza (MCL, mantle cell lymphoma) u dorostych
pacjentow, ktorzy uprzednio otrzymali co najmniej dwie linie leczenia systemowego, w tym
inhibitor kinazy tyrozynowej Brutona (BTK, Bruton’s tyrosine kinase).

Ponadto od lipca 2022 produkt Tecartus jest wskazany w leczeniu nawrotowej lub opornej na
leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL, acute lymphoblastic leukaemia) wywodzacej si¢
prekursoréw limfocytoéw B u dorostych pacjentow w wieku 26 lat i starszych.

Abecma (idecabtagene vicleucel)

Produkt Abecma jest wskazany do leczenia dorostych pacjentdw z nawrotowym i opornym na
leczenie szpiczakiem mnogim (MM, multiple myeloma), u ktérych stosowano wcze$niej co
najmniej trzy metody leczenia, w tym lek immunomodulujacy, inhibitor proteasomu i przeciwciato
anty-CD38, 1 wykazano progresje choroby podczas ostatnio stosowanego leczenia.

Breyanzi (lisocabtagene maraleucel)

Produkt leczniczy Breyanzi jest wskazany do leczenia dorostych pacjentow z nawrotowym lub
opornym na leczenie chioniakiem rozlanym z duzych komoérek B (DLBCL, diffuse large B-cell
lymphoma), pierwotnym chtoniakiem S$rodpiersia z duzych komorek B (PMBCL, primary
mediastinal B-cell lymphoma) oraz chloniakiem grudkowym stopnia 3B (FL3B, follicular
lymphoma grade 3B) po zastosowaniu dwoch lub wiecej linii leczenia systemowego.
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Carvykti (ciltacabtagene autoleucel)

Produkt leczniczy Carvykti jest wskazany do leczenia dorostych pacjentow z nawrotowym i
opornym na leczenie szpiczakiem mnogim (MM, multiple myeloma), u ktéorych stosowano
wczesniej co najmniej trzy metody leczenia, w tym lek immunomodulujacy, inhibitor proteasomu i
przeciwciato anty-CD38 1 u ktérych stwierdza si¢ progresje choroby w trakcie ostatniej metody

leczenia.

Obecnie w Unii Europejskiej zarejestrowane sa nastepujace preparaty CAR-T:

Lek Rejestracyjne Sponsor Wskazanie
badanie
kliniczne
Kymriah ELIANA Novartis Ostra biataczka limfoblastyczna z komoérek B
(tisagenlecleucel) B-cell ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia
Kymriah JULIET Novartis Chloniak rozlany z duzych komoérek B
(tisagenlecleucel) DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma
Kymriah ELARA Novartis Chtoniak grudkowy
(tisagenlecleucel) FL, follicular lymphoma
Yescarta ZUMA-1 Kite Chtoniak rozlany z duzych komoérek B
(axicabtagene DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma
ciloleucel)
Pierwotny chtoniak $rddpiersia
PMBCL, primary mediastinal large B-cell lymphoma
Yescarta ZUMA-5 Kite Chtoniak grudkowy
(axicabtagene FL, follicular lymphoma
ciloleucel)
Yescarta ZUMA-7 Kite W drugiej linii leczena:
(axicabtagene Chtoniak rozlany z duzych komoérek B
ciloleucel) DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma
Chtoniak o wysokim stopniu ztosliwosci z komorek B
HGBL, high grade B-cell lymphoma
Tecartus ZUMA-2 Kite Chloniak z komorek plaszcza
(brexucabtagene MCL, mantle cell lymphoma
autoleucel)
Tecartus ZUMA-3 Kite Ostra biataczka limfoblastyczng z komorek B
(brexucabtagene B-cell ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia
autoleucel)
Breyanzi TRANSCEND- | Juno Chtoniak rozlany z duzych komérek B
(lisocabtagene NHL-001 Therapeutics | DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma
maraleucel)
Pierwotny chtoniak $rédpiersia
PMBCL, primary mediastinal large B-cell lymphoma
Chtoniak grudkowy stopnia 3B
FL3B, follicular lymphoma grade 3B
Abecma KarMMa BMS Szpiczak mnogi
(idecabtagene MM, multiple myeloma
vicleucel)
Carvykti CARTITUDE-1 | Janssen Szpiczak mnogi
(ciltacabtagene MM, multiple myeloma
autoleucel)
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Dostepnos¢ terapii CAR-T w Polsce

Terapia CAR T jest dostepna takze dla pacjentéw w Polsce. Obecnie leczenie jest refundowane
przez NFZ ramach dwoch programow lekowych. Na terenie Polski prowadzone sg rowniez
komercyjne i niekomercyjne badania kliniczne dotyczace terapii CAR-T.

Od 1 wrzes$nia 2021r. terapia CAR-T (Kymriah - tisagenlecleucel) jest refundowana przez NFZ
w ramach programu lekowego:

LECZENIE CHORYCH NA OSTRA BIALACZKE LIMFOBLASTYCZNA (ICD-10 C91.0)
Zalacznik B.65.

Kwalifikacja do programu dotyczy, dzieci i dorostych do 25 roku zycia, z nawrotowa/oporng
ostrg biataczka limfoblastyczng (ALL) z komorek B, u ktorych spetniony jest co najmniej jeden z
warunkoéw wiaczenia jak np. drugi lub kolejny nawrét w szpiku kostnym oraz wszystkie kryteria
funkcjonalne opisane w programie.

Od maja 2022r. koszty terapii CAR-T (Kymriah - tisagenlecleucel oraz Yescarta - axicabtagene
ciloleucel) zaczety by¢ refundowane przez NFZ réwniez w ramach programu lekowego:

LECZENIE CHORYCH NA CHLONIAKI ROZLANE Z DUZYCH KOMOREK B ORAZ
INNE CHLONIAKI B-KOMORKOWE (ICD-10: C83, C85) Zalacznik B.93.

Od stycznia 2023 sg one refundowane w ramach programu lekowego:

LECZENIE CHORYCH NA CHLONIAKI B-KOMORKOWE (ICD-10: C82, C83, C85)
Zalacznik B.12., ktory powstat z potaczenia programow lekowych: B.12. "Leczenie chorych na
chtoniaki ztosliwe (ICD-10 C82.0; C82.1; C82.7)" oraz B.93. "Leczenie chorych na chtoniaki
rozlane z duzych komorek B oraz inne chtoniaki B-komorkowe (ICD-10: C83, C85)"

Kwalifikacja do programu obejmuje chorych z potwierdzonym histologicznie: Chtoniakiem
rozlanym z duzych komorek B (DLBCL) albo chloniakiem z komoérek B o wysokim stopniu
ztos$liwosci (HGBCL) albo stransformowanym w DLBCL chloniakiem grudkowym (TFL) -
dotyczy leczenia aksykabtagenem cyloleucelu (Yescarta) lub tisagenlecleucelem (Kymriah) , oraz
pierwotnym chioniakiem $rodpiersia z duzych komorek B (PMBCL) - dotyczy leczenia wylacznie
aksykabtagenem cyloleucelu (Yescarta), spetniajacych kryteria wlaczenia jak np. udokumentowane
niepowodzenie dwoch lub wiecej linii leczenia systemowego. Opisane w programie kryteria
wymagane do kwalifikacji musza by¢ spetnione facznie.

Urzedowa cena zbytu i wysoko$¢ limitu finansowania refundowanych preparatow, zgodnie z
zatacznikiem do Obwieszczenia Ministra Zdrowia z dnia 21 grudnia 2022 r. w sprawie wykazu
refundowanych lekow, srodkéw spozywcezych specjalnego przeznaczenia zywieniowego oraz
wyrobow medycznych na 1 stycznia 2023 r. wynosi:

Yescarta (aksykabtagen cyloleucel)
urzedowa cena zbytu - 1407665,52 PLN
wysokos¢ limitu finansowania - 1478048,80 PLN

Kymriah (tisagenlecleucel)

urzedowa cena zbytu - 1373760,00 PLN
wysokos$¢ limitu finansowania - 1442448,00 PLN
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Ze wzgledu na poziom zaawansowania terapii CAR-T, leczenie moze by¢ prowadzone jedynie w
wyspecjalizowanych osrodkach posiadajacych certyfikacje Podmiotu Odpowiedzialnego zgodnie z
wymogami EMA oraz akceptacj¢ MZ po pozytywnej opinii Krajowej Rady Transplantacyjnej
odnos$nie pobierania i wykorzystania autologicznych limfocytow.

Obecnie certyfikacje Podmiotu Odpowiedzialnego posiadaja:

e Klinika Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewngtrznych Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

* Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, Szpital
Kliniczny im. Heliodora Swigcickiego

e Klinika Transplantacji Szpiku i Onkohematologii, Narodowy Instytut Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie, Panstwowy Instytutu Badawczy, Oddziat w Gliwicach

e Klinika Hematologii, Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii w Warszawie
e Klinika Hematologii, Transplantologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku

e Klinika Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej ,,Przyladek Nadziei”
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu (os$rodek dla pacjentéw
pediatrycznych)

e Klinika Hematologii, Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego we Wroctawiu

Kolejne osrodki sg w trakcie procesu certyfikacji.

Granty Agencji Badan Medycznych

W 2021 roku Agencja Badan Medycznych AMB rozpoczgla realizacj¢ programu majacego na
celu opracowanie 1 wprowadzenie do Polski na szerokg skale terapii leczenia nowotwordw przy
uzyciu modyfikowanych genetycznie limfocytoéw CAR-T cells.

Kilka o$rodkéw w Polsce, otrzymato z ABM granty, tacznie ponad 130 mln zl, na badania nad ta
innowacyjng terapia.

Najwigksze $rodki 100 mln zl, otrzymalo konsorcjum, na ktorego czele stoi prof. dr hab.
Sebastian Giebel - Kierownik Kliniki Transplantacji Szpiku i Onkohematologii gliwickiego
oddzialu Narodowego Instytutu Onkologii - Panstwowego Instytutu Badawczego, na realizacje¢
projektu pod nazwg ,,Polish Chimeric Antigen Receptor T-cell Network” CAR-NET.

Projekt ten realizowany jest w ramach konkursu ABM/2020/4 pt. ,,Opracowanie polskiej terapii
adoptywnej (CAR/CAR-T) z wykorzystaniem komoérek immunokompetentnych modyfikowanych
genetycznie”

Whioskodawcg tego projektu i liderem konsorcjum jest Warszawski Uniwersytet Medyczny.
Celem projektu jest opracowanie polskiego leku CAR-T o podobnej skutecznosci do obecnie
istniejacych, a przy tym w znacznie korzystniejszej cenie. W tym celu maja zosta¢ opracowane
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innowacyjne rozwigzania, ktore po fazie przedklinicznej zostang podane weryfikacji w trakcie

wieloosrodkowego badania klinicznego. Co istotne - proces wytwarzania komorek CAR T ma mie¢

miejsce w Polsce, w dedykowanym temu laboratorium w standardzie GMP, ktorego powstanie
bedzie mozliwe dzieki dotacji ABM.

Cele projektu to:
1. Optymalizacja terapii w oparciu o badania i produkcj¢ w Polsce
2. Opracowanie CAR T-cells w nowych wskazaniach
3. Zwigkszenie dostepnosci dzigki ograniczeniu kosztoéw produktu 1 stworzeniu sieci
kompetentnych osrodkow
4. Stworzenie nowoczesne] bazy naukowej i klinicznej do rozwoju tej terapii

Projekt bedzie realizowany przez konsorcjum w sktad ktorego wchodza:

Warszawski Uniwersytet Medyczny - lider konsorcjum

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie — Panstwowy Instytut
Badawczy,

Uniwersyteckie Centrum Kliniczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii,

Szpital Kliniczny Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu,

Szpital Uniwersytecki nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie,

Wojewodzkie Wielospecjalistyczne Centrum Onkologii i Traumatologii im. M. Kopernika w
}.odzi,

Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny nr 1 im. Prof. Tadeusza Sokotowskiego
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,

Swietokrzyskie Centrum Onkologii

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

W ramach konkursu numer ABM/1/2020 na dziatalno$¢ badawczo - rozwojowag w zakresie
niekomercyjnych badan klinicznych, na badania zwigzane z terapig CAR-T, granty otrzymaty dwa
inne osrodki:

Klinika Hematologii, Onkologii 1 Chorob Wewngtrznych Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego kierowana przez prof. dr hab. med.
Grzegorza W. Basaka

Na projekt pod tytutem: ,,Zastosowanie limfocytow CAR-T antyCD19 w niskich dawkach w
leczeniu dorostych chorych na nawrotowa i oporna ostra biataczke limfoblastyczng i chloniaka
Burkitta. Badanie kliniczne fazy I/Il (MERMAID1)”.
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Celem badania jest przeprowadzenie zaawansowanych prac badawczo-rozwojowych w zakresie
niekomercyjnego badania klinicznego fazy /Il wieloosrodkowego, jednoramiennego z
zastosowaniem produktu ATMP — produkowanych w Polsce limfocytow CAR T antyCD19 do
leczenia dorostych chorych z oporng i nawrotowg B-OBL i chtoniakiem Burkitta (BL) stosujac
niskie dawki limfocytow w kontek$cie czynnikéw genetycznych nowotworu i pacjenta.

e Katedra i Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu kierowana przez prof. dr hab. Tomasza Wrdbla.

Na projekt pod tytulem:,Development of an optimal strategy for the production and
administration of CAR-T lymphocytes in adults and children with B-cell non-Hodgkin lymphomas
and acute lymphoblastic leukemia”.

Celem badania jest wdrozenie produkcji komorek CAR-T w miejscu leczenia z wykorzystaniem
systemu CliniMACS Prodigy i wektora lentiwirusowego anty-CD19 (Lentigen).

Nowe Kkierunki badan

Terapia CAR-T cells jest wcigz na etapie intensywnego rozwoju. Celem jest poprawa
efektywnosci 1 dystrybucji zmodyfikowanych komorek oraz rozszerzenie profilu dostepnych
molekut skierowanych przeciwko réznorodnym antygenom. Nieustannie podejmuje si¢ proby
zwigkszenia skutecznosci przeciwnowotworowej oraz eliminacji dziatan niepozadanych.

Na catym $wiecie w badaniach klinicznych opracowuje si¢ i testuje coraz wigksza liczbe terapii
komoérkami CAR-T, a kierunki tych badan sg bardzo zr6znicowane.

Zastosowanie terapii CAR-T na wczeSniejszym etapie leczenia

Trwaja intensywne badania nad tym, aby terapi¢ CAR-T-cells stosowaé juz na wczesniejszych
etapach leczenia, a nie jako lek ostatniej szansy. Do niedawna terapi¢ CAR-T mozna bylto
zastosowac, gdy w zalezno$ci do rodzaju terapii CAR-T i1 choroby co najmniej dwie lub trzy linie
leczenia okaza si¢ nieskuteczne. Trwajg prace zmierzajagce do zastosowania jej wczesnie] W
momencie, kiedy uktad odpornosciowy chorego nie jest jeszcze ostabiony chemioterapig. Wtedy
leczenie CAR-T-cells moze dawac lepsze efekty.

Swiadcza o tym wyniki zakonczonych badan klinicznych III fazy ZUMA-7 oraz TRANSFORM
ktére wskazaty, ze immunoterapia CAR-T (Yescarta oraz Breyanzi) zastosowana jako leczenie
drugiej linii chtoniaka rozlanego z duzych komorek B (DLBCL) jest skuteczniejsza niz
dotychczasowy standard terapeutyczny (po dwoch lub wigkszej liczbie linii leczenia systemowego).

Na podstawie oceny wynikow tych badan w 2022 roku, FDA zatwierdzita w drugiej linii
leczenia DLBCL axicabtagene ciloleucel (Yescarta) w kwietniu 2022 i lisocabtagene maraleucel
(Breynazi) w czerwcu 2022, natomiast EMA axicabtagene ciloleucel (Yescarta) we wrzesniu 2022.
Sa to pierwsze preparaty CAR-T zarejestrowane w drugiej linii leczenia.

Trwaja rowniez badania nad zastosowaniem terapii CAR-T w pierwszej linii leczenia. Wstepne
wyniki badania II fazy ZUMA-12 wykazaly skuteczno$¢ preparatu axicabtagene ciloleucel
(Yescarta) w terapii pierwszego rzutu w leczeniu chioniaka o wysokim stopniu zto§liwosci z
komorek B (HGBL, high-grade B-cell lymphoma).
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Ukierunkowanie na kilka réznych antygenow

Wyniki badan klinicznych wskazuja, ze zjawisko utraty przez komorki nowotworowe antygenu
przeciwko ktéremu skierowane sa limfocyty CAR (np. antygen CDI19), to gltéwna przyczyna
niepowodzenia terapii komorkami CAR-T.

Aby przeciwdziata¢ nawrotom choroby w wyniku tego zjawiska badane s3a terapie
wykorzystujagce CAR-T skierowane przeciw wigce] niz jednemu antygenowi (np. przeciw
antygenom CD19 i CD22). Takie podejscie osiggane jest albo poprzez jednoczesne lub sekwencyjne
podawanie r6znych komorek CAR-T skierowanych przeciw r6znym antygenom (koadministracja)
lub tez skonstruowanie bispecyficznych lub tandemowych CAR-T (jedna komoérka T ma dwie lub
wiece] czagsteczki CAR skierowane przeciw roéznym antygenom). Mozliwa jest rowniez
kotransdukcja, czyli transdukowanie komorek T dwoma wektorami kodujagcymi rézne CAR, w
wyniku czego otrzymuje si¢ komoérki pozytywne dla jednego pojedynczego CAR (antygen 1),
komorki pozytywne dla drugiego pojedynczego CAR (antygen 2) oraz pozytywne dla obu CAR. Za
podejsciem w terapii CAR-T do celowania w wigce] niz jeden antygen przemawia duzo zalet,
niemniej pozostaje wiele krytycznych zagadnien, takich jak ocena bezpieczenstwa zastosowania,
szczegolnie pod katem zwigkszenia toksycznosci, ktére wymagaja dalszych badan.

Wykorzystanie innych komoérek odpornosciowych

Obecnie w leczeniu stosowane sa zmodyfikowane limfocyty T, ale prowadzone s3 prace nad
wprowadzeniem chimerycznych receptorow antygenowych CAR takze do innych komorek
odporno$ciowych. Badania dotycza np. wykorzystania komoérek NK naturalnych zabdjcéw (NK,
Natural Killers). Efektem tych zabiegow jest powstanie komoérek oznaczanych jako CAR-NK.
Prowadzone badania wskazuja skuteczno$¢ chimerycznych komoérek NK w immunoterapii
nowotworow. Ponadto, w odroznieniu od limfocytow T, komorki NK nie powoduja
hipercytokinemi, tzw. burzy cytokin, ktdra czgsto prowadzi do cigzkich powiktan po zastosowaniu
komorek CAR-T.

W ostatnim czasie probuje si¢ rowniez tworzy¢ rowniez chimerowe makrofagi CAR-M
(CAR-macrophages), wstepne wyniki badan wskazuja na bezpieczenstwo terapii i potencjal w
leczeniu niektdorych nowotworowych litych. Zdaniem badaczy, makrofagi CAR-M szybcie]
docieraja do guzéw 1 maja lepsze zdolnosci do wnikania 1 przetrwania w nich w poréwnaniu do
limfocytow CAR-T. Aby potwierdzi¢ skutecznos$¢ 1 bezpieczenstwo CAR-M potrzeba jeszcze wiele
dowodow w postaci badan klinicznych.

Zastosowanie w terapii nowotwordw litych

Prace trwaja rowniez nad mozliwos$cig zastosowania terapii CAR-T do leczenia nowotworow
litych a nie tylko hematologicznych. Badania, przeprowadzane sa na przyklad w kierunku raka
phuca, raka piersi, raka jelita grubego, trzustki czy glejaka wielopostaciowego. Wyniki badan
wskazuja na razie na umiarkowang skuteczno$¢ tej terapii, gdyz istnieje szereg ograniczen
utrudniajgcych zastosowanie tej metody w terapii guzoéw litych. Glowne trudnosci stanowia:
ograniczony zestaw unikalnych antygendéw, w ktéore mozna wycelowaé czasteczki CAR oraz
wysoka heterogenno$¢ komorek guza pod wzgledem ekspresji antygenéw. Innym ograniczeniem
jest niezdolno$¢ komorek T do skutecznego dotarcia do guza oraz przenikania przez fizyczne
bariery 1 wyraznie immunosupresyjne mikrosrodowisko guza. W przypadku nowotwordéw
hematologicznych nieprawidtowe komorki sa rozproszone i rozsiane, dlatego sa tatwiej dostgpne
dla zmodyfikowanych komoérek odpornosciowych. W przeciwienstwie do nowotworow
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hematologicznych, w przypadku guzéw litych zaréwno przemieszczanie si¢ limfocytow T w
okolice guza, jak 1 naciekanie s3 czesto silnie ograniczone przez mikrosrodowisko
immunosupresyjne. Wydzielane przez komorki guza hemokiny zapobiegaja zaréwno
przemieszczaniu si¢ komorek T w kierunku zmian nowotworowych, jak i ich infiltracji.

Proby zastosowania terapii CAR-T do leczenia nowotworow litych stanowig intensywny obszar
badan klinicznych.

Uniwersalne limfocyty CAR

Terapie z wykorzystaniem autologicznych limfocytow CAR-T majg ogromny potencjat
terapeutyczny, jednak koszt, czas trwania oraz zlozono$¢ procedury nadal pozostaja problemem
uniemozliwiajacym upowszechnienie metody. W zwigzku z tym trwajg badania nad stworzeniem
Luniwersalnych limfocytow CAR-T” gotowych dla kazdego pacjenta z okreslonym typem
nowotworu. , zwanych CAR-T off the shelf - ,,CAR-T czekajace na potce”.

W tym celu prowadzone sg zarowno badania w ktorych jako zrodta limfocytow T wykorzystuje
si¢ limfocyty T pochodzace od zdrowych dawcow, jak i1 badania w ktorych wykorzystuje
indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (iPSC, induced pluripotent stem cells), ktore
moga stuzy¢ jako prekursory limfocytow T. Tego typu komoérki mozna hodowac w laboratorium bez
ograniczen i roznicowa¢ w limfocyty T, ponadto tatwo poddaja si¢ manipulacji genetycznej.

Zastosowanie gotowych allogenicznych komoérek CAR-T moze stanowi¢ rozwigzanie
probleméw zwigzanych z zaburzeniami funkcji limfocytow T pobranych od chorych, ma takze
wiele innych potencjalnych zalet w pordéwnaniu z podejsciem autologicznym, takich jak
natychmiastowa dostgpno$¢ zamrozonych partii do leczenia pacjentdw, uniknigcie opdznien w
leczeniu, mozliwa standaryzacja produktu komérek CAR-T, obnizenie kosztow przy uzyciu procesu
przemystowego i rozszerzenie dostgpu do terapii.

Jednak allogeniczne limfocyty CAR-T moga powodowac zagrazajaca zyciu chorobe¢ przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GvHD) 1 moga by¢ szybko eliminowane przez uktad odporno$ciowy
gospodarza. Rozwoj allogenicznych limfocytow CAR T nowej generacji w celu rozwigzania tych
problemow jest aktywnym obszarem badan.

Zastosowanie terapii CAR-T w chorobach nienowotworowych

Trwaja rowniez badania by terapia komodrkami cytotoksycznymi CAR-T mogta znalez¢
zastosowanie takze w leczeniu chorob nienowotworowych. Badania dotyczace CAR-T sa
prowadzone w wielu wskazaniach poza onkologia, takich jak np. choroby alergiczne, astma,
choroby zakazne takie jak HBV, HCV czy HIV.

Podsumowanie

Rozw¢j technologii wykorzystujacych zmodyfikowane limfocyty T nastepuje bardzo szybko.
Intensywnos$¢ prowadzonych badan daje nowe mozliwosci terapeutyczne, jakich nie dawaly w
pewnych rodzajach nowotworéw chemio- czy radioterapia. Immunoterapia limfocytami CAR-T to
przetomowe 1 wysoce efektywne narzedzie do walki z nowotworami krwi. Intensywnos¢,
wielokierunkowos$¢ oraz rozw6j metodologii, prowadzonych badan daje szanse na dalsza poprawe
rokowania chorych na nowotwory hematologiczne oraz stwarza mozliwos$¢ zastosowania tej terapii
w innych schorzeniach.
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