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Abstract: CAR‐T  cell  therapy  has  emerged  as  a  groundbreaking  approach  in  cancer  treatment, 

leveraging  the  immune  system  to  target and  eliminate  cancer  cells. While  currently  focused on 

hematologic malignancies, the future holds promise for expanding CAR‐T cell therapy to diverse 

cancers,  enhancing  its  efficacy,  and  improving  safety  profiles.  Recent  advances  in  tumor 

immunology have propelled CAR‐T cell  therapy as a game‐changer  in  treating diseases such as 

relapsed/refractory B‐cell acute  lymphocytic  leukemia  (B‐ALL), non‐Hodgkin  lymphoma  (NHL), 

and multiple myeloma (MM). Six CAR‐T cell products have received FDA approval for treating R/R 

B  cell malignancies. However,  challenges  persist,  including  complications  like  cytokine  release 

syndrome (CRS), coagulopathy, and cytopenias. Strategies to mitigate these complications involve 

targeting  distinct  antigens  with  dual‐  or  multi‐targeted  CAR‐T  cells  and  enhancing 

immunogenicity.  Additionally,  γδ  CAR‐T  cells  show  promise  in  recognizing  antigen‐ negative 

leukemia cells in an MHC‐independent manner while reducing the risk of inducing graft‐versus‐

host disease (GVHD). As CAR‐T cell therapy continues to evolve through innovation and discovery, 

it holds the potential to revolutionize cancer treatment, offering new hope to patients and reshaping 

the landscape of oncology with its precision and efficacy. 

Keywords: CAR‐T  cell  therapy; Hematologic malignancies;  cytokine  release  syndrome;  antigen 

mutation; γδ CAR‐T cells; multi‐targeted CAR‐T cells; precision medicine 

 

1. Introduction 

CAR‐T cell therapy has emerged as a revolutionary approach in cancer treatment, harnessing 

the power of  the  immune system  to  target and destroy cancer cells. While  its current applications 

predominantly focus on hematologic malignancies, the future holds immense promise for expanding 

CAR‐T cell therapy to a wider spectrum of cancers and enhancing its efficacy and safety profile. 

Traditionally, treatments for hematological cancers included chemotherapy, radiotherapy, and 

stem  cell  transplantation.  However,  recent  breakthroughs  in  tumor  immunology  have  led  to 

innovative therapies. One such game‐changer is CAR‐T cell therapy, which has shown remarkable 

results in relapsed/refractory B‐cell acute lymphocytic leukemia (B‐ALL), non‐ Hodgkin lymphoma 

(NHL),  and multiple myeloma  (MM).  CAR‐T  cell  therapy  involves modifying  a  patient’s  own 

immune  cells  (T  cells)  to  specifically  target  cancer  cells. These modified  cells  are  equipped with 
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chimeric antigen receptors (CARs) that recognize specific antigens on cancer cells [1–3]. Notably, six 

CAR‐T cell products (Table 1) have received FDA approval for treating R/R B cell malignancies: 

Table 1. CAR‐T cells products that have received FDA approval for treating R/R B cell malignancies. 

Brand names  Company  Targets  References 

Tisagenlecleucel 

(Kymriah) 

Novartis  CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[2] 

Axicabtagene 

ciloleucel (Yescarta) 

Gilead  CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[4–6] 

Brexucabtagene 

autoleucel (Tecartus) 

Gilead  CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[7,8] 

Lisocabtagene 

maraleucel 

Bristol Myers 

Squibb 

CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[9–11] 

Idecabtagene 

vicleucel 

Bristol Myers 

Squibb and 

Bluebird Bio 

CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[1,12–14] 

Ciltacabtagene 

autoleucel (Carvykti) 

Legend and Janssen  CD19 and B cell 

maturation antigen 

(BCMA) 

[15,16] 

1.2. Enhancing Efficacy through Multi‐Targeting: 

One of  the key  future directions of CAR‐T cell  therapy  is  the development of multi‐targeted 

CAR‐T cells. Currently, CAR‐T cells are engineered to recognize a single antigen present on cancer 

cells. However, tumors can evade single‐target therapies by downregulating the targeted antigen or 

developing  resistance  mechanisms.  By  designing  CAR‐T  cells  that  target  multiple  antigens 

simultaneously, researchers aim to overcome tumor heterogeneity and enhance treatment efficacy. 

This  approach  not  only  improves  tumor  recognition  but  also  reduces  the  likelihood  of  relapse, 

leading to more durable responses in patients [17,18]. 

1.3. Improving Persistence and Longevity: 

Another  important aspect of  future CAR‐T cell  therapy  lies  in enhancing the persistence and 

longevity of engineered T cells within the body. While CAR‐T cells can induce potent anti‐ tumor 

responses  initially,  their persistence  is often  limited,  resulting  in  the  eventual  loss of  therapeutic 

effect.  To  address  this  challenge,  scientists  are  exploring  various  strategies,  including  the 

incorporation  of  co‐stimulatory domains  into CAR  constructs,  cytokine modulation,  and  genetic 

engineering  techniques  to promote T  cell  survival and expansion. By prolonging  the presence of 

CAR‐T cells in the tumor microenvironment, researchers aim to achieve sustained tumor control and 

long‐term remissions in patients [19]. 
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1.4. Expanding the Scope to Solid Tumors: 

Currently,  CAR‐T  cell  therapy  has  shown  remarkable  success  in  treating  hematologic 

malignancies such as  leukemia and  lymphoma. However,  its application  to solid tumors presents 

unique challenges due to the  immunosuppressive tumor microenvironment, tumor heterogeneity, 

and off‐target toxicity. Despite these obstacles, significant efforts are underway to adapt CAR‐T cell 

therapy  for  solid  tumor  treatment. This  includes  the development of novel CAR  constructs with 

improved  tumor penetration and  targeting capabilities, as well as  the  incorporation of additional 

genetic  modifications  to  enhance  T  cell  function  and  overcome  immune  evasion  mechanisms. 

Additionally, combinatorial approaches involving CAR‐T cells and other immunotherapies, such as 

checkpoint inhibitors and cytokine therapies, hold promise in overcoming the immunosuppressive 

barriers inherent to solid tumors [20,21]. 

1.5. Addressing Safety Concerns: 

While CAR‐T  cell  therapy  has  demonstrated  remarkable  efficacy,  it  is  also  associated with 

significant toxicities, including cytokine release syndrome (CRS), neurotoxicity, and on‐ target/off‐

tumor effects. As  the  field advances, ensuring  the safety of CAR‐T cell  therapy  remains a critical 

focus. Future research efforts will continue to refine treatment protocols, optimize dosing strategies, 

and develop innovative mitigation strategies to minimize adverse events while preserving anti‐tumor 

efficacy. This includes the implementation of predictive biomarkers and personalized approaches to 

identify patients at risk of severe toxicities and tailor treatment regimens accordingly. 

1.6. CD19 Is a Crucial Target Antigen in B Cell Malignancies 

CD19 is a crucial target antigen in B cell malignancies, and anti‐CD19 CAR‐T cell therapy has 

significantly improved the treatment landscape of these diseases, with four such products already 

approved by the FDA [22–24]. Despite these advancements, CD19 antigen loss is a common issue, 

prompting the exploration of alternative targets for CAR‐T cell therapy [25–27]. CD20, overexpressed 

in most  B  cell  lymphomas,  has  shown  promise  as  a  target, with  anti‐CD20 CAR‐T cell  therapy 

achieving an overall response rate of 86%  in early clinical trials [27]. To prevent antigen escape, a 

combination of anti‐CD19 and anti‐CD20 CAR‐T cells has been investigated and found to be safe and 

feasible [1,28,29]. CD22, highly expressed on most B cell malignancies but not on hematopoietic stem 

cells, is another promising target, with anti‐CD22 CAR‐T cell therapy showing excellent efficacy in 

patients  who  have  failed  previous  anti‐CD19  CAR‐T  cell  therapy  [1,30].  Table  2  shows  the 

preparation process of CAR‐T cell products. 

Table 2. Preparation process of CAR‐T cell products. 

 

Steps 

 

Process 

 

Reference 

T Cell Collection  T cells are harvested from either the 

peripheral blood of patients or healthy 

donors. These T cells are isolated and 

prepared for their transformation. 

[1,31] 

Genetic Engineering  CAR construction comprises of: 

Extracellular domain (scFv) that recognizes 

specific tumor surface antigens. 

Transmembrane Domain: Anchors the CAR 

in the cell membrane. 

Intracellular Signaling Domain: Transmits 

activation signals upon antigen recognition. 

[32,33] 
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Antigen Independence:  (i) CAR‐T cells recognize tumor antigens 

independently of Major Histocompatibility 

Complex (MHC) presentation. 

[34] 

Generation: 

(It can be found in Figure 1) 

(ii)  First‐Generation CAR: Limited

  proliferative capacity due to 

lack of costimulatory signals. 

Second‐Generation CAR: Enhanced

  proliferation and cytokine 

release. 

Third‐Generation CAR: Combines distinct 

costimulatory molecules. 

[35,36] 

“In vitro” Expansion  Cell Culturing: Modified T cells undergo 

extensive expansion in vitro. 

[37] 

Lymphodepletion  Preparation: Patients receive 

lymphodepleting chemotherapy. 

Infusion: Genetically engineered CAR‐T 

cells are re‐ infused into the patient. 

[1,38] 

t Recognition and Proliferation  Deployment: CAR‐T cells circulate in the 

patient’s bloodstream. 

Target Lock‐On: CARs recognize specific 

antigens (often Tumor‐ Associated Antigens 

(TAAs). 

1.  Rapid Proliferation: Activated CAR‐T cells 

multiply, mounting 

an anti‐tumor assault. 

[4] 

CAR‐T cell therapy is a type of cancer treatment that uses a patient’s own immune cells to fight 

cancer. These immune cells, called T cells, are modified in a laboratory to better recognize and attack 

cancer cells when  they are  infused back  into  the patient’s body. While CAR‐T cell  therapy can be 

effective  in  treating  certain  types  of  cancer,  it  can  also  lead  to  complications.  One  common 

complication is called cytokine release syndrome (CRS), which happens when the immune system 

responds strongly  to  the  therapy, causing  symptoms  like  fever and  low blood pressure. Another 

complication  is  coagulopathy, which  affects  the  blood’s  ability  to  clot  properly and  can  lead  to 

bleeding or blood clot formation. It is important for patients undergoing CAR‐T cell therapy to be 

aware of these potential complications and work closely with their healthcare team to monitor and 

manage them effectively. Early detection and treatment of complications can help improve outcomes 

and reduce the risk of serious side effects. 

 

First Generation 

First‐generation CARs are comprised of a single‐chain variable fragment (scFv) connected to the 

intracellular signaling domain of CD3ζ. This configuration furnishes the essential signal required 

to activate T cells. However, these CARs solely offer the T cell priming signal and do not 

incorporate any costimulatory molecules. Consequently, the absence of these molecules leads to 

diminished activation and antitumor efficacy of T 

cells in vivo [39] 
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Second Generation 

Second‐generation CARs, an advancement from first‐generation CARs, integrate a costimulatory 

domain (such as CD28, 4‐1BB, OX‐40, ICOS, and CD134), which offers a crucial second signal for 

T‐cell activation [40,41] This signal helps prevent CAR‐T cell exhaustion, promotes their 

sustained proliferation, and enhances cytokine secretion, ultimately boosting their effectiveness 

in targeting and eliminating cells in vivo. This review specifically concentrates on the CD28 and 

4‐1BB costimulatory domains [42] 

 

Third Generation 

Researchers have enhanced second‐generation CARs by incorporating additional 

costimulatory domains, such as CD28 and OX40 in CD30 CAR‐T cells, CD28 and 4‐ 1BB in 

CD19 CAR‐T cells, and 4‐1BB and DAP10 in NKG2D(z) CAR‐T cells, aiming to boost T cell 

survival, cytokine production, and antitumor potential. However, third‐ generation CARs 

carry risks of off‐target effects and excess cytokine production, with limited clinical data 

available. Consequently, fourth‐generation CARs have been developed to address these 

concerns [43,44] 

 

Four Generation 

Fourth‐generation CARs, derived from second‐generation CARs, integrate domains 

regulating cytokine expression alongside costimulatory domains to bolster antitumor 

responses. These CARs, engineered to secrete IL‐12, IL‐18, or IL‐21, enhance CAR‐T cell 

cytotoxicity, proliferation, and memory T cell differentiation, thereby improving killing 

efficacy and sustaining antitumor effects in preclinical models [45–47] 

Figure 1. Generations of CAR‐T cells. 

2. Pathophysiology of CAR‐T Cell Therapy Related Toxicities 

2.1. Cytokine‐Release Syndrome (CRS) 

CRS, a common toxicity of CAR‐T cell therapy, varies  in  incidence depending on factors  like 

disease characteristics, CAR structure, and  tumor burden  [48]. Clinical manifestations range  from 

fever to organ dysfunction, with severe cases progressing rapidly to life‐threatening conditions [49]. 

IL‐6 plays a pivotal role in CRS, making tocilizumab the primary recommendation for symptom relief 

[50]. Treatment regimens vary based on CRS grading, with tocilizumab and corticosteroids reserved 

for severe cases. Anakinra, an IL‐1 receptor antagonist, has shown promise in alleviating both CRS 

and CRES. GM‐CSF deficiency or  inhibition not only alleviates CRS and CRES but also enhances 

CAR‐T cell anti‐tumor effects. Tumor burden positively correlates with CRS severity, highlighting 

the  importance  of  reducing  it with  traditional  chemotherapy  or  radiotherapy  before CAR‐T  cell 

infusion. Mechanistically, CAR‐T  cells  rapidly  activate  upon  antigen  recognition,  leading  to  the 

secretion of various cytokines and the initiation of inflammatory responses primarily by macrophages 
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and monocytes. Interactions between CD40/CD40L further amplify immune activation and cytokine 

release,  implicating multiple cell  types  in CRS pathology. Additionally, CD40/CD40L  interactions 

contribute to endothelial cell activation, further elucidating the complex mechanisms underlying CRS 

[51–53]. 

2.2. T and B Lymphocytes Aplasia and Opportunistic Infections 

CD19, CD20, and BCMA are enticing targets for CAR‐T cell therapy in B‐cell malignancies due 

to their expression on malignant B cells. However, these therapies may also affect normal B cells, 

leading  to  complications  like  impaired humoral  immunity  [54]. Lymphodepleting  chemotherapy 

before  CAR‐T  cell  infusion  can  further  compromise  host  immunity,  increasing  susceptibility  to 

infections, predominantly occurring within the first 30 days post‐infusion, with bacterial infections 

being  predominant  [1,55].  Long‐term  follow‐up  and  monitoring  of  gamma  globulin  levels  are 

essential for managing infections. Immunoglobulin supplementation is necessary to restore humoral 

immunity  in  immune‐compromised  individuals  [56–58].  High‐dose CAR‐T  cell  infusion  may 

exacerbate infection risk, suggesting the utility of dose‐escalation regimens] [59]. 

HBV  reactivation  is  a  concern  in  patients  with  resolved  infections,  necessitating  antiviral 

prophylaxis and regular monitoring. In T‐cell malignancies, CAR‐T cell therapy may induce T‐ cell 

aplasia due to shared target antigens on normal T cells [54,60,61]. Distinguishing between CRS and 

infections is challenging due to overlapping clinical manifestations, emphasizing the importance of 

early infection recognition and management. IL‐6 plays a crucial role in infection‐ induced cytokine 

storms and CRS, with serum  IL‐6 elevation occurring  typically within  three weeks post‐infusion. 

Employing  the  “double  peaks  of  IL‐6”  pattern may  expedite  the  prediction  of  life‐threatening 

infections compared to blood culture. Empiric anti‐infective treatment should be promptly initiated, 

especially in neutropenic patients. Prophylactic acyclovir administration is recommended to prevent 

herpesvirus infections during CAR‐T cell therapy [62]. 

2.3. CRS‐Related Coagulopathy 

Coagulopathy, often observed within a month after CAR‐T cell infusion, correlates positively 

with CRS grade and  IL‐6  levels,  termed CRS‐related coagulopathy. Recent studies suggest a 50% 

incidence during CAR‐T cell therapy, characterized by abnormal coagulation parameters and stages 

of hypercoagulability, consumptive hypo‐coagulability, and hyperfibrinolysis. 

Treatment strategies vary with stages, including anticoagulant drugs and replacement therapy, 

to mitigate risks of complications like disseminated intravascular coagulation. Early management of 

CRS may aid in reducing coagulopathy incidence, highlighting the importance of timely intervention 

[63–65]. 

2.4. Cytopenias 

Cytopenia  is a  common occurrence during CAR‐T cell  therapy,  lasting  from  several days  to 

months  and  encompassing  conditions  such  as  anemia,  thrombocytopenia,  and  leukopenia  [4]. 

Research indicates a correlation between cytopenia and severe CRS. In inflammatory environments, 

granulocytic progenitor/precursor cells exhibit up‐regulation of CD40 along with low levels of CD40L, 

leading to enhanced apoptosis via CD40/CD40L interactions. Pro‐ inflammatory cytokines like TNF‐

α,  IL‐1,  and HMGB1  can  inhibit  erythropoietin  production,  while  activated macrophages may 

destroy erythrocytes [66]. The diminished hematopoietic capacity resulting from prior chemotherapy 

and HSCT may also contribute to cytopenia. 

Moreover, some target antigens are co‐expressed on normal hematopoietic stem or progenitor 

cells, making  them  susceptible  to destruction by CAR‐T  cells. Clinical management of  cytopenia 

typically  involves  transfusions of  red blood  cells  and platelets,  along with  the  administration of 

hematopoietic  growth  factors  such  as  granulocyte  colony‐stimulating  factor  (G‐CSF)  and 

thrombopoietin (TPO), as well as TPO receptor agonists and sirolimus [67]. 
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2.5. Antigen Mutation 

The phenomenon of antigen mutation poses a significant challenge in the context of CAR‐T cell 

therapy, particularly in the treatment of relapsed or refractory (R/R) B cell malignancies. Despite the 

notable success of CAR‐T cell therapy in many cases, a considerable proportion of patients experience 

relapse, with antigen loss being a primary mechanism behind this recurrence. Antigen mutations can 

occur under  the  therapeutic pressure  exerted  by CAR‐T  cell  therapy. These mutations  are  often 

diverse, encompassing mechanisms such as splice variants, lineage switching, and biallelic mutations 

[35,68]. Furthermore, the endocytosis of CAR‐T cells can contribute to a decrease in antigen density 

on tumor cell surfaces, facilitating immune escape. 

Additionally, a concerning scenario involves the inadvertent transfer of the anti‐CD19 CAR to 

leukemic B cells during the manufacturing process. This transfer results in the CAR binding to the 

CD19 epitope on leukemic blasts, thereby masking the epitope and preventing recognition by anti‐

CD19 CAR‐T cells [1,35,68,69]. 

To  combat  antigen‐negative  relapse,  strategies  such  as  targeting distinct antigens have been 

explored.  Dual‐targeting  CAR‐T  cells,  capable  of  recognizing  two  distinct  target  antigens 

simultaneously, have  shown promise  in  reducing  the  risk of  antigen‐negative  relapse. Examples 

include bispecific CAR‐T cells in B cell lymphoma/leukemia and APRIL‐based CAR‐T cells targeting 

both BCMA and TACI in multiple myeloma (MM). Moreover, multi‐targeted CAR‐T cells have been 

investigated, such as tri‐specific CD19‐CD20‐CD22‐targeting CAR‐T cells, which demonstrated rapid 

elimination of B cell lymphoma in preclinical studies. Furthermore, increasing the immunogenicity 

of target cells, for instance, using small molecule γ‐secretase inhibitors to reduce BCMA shedding, 

can enhance recognition by CAR‐T cells. An emerging approach involves utilizing γδ T cells, a subset 

of  peripheral  blood  cytotoxic  T  cells  expressing  both  T  cell  receptors  (TCRs)  and  natural  killer 

receptors  (NKRs).  NKRs  expressed  on  γδ  T  cells play  a  crucial  role  in  tumor  cell  recognition, 

particularly in hematological malignancies [70–76]. 

γδ CAR‐T cells have shown promise in recognizing antigen‐negative leukemia cells via NKRs in 

an MHC‐independent manner. Importantly, γδ T cells have demonstrated a reduced risk of inducing 

graft‐versus‐host disease (GVHD), making them a potentially safer option for universal CAR‐T cell 

development. In summary, addressing antigen mutation challenges in CAR‐T cell therapy requires 

innovative strategies such as dual‐targeting or multi‐targeted CAR‐T cells and leveraging alternative 

cell types like γδ T cells to enhance recognition and efficacy while minimizing adverse effects like 

antigen‐negative relapse and GVHD [77–79]. 

2.6. Neurotoxicity in CAR‐T Cell Therapy 

The study by Gust et al. (2017) emphasized the importance of understanding the incidence and 

severity of neurotoxicity  in patients undergoing CAR‐T cell  therapy  for B‐cell malignancies. This 

research underscores  the need  for  further  investigation  into  the  specific mechanisms underlying 

CAR‐T cell therapy‐related neurotoxicity, as well as the development of strategies to predict, monitor, 

and mitigate these neurological side effects. Neurotoxicity  is a significant concern associated with 

CAR‐T cell therapy, and it can manifest in various forms, ranging from mild cognitive impairment to 

severe  and  life‐threatening  cerebral  edema.  One  major  contributor  to  neurotoxicity  is  the 

phenomenon known as cytokine release syndrome (CRS), wherein the activated CAR‐T cells release 

a surge of pro‐inflammatory cytokines. This can lead to the activation of microglia and subsequent 

neuroinflammation [80]. 

Neurological complications are among the significant adverse events associated with CAR‐T cell 

therapy.  These  complications  can  range  from  mild  neurotoxicity  to  severe  neurologic  events, 

including encephalopathy, seizures, and cerebral edema. Understanding and effectively managing 

these  complications  are  essential  for  the  safe  and  successful use of CAR‐T  cell  therapy [81]. This 

consensus  document  provides  guidelines  for  grading  cytokine  release  syndrome  (CRS) and 

neurologic  toxicity  associated  with  CAR‐T  cell  therapy,  offering  a  standardized  approach  for 

assessing and managing these complications. This study investigates the underlying mechanisms of 

neurotoxicity following CD19 CAR‐T cell therapy, focusing on endothelial activation and blood‐brain 
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barrier disruption, providing  insights  into potential  therapeutic  targets  for mitigating neurologic 

complications [80]. 

These  investigations offer valuable  insights  into  the  recognition, management, and potential 

mechanisms underlying neurological complications of CAR‐T cell therapy, facilitating further study 

and improvement in the management of these adverse events [82–84]. 

2.7. Graft‐Versus‐Host Disease (GVHD) in CAR‐T Cell Therapy: 

The study by Brudno and Kochenderfer (2016) delves into the complexities of managing GVHD 

in the context of CAR‐T cell therapy. Understanding and controlling the allogeneic immune response 

is crucial for mitigating GVHD risk. GVHD is a potential toxicity associated with CAR‐T cell therapy, 

especially when  allogeneic  T  cells  (from  a  donor)  are  used.  In GVHD,  the  transplanted  T  cells 

recognize  the  recipient’s  tissues  as  foreign,  leading  to  an  immune  response  against  them.  This 

complication can affect various organs and systems, posing challenges to the safety and success of 

CAR‐T cell therapy  [85]. Ongoing research, such as the work by Lee et al. (2019), aims to explore the 

incidence and severity of GVHD  in patients undergoing CAR‐T cell therapy, identifying potential 

risk factors and informing strategies to improve the safety profile of this innovative treatment [81]. 

Understanding and addressing these themes are critical for enhancing the safety and efficacy of CAR‐

T cell therapy, ultimately improving outcomes for patients undergoing this innovative treatment. 

3. CAR‐T Cell Therapy Related Toxicities 

3.1. Management of Cytokine‐Release Syndrome (CRS) 

Management of cytokine‐release syndrome (CRS) involves a multi‐faceted approach aimed at 

controlling  symptoms,  reducing  inflammation,  and  managing  potential  life‐threatening 

complications [35,86,87]. 

1. Tocilizumab: Tocilizumab is a monoclonal antibody that targets the interleukin‐6 (IL‐6) 

receptor, thereby inhibiting the pro‐inflammatory effects of IL‐6. It is considered the primary 

recommendation for symptom relief in CRS associated with CAR‐T cell therapy [36] . 

2. Corticosteroids: Corticosteroids may be used in conjunction with tocilizumab, particularly 

in severe cases of CRS. They help suppress inflammation and mitigate immune responses 

[88]. 

3. Anakinra: Anakinra is an IL‐1 receptor antagonist that has shown promise in alleviating 

both CRS and CRES (CAR‐T cell‐related encephalopathy syndrome). It can be used as an 

alternative or adjunctive therapy in managing CRS [88] 

4. GM‐CSF deficiency or inhibition: Granulocyte‐macrophage colony‐stimulating factor 

(GM‐CSF) deficiency or inhibition has been found to alleviate CRS and CRES while 

enhancing CAR‐T cell anti‐tumor effects. This suggests that targeting GM‐CSF may be a 

potential therapeutic strategy for managing CRS [89]. 

5. Reduction  of  tumor  burden:  Tumor  burden  positively  correlates with CRS  severity. 

Therefore,  reducing  tumor  burden  with  traditional  chemotherapy  or  radiotherapy 

before CAR‐T cell infusion may help mitigate the risk and severity of CRS [36]. 

6. Mechanistic understanding: Understanding the underlying mechanisms of CRS, including 

rapid CAR‐T cell activation, cytokine secretion, and immune cell interactions (such as 

CD40/CD40L), can aid in developing targeted therapies and improving management 

strategies [87]. 

3.2. Management of CRS‐Related Coagulopathy 

In addition  to the  treatment strategies mentioned, several other considerations are  important 

when managing CRS‐related coagulopathy in patients undergoing CAR‐T cell therapy: 

1. Monitoring: Regular monitoring of coagulation parameters, including prothrombin time 

(PT), activated partial thromboplastin time (aPTT), fibrinogen levels, and D‐dimer levels, is 

essential for early detection of coagulopathy and timely intervention [59]. Imaging studies 

such as ultrasound or computed tomography (CT) scans may also be necessary to assess for 
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thrombotic complications. 

2. Risk stratification: Identifying patients at higher risk for developing CRS‐related 

coagulopathy based on factors such as disease characteristics, tumor burden, and 

baseline coagulation profile can help tailor monitoring and treatment approaches [81]. 

3. Individualized treatment: Treatment strategies should be individualized based on the 

severity of coagulopathy and the patient’s clinical status. In addition to anticoagulant 

drugs and replacement therapy, interventions such as fluid resuscitation and vasopressor 

support may be necessary to maintain hemodynamic stability [90]. 

4. Management of underlying conditions: Addressing underlying conditions that may 

predispose patients to coagulopathy, such as infections or pre‐existing coagulopathies, 

is crucial for optimal management [82] . 

5. Collaborative care: Close collaboration between hematologists, oncologists, intensivists, and 

other healthcare providers is essential for the multidisciplinary management of CRS‐ 

related coagulopathy, ensuring timely diagnosis and appropriate treatment [91]. 

3.3. The Management of T and B Lymphocytes Aplasia and Opportunistic Infections in the Context of CAR‐T 

Cell Therapy Involves Several Key Strategies to Mitigate the Risks and Complications Associated with 

Immune System Compromise 

1. Immunoglobulin Supplementation: Given the impaired humoral immunity resulting from the 

depletion of normal B cells, immunoglobulin supplementation is crucial to restore humoral 

immunity and reduce the risk of infections. Regular monitoring of gamma globulin levels is 

essential, and supplementation should be initiated as necessary [92–94]. 

2. Infection Monitoring and Prophylaxis: Patients undergoing CAR‐T cell therapy are at 

increased risk of infections, particularly within the first 30 days post‐infusion. Close 

monitoring for signs and symptoms of infection is essential. Prophylactic measures, such as 

administering acyclovir to prevent herpesvirus infections, are recommended [81]. 

3. Management of Cytokine Release Syndrome (CRS): CRS is a common complication of CAR‐T 

cell therapy and can present with symptoms similar to those of infections. Distinguishing 

between CRS and infections is crucial for appropriate management. IL‐6 plays a significant role 

in both CRS and infection‐induced cytokine storms. Monitoring serum IL‐6 levels can help 

differentiate between the two conditions. Prompt initiation of empiric anti‐infective treatment, 

especially in neutropenic patients, is essential [81]. 

4. Antiviral Prophylaxis for HBV Reactivation: Patients with resolved HBV infections are at risk 

of HBV reactivation following CAR‐T cell therapy. Antiviral prophylaxis and regular 

monitoring for HBV reactivation are necessary to prevent complications [81]. 

5. Dose‐Escalation Regimens: High‐dose CAR‐T cell infusion may increase the risk of infections. 

Utilizing dose‐escalation regimens may help mitigate this risk while maintaining therapeutic 

efficacy [86]. Long‐term follow‐up of patients undergoing CAR‐T cell therapy is essential to 

monitor for potential late‐onset complications, including infections and immune system 

dysregulation. 

3.4. Management of Cytopenias 

CAR‐T  cell  therapy  has  revolutionized  cancer  treatment,  particularly  for  hematologic 

malignancies. However, one of  the  significant  side effects  associated with CAR‐T  cell  therapy  is 

cytopenia, which refers to a reduction in the number of blood cells. Managing cytopenia is crucial for 

the overall success and safety of CAR‐T cell therapy. Here are some strategies  for the treatment of 

cytopenia secondary to CAR‐T cell therapy: 

1. Cytokine Support: Administering cytokines such as interleukin‐6 (IL‐6), granulocyte colony‐ 

stimulating factor (G‐CSF), or erythropoietin can help stimulate the production of specific 

blood cell types, thereby mitigating cytopenia. For example, IL‐6 receptor blockade with 

tocilizumab has been used to manage cytokine release syndrome (CRS) associated with CAR‐T 

cell therapy, which can also help in restoring blood cell counts [88]. 

Preprints.org (www.preprints.org)  |  NOT PEER-REVIEWED  |  Posted: 4 June 2024                   doi:10.20944/preprints202406.0155.v1

https://doi.org/10.20944/preprints202406.0155.v1


  10 

 

2. Transfusion Support: Blood transfusions, including packed red blood cells (PRBCs), platelets, 

and sometimes granulocyte transfusions, may be necessary to manage anemia, 

thrombocytopenia, and neutropenia resulting from CAR‐T cell therapy‐induced cytopenia [95]. 

3. Growth Factors: Administration of growth factors such as G‐CSF and erythropoietin can 

stimulate the production of neutrophils and red blood cells, respectively, thereby aiding in the 

recovery from neutropenia and anemia [96]. 

4. Supportive Care: Maintaining hydration, electrolyte balance, and nutritional support is crucial 

for patients undergoing CAR‐T cell therapy to support bone marrow recovery and mitigate the 

effects of cytopenia [97]. 

5. Adjusting CAR‐T Dose and Conditioning Regimens: Modifying the dose of CAR‐T cells 

administered or adjusting the conditioning regimens used before CAR‐T infusion may help 

reduce the severity of cytopenia while maintaining anti‐tumor efficacy [98] . 

These studies provide a starting point for further exploration of the management of cytopenia 

secondary to CAR‐T cell therapy. Additionally, consulting recent reviews and guidelines in the field 

of  CAR‐T  cell  therapy  can  offer  comprehensive  insights  into  current  strategies  for  managing 

cytopenia and other associated adverse events. 

3.5. GVHD Management 

GVHD is a complication that can occur after a stem cell or bone marrow transplant, where the 

donor’s  immune  cells  attack  the  recipient’s  tissues. Managing GVHD  involves  a  combination  of 

preventive measures and therapeutic interventions. Here are some general strategies and references 

for studying GVHD management [99–102]: 

1. Immunosuppressive Medications: 

- Corticosteroids (e.g., prednisone) are often used as a first‐line treatment. 

- Calcineurin inhibitors (e.g., cyclosporine, tacrolimus) are commonly employed to 

suppress the immune response. 

2. Anti‐thymocyte Globulin (ATG): 

- ATG can be used as part of the conditioning regimen before transplantation to reduce the 

risk of GVHD. 

3. T‐Cell Depletion: 

- Techniques to selectively remove T cells from the donor graft can reduce the risk of 

GVHD. 

4. Photopheresis: 

- Extracorporeal photopheresis is a therapeutic option that involves collecting the patient’s 

white blood cells, treating them with a photosensitizing agent, and then exposing them to 

ultraviolet light before returning them to the patient. 

5. Topical Therapy: 

- For skin involvement, topical corticosteroids or other skin‐directed therapies may be 

employed. 

6. Supportive Care: 

- Nutritional support, hydration, and infection prevention are crucial components of GVHD 

management. 

Significant studies that have contributed to the advancement of chimeric antigen receptor (CAR) 

T cell therapy, particularly in the treatment of B‐cell malignancies like acute lymphoblastic leukemia 

(ALL) and chronic lymphocytic leukemia (CLL) 

This study focuses on CD19 CAR‐T cell therapy in adult patients with B‐cell acute lymphoblastic 

leukemia (B‐ALL). The researchers aimed to determine the optimal CD4+:CD8+ T cell composition of 

CAR‐T cells for therapeutic efficacy. They found that a defined CD4+:CD8+ composition of CAR‐T 

cells led to improved clinical outcomes in B‐ALL patients, with higher complete remission rates and 

prolonged remission durations. This study highlights the importance of optimizing the composition 
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of  CAR‐T  cells  to  enhance  their  anti‐tumor  activity  and  improve  patient  outcomes  in  B‐cell 

malignancies [98]. 

This  landmark study demonstrates  the efficacy of CD19 CAR‐T cell  therapy  in pediatric and 

young  adult  patients  with  relapsed  or  refractory  ALL.  The  researchers  reported  high  rates  of 

complete remission and durable responses following CD19 CAR‐T cell infusion, leading to sustained 

remissions  in a significant proportion of patients. The study highlights  the potential of CAR‐T cell 

therapy as a promising treatment approach for patients with relapsed or refractory leukemia, offering 

the possibility of long‐term disease control and even cure [36]. 

This  study  investigates  the  use  of  CD19  CAR‐T  cell  therapy  in  patients with  relapsed  or 

refractory  chronic  lymphocytic  leukemia  (CLL),  a  type  of  B‐cell  malignancy.  The  researchers 

observed sustained remissions and durable responses in a subset of CLL patients treated with CD19 

CAR‐T cells, with  some patients achieving  long‐term disease control. This study underscores  the 

potential of CAR‐T cell therapy as a promising treatment option for patients with CLL who have failed 

conventional therapies, offering the possibility of prolonged survival and  improved quality of  life 

[103]. Overall, these studies highlight the significant therapeutic potential of CAR‐T cell therapy in 

the treatment of B‐cell malignancies, providing hope for patients with relapsed or refractory disease 

who have limited treatment options. 

Table 4. CAR‐T cells and the targeted antigens for different types of cancer treatments [104,105]. 

CAR‐T cell Therapy  Targeted   

antigen 

Cancer Type  Notes 

 

bb21217  BCMA  Multiple myeloma  Enhanced persistence 

CAR‐T therapy; in clinical 

trials 

CTL019  CD19  B‐cell malignancies  Early version of Kymriah; 

basis for FDA‐approved 

therapy 

CART‐PSMA  PSMA  Prostate cancer  Investigational CAR‐T 

therapy; in early‐phase 

trials 

CAR‐EGFRvIII  EGFRvIII  Glioblastoma  Investigational  CAR‐T 

therapy  targeting  specific 

EGFR mutation 

Mesothelin‐CAR‐T  Mesothelin  Mesothelioma, 

ovarian cancer 

Experimental CAR‐T 

therapy targeting 

mesothelin 

MUC1‐CAR‐T  MUC1  Various solid 

tumours 

Investigational CAR‐T 

therapy for multiple 

epithelial cancers 

Kymriah (tisagenlecleucel)  CD19  B‐cell acute 

lymphoblastic 

leukemia (ALL) 

First FDA‐approved CAR‐

T therapy for paediatric 

and young adult patients 

Yescarta (axicabtagene 

ciloleucel) 

CD19  Large B‐cell 

lymphoma 

Approved for adults with 

relapsed or refractory 

large B‐cell lymphoma 

Tecartus (brexucabtagene 

autoleucel) 

CD19  Mantle cell 

lymphoma 

Approved for adults with 

relapsed or refractory 

mantle cell lymphoma 

Breyanzi (lisocabtagene 

maraleucel) 

CD19  Large B‐cell 

lymphoma 

Approved for adults with 

relapsed or refractory 

large B‐cell lymphoma 

Abecma (idecabtagene  BCMA  Multiple myeloma  First FDA‐approved CAR‐
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vicleucel)  T therapy targeting 

BCMA for multiple 

myeloma 

Carvykti (ciltacabtagene 

autoleucel) 

BCMA  Multiple myeloma  Another BCMA‐targeting 

CAR‐T therapy for 

multiple myeloma 

ALLO‐501 (Allogeneic)  CD19  Non‐Hodgkin 

lymphoma 

Allogeneic CAR‐T therapy 

under investigation; uses 

donor‐derived cells 

JCARH125  BCMA  Multiple myeloma  Experimental CAR‐T 

therapy; in clinical trials 

CT053  BCMA  Multiple myeloma  Investigational CAR‐T 

therapy; in clinical trials 

This table highlights some of the key CAR‐T cell therapies, their targeted antigens, the cancer 

types they treat, and any relevant notes regarding their approval status or investigational stage. 

Table 5. Methods for studying the binding of CAR‐T cells to antigens. 

Method 

Type 

 

Method  Description  Advantages  Limitations 

Conventional 

Methods 

Flow cytometry  Uses 

fluorescently 

labeled 

antibodies to 

measure the 

binding of CAR‐T 

cells to antigens 

High throughput, 

quantitative, 

multiple 

parameters 

Requires 

fluorophore‐

labelled 

antibodies, can 

be costly 

Conventional 

Methods 

Enzyme‐Linked 

Immunosorbent Assay 

(ELISA) 

Measures binding 

indirectly by 

detecting 

cytokines or other 

proteins released 

upon CAR‐T cell 

activation 

Sensitive, 

quantitative 

Indirect 

measurement, 

labor‐

intensive, 

endpoint 

analysis 

Conventional 

Methods 

Immunohistochemistry 

(IHC) 

Detects CAR‐T 

cell binding to 

antigens in tissue 

sections using 

specific 

antibodies 

Visual 

localization, can 

analyse tissue 

architecture 

Qualitative, 

less 

quantitative, 

requires tissue 

samples 

Conventional 

Methods 

Radioimmunoassay 

(RIA) 

Uses 

radiolabelled 

antigens to study 

binding 

interactions 

Highly sensitive, 

quantitative 

Use of 

radioisotopes, 

safety 

concerns, 

expensive 

equipment 

Advanced 

Methods 

Surface Plasmon 

Resonance (SPR) 

Measures real‐

time binding 

kinetics of CAR‐T 

cells to antigens 

on a sensor chip 

Real‐time data, 

kinetic analysis, 

no labelling 

required 

Expensive, 

requires 

Specialized   

equipment 

Advanced 

Methods 

Single‐Cell RNA 

Sequencing (scRNA‐

seq) 

Analyses gene 

expression of 

individual CAR‐T 

cells to infer 

High resolution, 

comprehensive 

data 

Complex data 

analysis, high 

cost 
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binding and 

activation states 

Advanced 

Methods 

CRISPR Screening  Uses 

CRISPR/Cas9 to 

identify genes 

involved in CAR‐

T cell binding 

and activation 

High‐throughput, 

functional 

insights 

Requires 

extensive 

validation, 

expensive 

Advanced 

Methods 

Microscopy (Confocal, 

TIRF) 

Visualizes the 

interaction of 

CAR‐T cells with 

antigen‐

expressing cells 

using high‐

resolution 

imaging 

High spatial 

resolution, 

dynamic studies 

possible 

Limited to 

surface 

interactions, 

expensive 

equipment 

Advanced 

Methods 

Mass Cytometry 

(CyTOF) 

Combines flow 

cytometry with 

mass 

spectrometry for 

detailed 

phenotypic 

analysis 

Multiparametric, 

high dimensional 

data 

Requires 

specialized 

equipment, 

complex data 

interpretation 

Advanced 

Methods 

Biolayer 

Interferometry (BLI) 

Measures binding 

interactions by 

detecting changes 

in optical 

thickness on a 

biosensor surface 

Real‐time data, 

label‐free 

Less sensitive 

than SPR, 

limited to 

specific 

applications 

Advanced 

Methods 

Multiplexed Cytokine 

Assays 

Simultaneously 

measures 

multiple 

cytokines 

released upon 

CAR‐T cell 

binding using 

bead‐based 

methods 

High throughput, 

comprehensive 

profiling 

Requires 

multiplexing 

capability, can 

be costly 

Advanced 

Methods 

Atomic Force 

Microscopy (AFM) 

Measures the 

forces involved in 

CAR‐T cell 

binding to 

antigens at the 

nanoscale 

High sensitivity, 

detailed 

mechanical data 

Technically 

challenging, 

expensive, 

limited 

throughput 

Conventional methods such as flow cytometry, ELISA, and immunohistochemistry are widely 

used for studying CAR‐T cell binding to antigens due to their accessibility and established protocols. 

These methods provide quantitative and qualitative  insights but may have  limitations  in terms of 

sensitivity and  throughput. Advanced methods  like  surface plasmon  resonance  (SPR),  single‐cell 

RNA  sequencing  (scRNA‐seq), and CRISPR  screening offer deeper  insights  into binding kinetics, 

gene expression, and  functional genomics. These  techniques, while more expensive and complex, 

provide high‐resolution data and comprehensive analysis, enabling a more detailed understanding 

of CAR‐T cell interactions with target antigens [106–108]. 
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4. Conclusion 

In conclusion, CAR‐T cell  therapy  represents a  transformative approach  in cancer  treatment, 

particularly  in  hematological  malignancies.  The  FDA‐approved  CAR‐T  cell  products  have 

demonstrated remarkable efficacy  in patients with relapsed or refractory B‐cell acute  lymphocytic 

leukemia,  non‐Hodgkin  lymphoma,  and  multiple  myeloma,  significantly  improving  treatment 

outcomes.  However,  several  challenges  and  opportunities  lie  ahead  in  advancing  this  therapy 

further.  Firstly,  the  development  of  multi‐targeted  CAR‐T  cells  holds  immense  promise  in 

overcoming  tumor  heterogeneity  and  reducing  the  likelihood  of  relapse.  By  targeting multiple 

antigens simultaneously, researchers aim  to enhance  treatment efficacy and achieve more durable 

responses  in patients. Secondly,  efforts  to  improve  the persistence  and  longevity of CAR‐T  cells 

within the body are crucial for achieving sustained tumor control and long‐term remissions. 

Strategies  such  as  incorporating  co‐stimulatory  domains  into CAR  constructs  and  cytokine 

modulation show potential in promoting T cell survival and expansion. Thirdly, expanding the scope 

of CAR‐T cell therapy to solid tumors presents unique challenges, including the immunosuppressive 

tumor microenvironment and off‐target  toxicity. Nonetheless, ongoing  research endeavors aim  to 

adapt  CAR‐T  cell  therapy  for  solid  tumor  treatment  through  the  development  of  novel  CAR 

constructs and combinatorial approaches with other immunotherapies. 

Addressing  safety  concerns  associated with CAR‐T  cell  therapy  remains  paramount. While 

significant progress has been made in mitigating  toxicities such as cytokine release syndrome and 

coagulopathy, further refinement of treatment protocols and personalized approaches are essential 

to minimize adverse events while preserving anti‐tumor efficacy. Furthermore, strategies to combat 

antigen‐negative  relapse,  such  as  dual‐targeting  or  multi‐targeted  CAR‐T  cells  and  leveraging 

alternative cell types like γδ T cells, offer promising avenues for enhancing recognition and efficacy 

while minimizing adverse effects. In summary, CAR‐T cell therapy represents a paradigm shift in 

cancer treatment, with ongoing research and innovation poised to further enhance its efficacy, expand 

its  applicability  to  a  broader  range  of  cancers,  and  improve its  safety  profile. With  continued 

advancements  in  CAR‐T  cell  technology  and  translational  research,  the  future  holds  immense 

promise for revolutionizing cancer therapy and improving outcomes for patients worldwide. 
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