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INTRODUCTION

Les progres réalisés au cours des dernieres années ont permis d’établir le réle essentiel du
systeme immunitaire, principalement des lymphocytes T, dans la surveillance et 1’élimination
des cellules cancéreuses de I’organisme. Ceci a conduit au développement d’une nouvelle
catégorie de traitement, qui vise a stimuler les défenses immunitaires de I'organisme contre les

cellules tumorales, appelée I’immunothérapie.

Les hémopathies malignes représentent environ 13% de 1’ensemble des cancers. Les
nombreuses avancées de I’immunothérapie ont permis d’améliorer la prise en charge de ces
pathologies et particulierement celle des leucémies aigues lymphoblastiques B (LAL-B),
représentant le principal cancer retrouvé chez I’enfant. Le Blinatumomab (Blincyto®) est le
premier anticorps monoclonal bispécifique BIiTE (Bi-specific T cell engager) a avoir obtenu
I’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France dans le traitement des LAL-B CD19
positives réfractaires ou en rechutes chez les enfants a partir de 1 an. 1l est caractérisé par sa
capacité, a se lier sélectivement au CD19 exprimé a la surface des cellules de la lignée B et au
CD3 exprimé par les lymphocytes T. Il permet, par conséquent, d’activer les cellules T
endogénes et provoque ainsi I’¢limination spécifique des cellules B malignes et saines
exprimant le CD19 (1).

La deuxieéme plus grande avancée de I’'immunothérapie qui a permis d’obtenir de meilleurs
résultats comparés au Blinatumomab (2), repose sur le développement des lymphocytes T
génétiquement modifiés exprimant un récepteur chimérigque appelé « CAR» (Chimeric Antigen
Receptor). La particularité de ce récepteur est qu’il est composé de la partie variable d’une
immunoglobuline monoclonale synthétique, caractérisée par une forte affinité et une capacité a
reconnaitre un antigéne tumoral indépendamment du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH). Bien que ces cellules CAR-T aient permis d’obtenir des résultats cliniques
impressionnants dans le traitement des hémopathies lymphoides B, et notamment dans les LAL-
B en rechute ou réfractaires aux traitements conventionnels, une forte variabilité
interindividuelle de la réponse anti-tumorale, de la durée de la rémission et du developpement
des effets indésirables ont été observes, justifiant la nécessité de la mise en place d’un suivi

personnalisé au laboratoire.
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Dans une premiere partie, nous nous intéresserons au réle de I’immunité anti-tumorale, au
développement des CAR-T cells, a leurs indications dans les LAL-B de I’enfant et du jeune
adulte, a leurs effets indésirables et aux principaux mécanismes d’échappement tumoral
identifiés. Dans une seconde partie nous aborderons les différentes techniques de suivi des
CAR-T cells en prenant I’exemple du protocole utilisé au laboratoire d’hématologie du CHU
de la Timone. Enfin, nous étudierons les résultats obtenus chez les deux patientes suivies par
cytométrie en flux au sein de notre laboratoire et nous détaillerons les différents facteurs
identifiés dans la littérature comme ayant un impact sur I’expansion et la persistance des CAR-
T cells, deux mécanismes clés qui déterminent I’efficacité anti-tumorale et le développement

des effets indésirables de ces médicaments de thérapie innovante.
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PREMIERE PARTIE :

La technologie des CAR-T cells et sa place dans le
traitement des Leucémies Aigues Lymphoblastiques B

1 Généralités en immunologie

1.1 Le systéme immunitaire

Le systeme immunitaire est un systeme biologique complexe capable de générer un ensemble
varié de cellules et molécules, permettant de préserver 1’intégrité de 1’organisme par
I’élimination de tout élément n’en faisant pas partie (‘’non soi’’) ou présentant des anomalies

(“’soi altéré’’) (3) .

En premiere ligne des mécanismes de défenses on retrouve I’immunité innée, qui est une
réponse immédiate survenant en quelques heures chez tout individu en 1’absence
d’immunisation préalable. Elle est assurée en grande partie par nos barriéres naturelles du corps
(les épitheliums), les cellules phagocytaires (les macrophages, les polynucléaires neutrophiles),
le systeme du complément et les lymphocytes NK (Natural Killer). C’est une réponse qualifi¢e

de non spécifique (3).

Ensuite, une immunité plus élaborée et spécifique dirigée contre 1’agresseur se met en place ;
c’est I’'immunité adaptative. Il s’agit d’une réponse plus lente qui se développe sur plusieurs

jours et qui est composée de deux types :

1. L’immunité a médiation humorale dont les principaux acteurs sont les lymphocytes B (LB)

entrainant la production d’anticorps (AC) dirigés contre un antigene spécifique (3).

2. L’immunité a médiation cellulaire qui repose sur I’action cytotoxique des lymphocytes T

).
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1.2 Leslymphocytes T

Les lymphocytes T (LT), dont la lettre « T » provient du « Thymus » organe lymphoide primaire
dans lequel les LT arrivent a maturité, sont responsables de la réponse immunitaire cellulaire
spécifique, qui vise a détruire les cellules pathogénes, s’agissant des bactéries ou des cellules

cancéreuses (3).

Les lymphocytes T se composent d’un récepteur, le TCR (T Cells Receptor), auquel est associé
un cluster de différenciation CD3, suivi d’un domaine CD4 ou CD8 en fonction du lymphocyte

considéré (3).

Le TCR est un hétérodimere constitué soit par l’association d’une chaine o et d’une
chaine B (TCR af} chez 85% des lymphocytes T circulants), soit par I’association d’une chaine
d et d’une chaine y (TCR vd), reliées par des ponts disulfures. Chaque chaine est constituée de
deux domaines. Le premier situé en N-terminal, contient le site de reconnaissance de I’antigéne.
Le second domaine situé en C-terminal est composé d’une courte séquence hydrophobe

assurant I’ancrage a la membrane et d’une petite queue intracytoplasmique (3).

Le TCR ne possédant pas de séquence de signalisation intracytoplasmique de type ITAM
(lmmuno-receptor Tyrosin based Activation Motive), il doit étre associé au complexe
multimoléculaire CD3 qui en est pourvu afin de relayer le signal d’activation du lymphocyte.
Le CD3 est constitué de 6 chaines: une chaine vy, une chaine 9, deux chaines ¢ et deux chaines
C (zéta), chacune possédant des motifs ITAMs intracytoplasmiques, composes de tyrosines qui
seront phosphorylées par des kinases lors de I’activation lymphocytaire (Figure 1) (3).

Les lymphocytes T CD4 + agissent en tant que cellules auxiliaires et ne reconnaissent que les
antigeénes liés aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II de
la cellule présentatrice d’antigéne (CPA). Tandis que les cellules T CD8 + sont des cellules

cytotoxiques qui ne reconnaissent que les antigenes associés aux molécules du CMH de classe

| (4).
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Figure 1: Structure du TCR associé¢ au CD3 (3)

1.3 Lasynapse immunologique

La réponse immune adaptative, débute par la reconnaissance des antigenes par les lymphocytes
T. Elle déclenche la formation de la synapse immunologique, jonction dynamique et hautement

structurée entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice d’antigene (Figure 2) (4).
L’établissement de cette synapse nécessite 3 signaux :

» Le premier signal s’établit lors de la rencontre d’un fragment antigénique présente par
les glycoprotéines du CMH exprimées a la surface des CPA et du TCR. Cependant, en
I’absence de signal supplémentaire le lymphocyte T deviendra anergique (4).

> Cette premiére étape doit obligatoirement étre accompagnée d’un deuxiéme signal dit
de «signal de costimulation » médié par I’interaction entre les molécules de
costimulation exprimées par les CPA (CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40...) et leurs
récepteurs respectifs exprimés par les LT (CD28, CD40L, OX40L, CD137(4-1BB),
CD27 ...) (4).

» Ces deux signaux permettent la formation d’une synapse immunologique, qui sera
stabilisée par la présence des molécules d’adhésions (Intercellular Adhesion Molecule
1/Lymphocyte Function Associated Antigen-1 (ICAM-1/ LFA-let LFA-3/CD2))
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permettant ainsi d’activer de nombreuses voies de signalisation intracellulaire,
aboutissant au troisieme signal, dit signal cytokinique. Ce dernier conduit a la sécrétion
de cytokines telles que I’interleukine-2 (IL-2), créant un environnement favorable a

I’expansion clonale et a la différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices (4).

{ SIGNAL2 )

cos0 N\

Cellule dendritique
Lymphocyte T CD4 ou CD8

Figure 2 : Activation lymphocytaire et synapse immunologigque (4)

Le signal 1 d’activation, correspond a l’interaction du récepteur des LT (TCR) avec les glycoprotéines du CMH
exprimées a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Le signal 2 dit de costimulation désigne
l’interaction du récepteur CD28 présent sur les LT avec ses ligands CD80 et CD86 exprimés par les cellules
dendritiques. Le signal 3, dit cytokinique conduit & la sécrétion de cytokines telles que [l’interleukine-2, a
[’expansion clonale et la différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices.

1.4 Lelymphocyte T, une arme efficace contre les cellules cancéreuses

Les lymphocytes T représentent les acteurs majeurs de I’immunité anti-tumorale (Figure 3).
Lors d’une réponse immunitaire idéale, le remodelage du stroma et la production de
chimiokines par les cellules tumorales induisent le recrutement des cellules de I’immunité innée
; les macrophages, les cellules NK et les lymphocytes NKT (Natural Killer T) qui vont détruire
les cellules tumorales. Des antigenes tumoraux vont étre libérés et seront captés par les cellules
dendritiques pour les dégrader et les présenter sous forme de peptide sur les molécules du CMH.

Ces cellules vont ensuite migrer vers les ganglions lymphatiques pour presenter les peptides
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tumoraux aux lymphocytes T CD4 et CD8, il s’agit de la premiére phase dite de reconnaissance

(4).

Au cours de la deuxiéeme phase, dite phase effectrice, des lymphocytes T spécifiques de
tumeurs, rejoignent le site tumoral et reconnaissent les antigénes tumoraux présentés par les
molécules du CMH de classe | des cellules cancéreuses pouvant ainsi détruire directement les
cellules tumorales grace a leurs enzymes effectrices (perforine, granzyme), et a la sécrétion de

cytokines cytostatiques telles que TNF alpha (Tumor Necrosis Factor) et I’interféron gamma

(4) (5).
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Figure 3 : Cycle de la réponse anti-tumorale des lymphocytes T(5)

Les cellules cancéreuses mourantes libérent des antigénes tumoraux dans [’environnement tumoral. Ceux-ci sont
captés par les cellules dendritiques qui vont les dégrader et les présenter sous forme de peptide sur les molécules
du CMH. Les cellules dendritiques migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques pour présenter ces peptides
tumoraux aux lymphocytes T CD4 et CD8. Les lymphocytes T spécifiques de tumeurs ainsi activés, rejoignent le
site tumoral pour exercer leurs fonctions anti-tumorales. (iDC, cellules dendritiques immatures ; mDC, cellule
dendritique mature).

25



1.5 Mécanismes d’échappement tumoral au systeme immunitaire

A chacune des étapes permettant ’établissement de la synapse immunologique entre le
lymphocyte T et la cellule cancéreuse, existent des possibilités de dysfonctionnement, pouvant

aboutir a un échappement tumoral vis-a-vis du systeme immunitaire.

L’un des mécanismes les plus répondus est celui de la perte d’expression de la molécule CMH
du type | au sein de la tumeur, entrainant la disparition du premier signal de reconnaissance
antigénique par le TCR (6). Ce phénomeéne a été décrits dans de tres nombreux cancers, et peut
étre expliqué par le fait, que les cellules tumorales CMH | négatives acquiérent un avantage de

survie face a la pression de sélection exercée par le systéme immunitaire (6).

D’autres mécanismes de résistance ont été décrits tels que I’absence d’expression par la cellule
tumorale de molécules de costimulation et d’adhésion, I’absence d’expression d’antigéne
spécifique de la tumeur ou la sécrétion de cytokines inhibitrices (IL-10, TGFB, FAS L),
induisant une apoptose, une inactivation ou une anergie du lymphocyte T et entrainant par

conséquent une tolérance du systeme immunitaire face aux cellules tumorales (6).

Au cours des dernieres decennies, grdce a une meilleure compréhension du systeme
immunitaire anti-tumoral et des mécanismes de résistance, une nouvelle catégorie
d’immunothérapie par des lymphocytes T géenétiquement modifiés est apparue. C’est une voie
tres prometteuse dans le traitement de cancers a un stade avancé, exploitant les propres cellules
du systéme immunitaire du patient pour reconnaitre et détruire sélectivement la tumeur et

surmonter les mécanismes d’échappement tumoraux (7).

2  Le développement de ’immunothérapie : les CAR-T cells une révolution du XX[¢me
siecle

2.1 Qu’est-ce qu’un CAR T cells

Les CAR-T cells, combinant thérapie génique et thérapie cellulaire, constituent une nouvelle

forme d’immunothérapie en plein développement (7). Ces molécules appartiennent a une
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catégorie de médicaments dénommés « medicaments de thérapies innovante » (MTI) définis

dans le réglement européen 1394/2007 (8).

11 s’agit de lymphocytes T, prélevés chez un patient, puis modifiés génétiquement in vitro de
maniére a leur faire exprimer un récepteur artificiel, dit chimérique : le CAR (Chimeric
Antigenic Receptor). Ce récepteur est concu de telle maniere que sa partie extracellulaire
reconnaisse un antigene specifique et ceci sans qu’il soit présenté par une molécule de CMH,

ce qui en fait un concept unique applicable & un large éventail de pathologies tumorales (9).

2.2 Histoire et développement des CAR-T cells

Les premiers CAR-T cells, appelés T bodies ont été congus par Z. Eshar en 1989 (10). Leur
évaluation dans des études précliniques réalisées dans les années 1990, avait néanmoins réveélé

une toxicité sévere ainsi qu’une incapacité a maintenir leur activité cytotoxique in vivo (11).

En revanche, en 2003, de nouveaux essais menés in vitro et chez 1’animal in vivo, ont montré
le puissant potentiel thérapeutique des CAR-T cells ciblant I’antigéne CD19 et avec une
structure modifiée par rapport aux premiers essais (12). C’est seulement en 2010 que des cas
de régression tumorale impressionnants ont été rapportés dans le cadre d’un essai de phase I,
avec des CAR-T cells anti-CD19, utilisé dans le traitement des lymphomes folliculaires B et

des leucémies lymphoides chroniques (LLC) (13) (14).

La premiere patiente francaise, une jeune fille de onze ans atteinte d’une Leucémie Aigle
Lymphoide de la lignée B (LAL-B) a été guérie de son hémopathie en juin 2016, suite au
traitement par des CAR-T cells anti-CD19, dans le cadre de I’essai ELIANA (15) (16).

En 2017 la sociéteé Novartis, a obtenu I’approbation par la FDA (Food and drug administration)
aux Etats Unis, du premier médicament CAR-T cells ciblant I’antigéne CD19: le
Tisagenlecleucel (Kymriah®), destine a des enfants et des jeunes adultes en échec thérapeutique
d’une LAL-B CD19 positive (17).

Cette étape historique a inauguré une nouvelle ere dans la gestion des hémopathies malignes a

cellules B réfractaires.
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2.3 Structure du récepteur CAR

Les CAR-T cells ont été ¢laborés de maniére a mimer I’activation du lymphocyte T apres
reconnaissance spécifique d’un antigéne tumoral, non pas par son TCR, mais par la partie
variable d’une immunoglobuline synthétique. Ainsi, la reconnaissance de 1’antigene cible par
le CAR est indépendante du CMH. Le CAR est donc un récepteur recombinant entre un BCR
(B-Cell-Receptor) et un TCR. II est constitué d’un domaine extracellulaire, d’'un domaine

transmembranaire et d’un domaine intracellulaire (9) (figure 4).

I Monoclonal antibody |

N 2

VL
) [

I Chimeric antigen receptor (CAR) ]

antigen
[T cell receptor (TCR) ] / recognition
\ \
co3 co3 [ 1.
signal
transduction

Figure 4: Structure du CAR (18)

Le récepteur antigénique chimérique (CAR) consiste a combiner un domaine variable a chaine unique dérivé d'un
anticorps monoclonal spécifique de [l’'antigéne cible, a un domaine transmembranaire et un domaine de
transduction du signal du récepteur des cellules T (TCR).

2.3.1 Le domaine extracellulaire
C’est la partie du récepteur qui se lie directement a I'antigéne cible, sans qu’il soit présenté par

une molécule de CMH de classe I. Elle est constituée par la partie variable d’une
immunoglobuline (Ig) monoclonale synthétique ScFv (Single-chain variable Fragment). Ce
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fragment est composé d’un domaine VH (domaine variable de la chaine lourde) relié par un

court polypeptide flexible au domaine VL (domaine variable de la chaine 1égére) (9).

Le choix du domaine extracellulaire sera responsable de I’affinité et de la spécificité du
récepteur pour ’antigéne tumoral. Les domaines extracellulaire et transmembranaire sont reliés
par un connecteur dit « charniére » assurant la flexibilité, dont la nature et la longueur
influencent I’activité des CAR-T cells (19).

2.3.2 Le domaine transmembranaire

Cette partie assure l'ancrage du récepteur dans la membrane plasmique du lymphocyte T, la

stabilisation et la transduction du signal (9).

2.3.3 Le domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire est impliqué dans la signalisation lymphocytaire T. Il est composé
de motifs ITAMs du complexe CD3 ( (zéta), permettant 1’activation intracellulaire des
lymphocytes T lors de la liaison a I’antigéne cible (9). En fonction des différentes générations
des CAR-T cells, il peut s’y ajouter un ou plusieurs domaines de costimulation différents
(CD28, CD27, ICOS, OX40/CD134,4-1BB(CD137)) dans le but d’améliorer la prolifération,
la persistance in vivo de ces cellules T modifiees et la mobilisation des autres acteurs de la

réponse immunitaire (9).

2.4 L’évolution des CAR-T cells, les différentes générations

Afin de reproduire les signaux d’activation lymphocytaire sans utiliser le recours initial

« classique » du TCR, différentes générations de CAR ont été développées :

29



- lére géneration

Comme décrits précédemment, les CAR de lere génération sont composés d’une région
variable (ScFv) d’immunoglobuline monoclonale d’origine murine reconnaissant 1’antigéne
cible, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire de signalisation composé
uniquement de molécules CD3( (partie de la molécule CD3 qui transmet le signal TCR-CD3).
L’expérimentation in vivo de ces CAR-T cells dans les modéles animaux a démontré que le
niveau d’activation et d’expansion étaient insuffisants pour produire une réponse anti-tumorale
efficace et durable (20).

- 2éme genération

Une seconde génération de CAR a été développée pour optimiser 1’activation, la survie et la
fonctionnalité in vivo des CAR-T cells. L’innovation de cette nouvelle génération a été d’ajouter
a la chaine CD3{ un domaine de costimulation, le plus souvent CD28 ou 4-1BB (CD137) (21).
Les profils cytotoxiques et métaboliques de ces CAR-T cells different selon le domaine de
costimulation. Par exemple, les CAR avec un domaine 4-1BB (CD137) semblent montrer une
moindre activité cytotoxique mais aussi une meilleure longévité par rapport aux CAR-T cells
portant le domaine CD28 (22).

- 3éme génération

Les CAR de 3éme génération combinent plusieurs domaines de costimulation, tels que CD28,
4-1BB(CD137), ICOS, OX40(CD134). La présence de plusieurs signaux de costimulation
permet d’augmenter 1’activité anti-tumorale avec une production plus élevée de cytokines, une
activité cytotoxique plus importante et plus spécifique, ainsi qu’une capacité d’expansion

cellulaire et de persistance in vivo augmentées (23).

- 4eme génération

Dans cette génération, I’innovation est apportée par la présence d’un transgéne inductible par

la reconnaissance de I’antigéne cible par le CAR entrainant la sécrétion de cytokines ou d’autres
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ligands activateurs. Ce type de CAR-T cells est appelé TRUCKs (T cell Redirected for

Universal Cytokine-mediated Killing) (24).

L’exemple le plus étudié a ce jour est celui des TRUCKSs sécrétant 1’IL-12, cytokine qui

favorise :

- L’activité cytotoxique des lymphocytes T.

- L’activation et la différentiation des lymphocytes antitumoraux.

- La protection des CAR-T cells du micro-environnement tumoral inhibiteur.

- Le recrutement des autres cellules immunitaires qui accompagnent 1’activité

anti-tumorale des CAR-T cells (25).

L’avantage de I’utilisation de ce type de construction est que 1I’'IL-12 est produite aussi

longtemps que le lymphocyte génétiquement modifié reconnaissant la cible.

1st 2nd generation 3rd generation 4th generation
generation (Dual signaling) (Multiple signaling)  (“Armored” CAR-T)
VH Cytokine secretion
VL (@) o
O 0
M (O B
Co-stimulatory-1 e
(4-1BB, CD28) O 0]
Co-stimulatory-2 (0) OO (@)
CD3T o
O
(0]

Figure 5: Les différentes générations de CAR(18)

La conception initiale du CAR de 1ére génération a évolué vers les générations suivantes par I'incorporation d'un
domaine de costimulation CD28 ou 4-1BB représentant les CAR-T cells de 2éme génération. De deux domaines
de costimulation intracellulaires (CD28,4-1BB, ICOS, OX40) dans la 3éme génération, ou l'incorporation
supplémentaire d'un transgéne de cytokine inductible dans les CAR-T cells de 4°™ génération.
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2.5 Production des CAR-T cells

La production de CAR-T cells destinés a cibler un antigéne tumoral spécifique, repose sur le
respect de régles des bonnes pratiques de fabrication permettant d’assurer la sécurité,
I’efficacité et la reproductibilité de la production. Il s’agit donc d’un processus nécessitant

plusieurs étapes bien codifiées.

La fabrication des CAR-T cells commence par le prélevement des lymphocytes T du patient
(autologue) qui vont ensuite subir ex vivo des modifications génétiques pour étre par la suite

réinjectés chez le méme patient. Ce processus s’cffectue en 5 étapes (Figure 6) (26).

2.5.1 Leucaphérése

La leucaphérese est un processus qui consiste a isoler a partir du sang périphérique les globules
blancs du patient. Une fois préleveées, ces cellules seront ensuite triées en fonction de leur taille
et leur densité afin d’extraire les lymphocytes T CD3 positifs. Apres séparation, ces cellules

peuvent soit étre utilisées directement soit étre cryoconservées pour une utilisation future (27).

2.5.2 Activation in vitro des lymphocytes T

Une fois isolés, les lymphocytes T sont ensuite activés et stimulés grace a des billes
magnétiques recouvertes d’anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-CD28. Ceci permet

I’expansion ex vivo des LT, indispensable pour les modifications génétiques ultérieures (27).

2.5.3 Modifications génétiques des lymphocytes T isolés

L’introduction du matériel génétique codant pour le CAR dans la cellule lymphocytaire est

rendue possible grace a des techniques utilisant des systémes viraux ou non viraux.
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e Stratégie virale : Transduction (processus de transfert de géne en utilisant un

vecteur viral)

Cette technique utilise la capacité naturelle des rétrovirus de s’introduire dans le noyau des
cellules cibles et d’y intégrer par un mécanisme de transduction virale du matériel génétique
codant pour le CAR. Ces vecteurs viraux possédent un génome a base d’ARN, converti en ADN
dans les cellules transduites par une rétrotranscriptase d’origine virale, permettant ainsi
I’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote et une expression génétique stable
et permanente du transgéne. Ces virus sont qualifiés de virus intégratifs. Les gamma-rétrovirus
et les lentivirus sont les deux sous-types viraux les plus utilisés dans les essais cliniques et
thérapies cellulaires nécessitant un transfert de génes. La différence majeure entre les deux
types est que, les gamma-rétrovirus ne peuvent infecter que les cellules en cours de division
cellulaire alors que les lentivirus peuvent infecter des cellules quiescentes ce qui explique leur

plus large utilisation (27).

Les vecteurs lentiviraux et gamma-rétroviraux ont tous les deux ’avantage d’étre hautement
efficaces et de permettre 1’expression d’un récepteur CAR stable. Cependant ces vecteurs
viraux intégratifs, peuvent s’ insérer dans des unités impliquées dans la division cellulaire et étre
a l’origine d’apparition d’oncogéne par un phénoméne de mutagénese insertionnelle. Ce
phénoméne n’a pour I’instant pas été observé avec les CAR-T cells, mais afin d’éliminer
totalement ce risque, des vecteurs viraux non-intégratifs NIVL(non-integrating lentiviral

vector) sont en cours d’étude (28).

L’ensemble des CAR-T cells actuellement commercialisés, sont produits en utilisant un vecteur

viral, lentivirus ou rétrovirus (29).

e Stratégie non virale

Afin de réduire les risques de toxicité et de mutagénese, de nouvelles stratégies recourant a des
vecteurs non viraux sont en cours d’exploration. Ces différents systemes incluent des systemes

physiques (comme 1’électroporation) ou chimiques (comme les nanoparticules).

L’électroporation est actuellement la technique non virale la plus étudiée. Elle consiste a
appliquer un courant électrique sur les cellules dans le but d’augmenter la permeabilité

cellulaire afin de permettre I’introduction de vecteurs non-viraux puis 1’intégration de I’ADN
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du géne codant pour le CAR dans le génome des lymphocytes T. Des systemes de type
transposon/transposase (Sleeping Beauty ou piggyBac) sont en cours d’étude. Une faible
toxicité, un codt relativement faible et une procédure de fabrication simplifiée ont été constatés
lors de I’utilisation du systéme transposon/ transponase de type sleeping beauty pour la
conception des CAR ciblant I’antigéne CD19 (30).

Plus récemment, une nouvelle stratégie basée sur I’introduction a I’intérieur du lymphocyte T,
par électroporation ou par endocytose (mécanisme par lequel la cellule internalise une molécule
externe), d’un ARN messager codant pour le CAR a été développée. La particularité de ce
systéme est que le transgene n’est pas intégré au génome et son expression est transitoire
d’environ quelques semaines. Cette approche pourrait étre intéressante pour limiter 1’effet
cytotoxique sur des cellules saines exprimant 1’antigéne d’intérét (effet dit « on target/off
tumors » ) (29).

L utilisation des nanoparticules est également une stratégie en plein développement,
principalement dans les essais sur les tumeurs solides (31). Ces particules contenant le géne
codant pour le CAR d’intérét, sont directement injectées chez le patient et vont cibler les
lymphocytes T (CD3+) grace a leurs enveloppes contenant des fragment Fab qui vont
reconnaitre le corécepteur CD3 et s’introduire a I’intérieur des LT par endocytose (29). Ils vont
ensuite libérer leur contenu qui sera intégré dans le génome de LT par le systéeme
transposon/transponase piggyBac. Ces nanoparticules peuvent reprogrammer in vivo les
lymphocytes T et leur faire exprimer un CAR. Le recours a la nanotechnologie est prometteur
par son efficacité et son potentiel de réduction des codts et du délai de production. Toutefois la
sécurité de cette approche doit étre encore évaluée chez ’homme (31).

2.5.4 Culture et multiplication des CAR-T cells

Afin d’obtenir une dose thérapeutique suffisante, les CAR-T cells obtenues sont ensuite
multipliées en utilisant des milieux de cultures cellulaires optimisés nécessitant des
fermenteurs, des cellules artificielles et des interleukines (IL-2, IL-21), favorisant la stimulation
et la division cellulaire. Une fois les cellules CAR-T en nombre suffisant, celles-ci sont

cryoconservées et expédiées au centre d’administration du patient (27).
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Plusieurs études ont montré que 1’utilisation d’IL-2 favorise la différenciation des lymphocytes
T vers un phénotype effecteur mémoire caractérisé par des cellules différenciées avec des
propriétés cytotoxiques croissantes au détriment de leur capacité proliférative. Tandis que
I’utilisation d’IL-7 et IL-15 parait plus intéressante pour générer des cellules CAR-T moins
différenciées avec une meilleure capacité de prolifération in vivo aprés réinjection chez le
patient (32).

2.5.5 Traitement par chimiothérapie et injection des CAR-T cells

Avant ’injection, le patient recoit une chimiothérapie lymphodéplétive (sauf si son taux de
globules blancs au cours de la semaine précédant la perfusion est <1 000 cellules/uL). En effet,
les études précliniques et cliniques ont montré que la prolifération homéostatique et la
persistance des lymphocytes T sont augmentées par une lymphodéplétion pré-perfusion, se
faisant principalement par I’administration de 1’association cyclophosphamide et fludarabine
(33).

Une fois dans 1’organisme, les cellules CAR-T vont cibler les cellules tumorales de maniére

spécifique grace a leur récepteur CAR, s’activer puis les détruire.
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Figure 6: Production des CAR-T cells(26)
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2.6 Source des lymphocytes T

Les thérapies actuelles a base de CAR-T cells, utilisent des lymphocytes T issus du patient a
traiter ; lymphocytes autologues. Cependant, cette approche est associée & un certain nombre

d’inconvénients qui pourraient limiter potentiellement leur utilisation (34) :

e Un processus de fabrication long (4 & 5 semaines) et complexe, entrainant la
nécessité de mettre en place une thérapeutique d'attente.

e Une difficulté a obtenir un nombre suffisant de lymphocytes T, notamment chez les
patients lourdement prétraités et lymphopéniques (35).

e Un risque théorique de contamination par des cellules tumorales.

e Unnombre limité de CAR-T cells produits, rendant difficile la réinjection.

Le développement de CAR-T cells allogéniques offre la possibilité de s’affranchir de ces
limites. Pour pouvoir utiliser des lymphocytes T allogéniques, il est nécessaire d’invalider
I’expression du TCR endogéne et du CMH afin d’éviter le développement d’une réaction du

greffon contre 1’hdte (GVH) et de diminuer le risque de rejet (36).
Les stratégies d’invalidation les plus étudiées sont :

e Le systtme TALEN (Transcription Activator like Effector Nucleases) permettant de
couper précisément certaines régions de I’ADN (36) (38)

e Le systtme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat), plus récemment développé, comprenant un petit ARN guide (QRNA) capable
de reconnaitre une séquence d’ADN cible et une nucléase Cas9, qui clive

spécifiqguement cet ADN reconnu (36 ).

La société francaise Cellectis a été la premiere a développer ce type de cellules CAR-T
allogéniques : UCART-19 (ciblant I’antigene CD19), utilisant le systtme TALEN pour
invalider I’expression du TCR et du CD52, rendant les CAR-T cells insensibles a
I’alemtuzumab (AC anti-CD52) (38). Les premiers résultats de 1’essai clinique PALL de phase
1 utilisant les UCART-19 dans les LAL-B réfractaire ou en rechutes chez I’enfant sont
encourageants au niveau de I’innocuité et de 1’efficacité. Cependant la persistance in vivo de
ces cellules est tres limitée, nécessitant de développer de nouvelles générations qui pourraient
persister plus longtemps de maniére a maintenir un nombre suffisant de cellules dans le temps
(34) (39).
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2.7 Sélection de la cible des CAR-T cells

Idéalement, la cible du CAR doit étre exprimée de fagon uniforme, importante et sélective sur
les cellules tumorales afin d’obtenir une efficacité optimale et limiter les effets cytotoxiques vis
a vis des cellules saines (effet dit on target/off tumor).

De nombreuses cibles ont été sélectionnées ; la plus utilisée en thérapeutique actuelle dans les
hémopathies lymphoides B, est I’antigéne CD19. C’est une cible idéale car son expression est
limitée aux cellules de la lignée B. Elle n’est pas exprimée par les cellules souches
hématopoiétiques ni par la plupart des autres tissus normaux. Ainsi la toxicité vis-a-vis des
cellules saines se traduit par une aplasie de la lignée B et une hypogammaglobulinémie,
entrainant un risque infectieux, pouvant étre résolu par une prophylaxie médicamenteuse et
vaccinale. Devant la perte fréquente de 1’expression de 1’antigéne CD19 par les cellules
tumorales, d’autres cibles exprimées par les clones B sont en cours d’étude : CD20, CD22,
CD23 (40).

Des cibles potentielles, dans le myélome (SLAM 7, BCMA), les lymphomes T (CD5, CD7),
les hémopathies myéloides (CD123, CD33, FLT3) et les cancers solides (HER2, NKG2D) sont
également en cours de développement. Cependant, il est tres difficile de trouver des antigénes
exclusivement exprimés par les cellules tumorales pour épargner au maximum les cellules

saines (34).

2.8 Les CAR-T cells commercialisés et leurs indications

Les CAR-T cells ont essentiellement démontré leur efficacité dans les hémopathies malignes
lymphoides B, grace a de nombreux essais cliniques : ELIANA, ENSIGN, ZUMA-1, JULIET.
Actuellement, il existe 4 médicaments qui ont obtenu I’AMM en Europe. Il s’agit de CAR-T
cells de 2°™ génération, produits & partir de lymphocytes T autologues génétiquement
modifiés ex vivo au moyen d'un vecteur viral codant pour un CAR ciblant I’antigéene CD19 et

comportant un domaine de costimulation 4-1BB (CD137) ou CD28.

Tisagenlecleucel (Kymriah®), 1¢® CAR-T cells portant le domaine de costimulation 4-1BB a

avoir obtenu I’AMM européenne en 2018 (17). Il est indiqué dans le traitement des :
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Enfants et jeunes adultes jusqu'a 25ans inclus atteints de leucémie aigué
lymphoblastique (LAL) a cellules B réfractaire, en rechute aprés greffe ou apres la
deuxieme rechute ou plus (essai ELIANA, NCT02435849) (15) (41).

Adultes atteints de lymphome diffus a grandes cellules B en rechute ou réfractaire apres
la deuxiéme ligne ou plus d'un traitement systémique (essai JULIET, NCT02445248)
(42).

Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®), 2°™CAR-T cells portant le domaine de costimulation
CD28 a avoir obtenu I’AMM européenne en 2018. Indiqué dans le traitement des patients

adultes atteints de :

- Lymphome diffus a grandes cellules B
- Lymphome médiastinal primitif a grandes cellules B réfractaire ou en rechute, apres au

moins deux lignes de traitement systémique (essai ZUMA-1) (43).

Brexucabtagene autoleucel (Tecartus®), approuvé en 2021 pour le traitement des patients

adultes atteins de :

- Lymphome du manteau réfractaire ou en rechute apres au moins deux lignes de
traitement systémique, dont un traitement par un inhibiteur de tyrosine kinase de
Bruton (BTK) (44).

Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®), dernier CAR-T cells a avoir été approuve récemment
en Europe. Son efficacité et son innocuité¢ ont été¢ évaluées dans I’essai multicentrique
TRANSCEND (NCT02631044) (45)(46). Il est indiqué dans le traitement des patients adultes

atteints de :

- Lymphome & grandes cellules B récidivant ou réfractaire aprés deux lignes ou plus de
traitement systémique, y compris le lymphome diffus a grandes cellules B, lymphome
a cellules B de haut grade, lymphome médiastinal primitif a grandes cellules B

- Lymphome folliculaire de grade 3B.

Idacabtagene viceleucel (Abecma TM®), CAR-T cells anti-BCMA en cours d’essai clinique
en Europe, indigué dans le traitement du myélome multiple de I'adulte en rechute ou réfractaire

au traitement conventionnel (47).
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3 Les CART cells dans les Leucémies Aigues Lymphoblastiques B

3.1 Les leucémies aigues lymphoblastiques

3.1.1 Définition

Le terme « leucémie » est employé pour la premiére fois en 1845 par Rudolf Virchow, un
médecin allemand, qui décrit un envahissement du sang par les globules blancs (« sang blanc »)
(48).

Les Leucémies Aigues Lymphoblastiques (LAL) résultent d une prolifération clonale anormale
des précurseurs hématopoiétiques de nature lymphoide. Ces cellules immatures appelées
lymphoblastes, sont bloquées a un stade précoce de leur différenciation et envahissent la moelle
osseuse, le sang, les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions) et les organes extra-
hématopoiétiques (foie, testicules, systéme nerveux central...) entrainant des cytopénies
périphériques (anémie, thrombopénie, neutropénie) et un syndrome tumoral responsables des
manifestations cliniques (49).

L’OMS a établi un critére majeur permettant de porter le diagnostic de leucémie aigie en
définissant un pourcentage de blastes > a 20% dans la moelle osseuse (50).

3.1.2 Epidémiologie :

Les LAL ont une incidence proche de 1,5 cas pour 100 000 habitants/an, soit environ 1000
nouveaux cas diagnostiqués par an en France. Elles représentent 80% des leucémies aigues de
I’enfant et 20% de celles de I’adulte, avec 2 pics de fréquence : chez I'enfant de 2 & 10 ans dont
environ 75% des cas sont diagnostiqués avant I’age de 6 ans et chez 1’adulte a partir de 50 ans
(51).

Les LAL peuvent étre classées selon la lignée d’appartenance des blastes :

- Les LAL-B, les plus fréquentes, représentent environ 85% des cas chez I’enfant.
- Les LAL-T, représentent 10-15% des cas et sont de moins bon pronostic.
- Les LAL mixtes, représentent moins de 5% des cas et sont généralement de mauvais

pronostic (51).
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La suite de ce travail concernera exclusivement les LAL-B, sachant que ce sont les cellules de

la lignée B qui seront ciblées par les CAR-T cells via le marqueur CD109.

3.2 Classification des LAL-B

3.2.1 Classification EGIL

L'immunophénotypage est devenu un examen indispensable au diagnostic des leucémies

aigués lymphoides comme myéloides (LAM). En 1995, une premiére classification officielle a
été etablie : la classification EGIL (52).

Cette classification repose sur I’'immunophénotypage des cellules blastiques en reprenant les

marqueurs des stades normaux de maturation dans la moelle osseuse et le thymus. Les LAL-B

sont caracterisées par la positivité de plusieurs marqueurs spécifiques de la lignée B présents

tout au long de leur maturation, ce sont les marqueurs panB : CD19, cCD79a et CD22. Une fois

I’assignation du blaste a la lignée B, la classification EGIL va s’effectuer selon la positivité ou

non de différents marqueurs qui se succédent durant la période de maturation du lymphoblaste

(52).

c-CD79a, CD19, CD22 CD10 c-lgM s-IgM
B I (pro-B) + = - -
B Il (commune) + + - -
B Il (pré-B) + +/- + ;
B IV (B mature) + +/- +/- +

Tableau 1 : Classification EGIL (52)
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3.2.2 Classification OMS 2016

De nombreuses anomalies cytogénétiques récurrentes ont été identifiées dans les LAL-B,

permettant d’établir en 2001 une nouvelle classification par I’Organisation Mondiale de la Santé

(OMS), revisée en 2008 puis en 2016 (53). Cette classification se divise en deux classes :

> Les LAL-B non associéees a des anomalies cytogénétiques récurrentes.

> Les LAL-B associées a des anomalies cytogénétiques récurrentes (Tableau 2).

La recherche de ces anomalies cytogenétiques est devenue indispensable au diagnostic car elles

influent sur la nature du traitement et conditionnent le pronostic. Cette nouvelle classification

a permis de regrouper les leucémies aigués, ainsi que les lymphomes lymphoblastiques pour

lesquels la blastose est inférieure a 20% mais ou le syndrome tumoral prédomine. Ces deux

formes cliniques sont donc assimilées comme une seule entité d’un point de vue pronostic et

thérapeutique (53).

Anomalie cytogénétique récurrente Correspondance moléculaire Pronostic
t(9;22)(g34;911.2) BCR-ABL1 Défavorable
t(v;11923) KMT2A(MLL) Défavorable

t(12 ;21)(p13.2 ;922.1) ETV6-RUNX1 Favorable

Hyperdiploidie Favorable
Hypodiploidie Défavorable
t(5 ;14)(g31.1 ;0932.3) IL3-1IGH Défavorable

t(1 ;19)(g23 ;p13.3) TCF3-PBX1 Favorable
Amplification intrachromosomique sur le Défavorable

chromosome 21 : iIAMP21
Translocation impliquant des tyrosines BCR-ABL1 like Défavorable
kinases ou des récepteurs de cytokines

Tableau 2:

Classification OMS 2016 (53)
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3.3 Pronostic des LAL-B

Le pronostic des enfants atteints de LAL-B s’est progressivement amélioré pour atteindre des
taux de survie a 5 ans de plus de 90 %. Ces résultats déclinent avec 1’age des patients et la survie

a 5 ans des adultes (18-60ans) n’est plus que de 50 %, et moins de 25% pour les plus de 60 ans

(1).

L’influence de 1’age sur le pronostic est fortement liée aux caractéristiques cytogénétiques des
LAL-B, a la prise en charge et a la capacité de tolérance face a la toxicité des traitements (1).
Plus de la moitié des enfants sont diagnostiqués avec des anomalies cytogénétiques de bon
pronostic : translocation t(12;21) (fusion ETV6-RUNX1) et caryotype hyperdiploide. Ces
anomalies sont rares chez 1’adulte ou elles représentent 5a 10 % des cas. Inversement, la
fréquence des LAL-B avec chromosome de Philadelphie (Ph+, t(9;22), fusion BCR-ABL1),
anomalie classée de mauvais pronostic, augmente avec 1’age. Elle est retrouvée chez moins de
5 % des enfants et plus de 25 % des adultes. Cependant 1’apparition des inhibiteurs de tyrosine

kinase (ITK) a profondément révolutionné la prise en charge de ces patients.

Il existe d’autres anomalies de pronostiques défavorables tels que les fusions des
genes KMT2A (MLL) dans les LAL pro-B, le caryotype hypodiploide, les réarrangements du
locus IGH, mais aussi deux entités provisoires incluses en 2016 dans la classification OMS :
les LAL-B BCR-ABL like (Ph like) et LAL-B avec amplifications intra chromosomiques du 21
(IAMP21). La fréquence de ces anomalies augmente chez les patients jeunes, agés de 15 a
25ans, tranche d’age regroupée sous le terme « adolescent et jeune adulte » nécessitant ainsi
des schémas thérapeutiques plus intensifs et plus toxiques inspirés généralement des protocoles

pédiatriques ( «pédiatrisation des protocoles» ) (1) (53).

3.4 Prise en charge des LAL-B

Une fois la LAL-B diagnostiquée, le traitement doit démarrer immédiatement car la pathologie
évolue trés rapidement. La durée du traitement est en moyenne de 2 a 3 ans et repose
essentiellement sur 1I’administration d’une polychimiothérapie répartie en 3 phases différentes :

induction, consolidation, entretien.
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La chimiothérapie est précédée d’une pré-phase de corticoides d’une semaine, permettant de
juger de la corticosensibilité de la maladie, d’attendre sa caractérisation cytogénétique et/ou
moléculaire (en pratique Ph+ ou Ph-) et de prévenir le syndrome de lyse tumorale (54) (55).

e Phase d’induction

Elle dure environ 35 jours et nécessite une hospitalisation. L’objectif est de détruire un
maximum de cellules leucémiques afin d’obtenir une rémission cytologique complete qui est
définie par un nombre de blastes < 5% au myélogramme. Généralement, des corticoides sont
associés avec quatre molécules de chimiothérapie: Cyclophosphamide, Vincristine,
Daunorubicine et L-asparaginase. Un inhibiteur de tyrosine kinase (Glivec®) peut étre associé
également chez les patients présentant un chromosome Philadelphie ou une anomalie voisine

nommée Ph-like.

La mesure de la maladie résiduelle (MRD) a la fin de cette phase va déterminer le taux des
cellules leucémiques résiduelles (qu’on ne voit pas au microscope). Ce taux va conditionner la
suite de la prise en charge, raison qui peut conduire a une modification de protocole

thérapeutique en cas de mauvaise réponse et d’envisager une greffe de cellules souches

hématopoiétiques (CSH) (54) (55).
e Phase de consolidation

D’une durée de 6 a 10 mois, cette deuxiéme phase de traitement peut étre réalisée en hopital de
jour et vise a éradiquer la maladie résiduelle submicroscopique qui demeure apres I'obtention
d'une rémission cytologique compléte. Le traitement repose sur 1’administration d’une
association de différentes molécules en fonction des protocoles (cyclophosphamide, étoposide,

méthotrexate, 6-mercaptopurine, cytarabine...) (54) (55).
e Phase d’entretien

Pendant 12 a 24 mois, le patient recoit un traitement a base de méthotrexate et de 6-
mercaptopurine Il peut alors reprendre une vie normale. Cependant, il garde une certaine
fragilité par rapport aux infections et une évaluation médicale urgente reste nécessaire en cas

de symptémes infectieux.
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Un des risques des LAL-B est I’atteinte du systeme nerveux central (SNC) par les cellules
leucémiques. Un traitement préventif par des injections intrathécales de méthotrexate est réalise

régulierement chez ces patients lors des ponctions lombaires (54) (55).

La greffe de CSH est une thérapeutique complexe et lourde a mettre en ceuvre nécessitant de
mettre en aplasie le patient. Elle est surtout réalisée dans le cadre des LAL-B de mauvais
pronostic, apres une rechute ou lors d’une résistance au traitement. Le but est d’éliminer les
cellules leucémiques résiduelles du receveur qui seront détruites par les lymphocytes d’un
donneur compatible, mais aussi de remplacer la moelle osseuse du patient par une moelle ne

possédant pas des cellules tumorales.

A la fin de ces 3 phases de traitement et pendant au moins 5ans suivant le diagnostic, une

surveillance réguliere est requise afin de dépister toute rechute éventuelle (54).

3.5 Place des CAR-T cells anti-CD19 dans la prise en charge des LAL-B de I’enfant et
du jeune adulte

Chez les patients pédiatriques traités pour une LAL-B, le taux de survie a 5ans est supérieur a
90%. Cependant, 15 a 20 % de ces patients présenteront une rechute, nécessitant alors une
chimiothérapie de rattrapage intensive et une allogreffe de CSH dans la majorité des cas,

permettant de sauver environ 30 a 50 % de ces enfants (56).

En cas de rechutes ultérieures ou de maladie réfractaire, le pronostic est beaucoup plus péjoratif
et la guérison est rare allant de 0 & 15%. A ce stade de la maladie, 1’allogreffe de CSH est
recommandée si elle n’a pas été effectuée aprés la 1°® rechute et qu’une rémission compléte
peut étre obtenue. Parfois, une seconde greffe peut étre envisagée. Par conséquent, pour les
LAL-B aux stades avancés, en rechute ou réfractaires, il persiste un besoin médical mal couvert
par les thérapeutiques actuelles, justifiant ’utilisation de nouveaux traitements tels que les
CAR-T cells anti-CD19. De tres nombreux essais cliniques ont été réalisés dans le but, d’étudier
I’efficacité et la sécurité de ces thérapies innovantes. Des résultats satisfaisants ont alors été

observés :
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o L’essai ENSIGN (NCT02228096)

L’étude ENSIGN est une étude de phase I/Il multicentrique, réalisée aux Etats-Unis et ayant
recruté un total de 35 patients au moment de la cléture des données au ler février 2016.
L’objectif principal de cette étude était d’évaluer le pourcentage de rémission compléte au cours

des 6 mois aprés I’administration du Tisagenlecleucel (Kymriah®).

Des résultats cliniques tres prometteurs ont été observés. Le pourcentage de rémission globale
a 6 mois était de 62% chez 29 patients qui ont recu une seule injection de Tisagenlecleucel
(Kymriah®). Les taux de survie sans evénement (EFS) et de survie globale (OS) étaient
respectivement de 66 % et 76 % a 6 mois (57).

e L’étude Seattle children’s (NCT02028455)

Il s’agit d’une €tude prospective réalisée a Seattle incluant 45 patients agés de 12ans (age
médian). 43 patients ont pu recevoir une injection de Tisagenlecleucel (Kymriah®), apres une
chimiothérapie de lymphodéplétion comprenant du cyclophosphamide seul (n= 27) ou en
association avec de la fludarabine (n = 14). Le suivi médian était de 9,6 mois. Une MRD
indétectable a été obtenue chez 89 % des patients 21 jours apreés injection. Les taux de survie
sans évenement (EFS) et de survie globale (OS) étaient respectivement de 51 % et 66 % a 12
mois (57).

e L’essai ELIANA (NCT02435849)

L’étude ELIANA est une étude pivot de phase 1, menée dans 25 centres internationaux et
réalisée entre le 8 avril 2015 et le 8 avril 2018. Cette étude a été menée dans le but de tester
I’efficacité et la toxicité du Tisagenlecleucel (Kymriah®) chez les patients pédiatriques et les
jeunes adultes atteints de LAL-B en premiére rechute post greffe, en deuxieme rechute ou plus

ou réfractaires aux traitements conventionnels (16).

Dans cet essai, 92 patients 4gés de 3 a 21 ans ont été inclus dont 75 patients ont regu une seule
injection de Tisagenlecleucel (Kymriah®) apres une chimiothérapie lymphodéplétive par
fludarabine-cyclophosphamide (15).
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Une rémission compléte a été obtenue chez 64 patients (81%) et une MRD indétectable par
cytométrie en flux chez 63 patients (98%) a 3 mois de traitement. Les taux de survie sans
évenement (EFS) et de survie globale (OS) étaient respectivement de 66 % et 70 % a 18 mois
(57) (58).

A T’issue de cette étude il a été mis en évidence qu’une seule perfusion de Kymriah® a permis
d’obtenir une rémission sans entrainer d’effets secondaires graves. 11 s’agit du premier CAR-T
cells anti-CD19 utilisé en clinique et approuve en 2017 par la FDA. Il constitue un traitement
de 1°° intention chez les enfants et les jeunes adultes jusqu’a 25 ans, atteints de LAL-B

réfractaire, en rechute aprés allogreffe ou a partir de la 2°™ rechute (41).

L’ensemble de ces essais a permis de prouver que les CAR-T cells anti-CD19 représentent un
réel espoir pour les patients de mauvais pronostic ou en impasse thérapeutique apres plusieurs
lignes de traitements. Toutefois, la comparaison des résultats de ces différentes études demeure
difficile en raison des variations des critéres d’inclusion tels que : les caractéristiques des
patients inclus (age, prétraitement ou non par d’autres anti-CD19 tel que le Blinatumomab
(Blincyto®), le type de chimiothérapie utilisée pour la lymphodéplétion, la structure du CAR
(domaine de costimulation)). Ainsi I’utilisation des CAR-T cells en clinique sur une large
population de patients permettra d’apporter des données plus représentatives que ceux obtenues
sur des cohortes bien définies.

3.6 Effets secondaires des CAR-T cells anti-CD19 et leurs prises en charge

Les effets secondaires des cellules CAR-T anti-CD19 sont lies principalement a leur mécanisme

d’action. lls sont répartis en 2 catégories : Effets secondaires aigues et retardés

3.6.1 Effets secondaires aigues

e Syndrome de relargage cytokinique

Le syndrome de relargage cytokinique (SRC) est la complication la plus fréquente apres
traitement par CAR T-cells. Le délai médian de survenu est de 5 jours. Il s'agit d'une réaction

inflammatoire systémique inappropriée, médiée par un taux tres élevé de cytokines pro-
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inflammatoires ainsi qu'une hyperactivation des cellules de I'immunité et des cellules
endothéliales. Cet état pro-inflammatoire est la conséquence de 1’activation des CAR T-cells
aprés reconnaissance de 1’antigene tumoral, entrainant la libération de nombreuses cytokines
tels que I’IL-2, I’IL-6, IFN gamma, TNF alpha et de I’activation des cellules mononuclées et
des cellules dendritiques libérant a leur tour de I’IL-1, IL-6, IL-10, IFN gamma (59). Sur le plan
clinique, on retrouve de fagon variable une fiévre élevée, une asthénie, des nausées, une
tachycardie, une hypotension artérielle pouvant évoluer vers une défaillance multiviscérale

mettant en jeu le pronostic vital du patient (56).

Le traitement repose sur I’administration d’anticorps bloquant 1’IL-6: le tocilizumab
(ROACTERMA®) (60). Plusieurs études affirment que I’administration du tocilizumab ne
diminue pas I’efficacité des CAR-T cells et n’augmente pas le risque des rechutes. Les
corticoides sont réservés aux cas extrémes d’échec du tocilizumab. Cependant, leur innocuité

vis-a-vis des CAR-T cells demeure non prouvée (60).

Une classification en quatre grades de sévérité croissante basée sur des critéres clinico-
biologiques a été établie. Le premier grade correspond a une hyperthermie isolée et les grades
suivants sont définis sur le caractere réfractaire de I’hypotension artérielle ainsi que 1’atteinte
multiviscérale. Plusieurs études ont mis en évidence la pertinence du dosage de I’'IL-6 comme
marqueur de SRC ainsi que sa corrélation avec la sévérité clinique (61).

Dans 1I’étude ELIANA, 77% des patients ont présenté un SRC dont 59% ont été admis en unité
de réanimation pour une médiane de 8 jours et 39% ont recu un traitement anti-IL6. Aucun

patient de cette étude n’est décédé des suites du SRC (13) (41).

¢ Syndrome d’activation macrophagique

Des cas de syndrome d’activation macrophagique (SAM) ont été décrits chez environ 1 % des
patients traité par CAR-T cells (61). En raison des ressemblances a la fois cliniques (fievre,
défaillance multi-viscérale, confusion, altération de 1’état général...) et biologiques
(hyperferritinémie, hyperlactatémie, hypofibrinogénémie, pancytopénie, défaillance hépatique,
rénale...), il est souvent confondu avec le SRC. Le SAM est souvent défini comme un SRC

d’évolution défavorable sous traitement par anti-1L-6 (61).
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e Neurotoxicité : ICANS (Immune effector Cell-Associated Neurotoxicity

Syndrome)

C’est le second effet indésirable le plus fréquemment observé, retrouvé dans environ 25 a 50%
des cas (56). Sa survenue est plus tardive que le SRC auquel il succéde souvent (62). Cette
toxicité est en régle générale spontanément résolutive. Néanmoins, quelques cas d’cedémes
cérebraux d’évolution rapide et fatale ont été décrit et ont suspendu le développement de
certains CAR-T cells (phase 2 de I’essai ROCKET) (63). La physiopathologie de cette toxicité
est complexe et jusqu’a présent non totalement connue. Une activation de 1’endothélium
cerébral, une perméabilisation de la barriere hémato-méningée et une augmentation de
cytokines pro-inflammatoires dans le LCR (IL-1, IL-6, TNF alpha) ont été observeées.
L’activation de I’endothélium s’accompagne d’une coagulopathie responsable d’un tableau
proche du Purpura Thrombotique Thrombocytopénique PTT, avec diminution des taux de
multimeres du facteur Willebrand et la survenue de microthrombi (62). Cette toxicité est dans
la majorité des cas spontanément résolutive ou pris en charge par le traitement spécifique du
SRC associé a une corticothérapie. Une classification intégrant 1’évolution cognitive, la
pression intracranienne et la présence de crises convulsives a également été proposée et permet

d’estimer la sévérité de cette toxicité selon quatre grades.

3.6.2 Effets secondaires retardés

e Aplasie B, hypogammaglobulinémie et complications infectieuses

La lymphopénie B profonde est liée a I’effet « on-target off-tumor » des CAR-T anti-CD19
dont la cible antigénique est exprimée par les cellules blastiques mais également par les
lymphocytes B normaux. Elle reflete la persistance in vivo des CAR-T cells qui sera déterminée
principalement par la construction du CAR et son domaine de costimulation (4-1BB ou CD28).
La majorité des patients recoivent une supplémentation par des immunoglobulines

intraveineuses (1glV) et une prophylaxie anti-infectieuse (58).

48



e Complication a long terme

Dans le cadre de ’utilisation des CAR-T cells, la législation européenne demande le suivi des
patients exposés aux traitements geniques pendant 15 ans, afin de détecter la survenue des
complications tardives telles que des maladies auto-immunes, des troubles neurologiques
tardifs, des hémopathies ou des néoplasies secondaires, ainsi que I’impact sur d’éventuelles
grossesses et le risque de stérilité. Il faut noter qu’a ce jour, aucune neoplasie secondaire n’a
été observée, y compris chez les patients avec une persistance in vivo prolongée des CAR-T
cells (56).

3.7 Mécanismes d’échappement tumoral

Apres traitement par CAR-T cells, le taux de rémission a 3 mois est de 1’ordre de 80 & 90 %.
Cependant, environ 40 % de ces patients vont rechuter dans les 12 mois suivant le traitement
(16).

Le mécanisme d’échappement principalement observé est lié a la perte de I’expression de
I’antigéne CD19 par les cellules tumorales et représente aujourd’hui jusqu’a 60% des rechutes
(64). Dans I’étude ELIANA, parmi les 22 patients en rechutes, 15 avaient perdu I’antigéne cible
(CD19). Cette perte d’expression peut étre liée soit a une délétion totale du gene codant pour le
marqueur CD19, soit a une mutation permettant aux cellules leucémiques d'exprimer une forme
tronquée de CD19, ayant perdue le site de liaison au CAR (32). Le type de construction du CAR
peut favoriser ce type de rechutes. Les CAR-T cells incluant le domaine de costimulation CD28,
induisent des rechutes plus précoces mais sans perte de I'expression de CD19. Alors que, les
cellules CAR-T avec le domaine de costimulation de type 4-1BB, provoquent des rechutes plus
tardives avec perte ou mutation de I'antigéne cible. La différence pourrait s'expliquer par une
pression de sélection plus importante sur les cellules leucémiques exercées avec les CAR-T
cells 4-1BB qui persistent plus longtemps et induisant I'échappement du clone CD19 négatif
(implication du facteur temps) (65). La recherche de nouvelles cibles (CD22,CD20) et le
développement de constructions bispécifiques du récepteur chimérique (CD19, CD22)
pourraient limiter ce phénome mais également représentent une alternative de prise en charge

chez ces patients en rechute avec perte d’antigéne cible (66) (67).
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La deuxiéme principale cause de rechute est liée a la disparition précoce des CAR-T cells,
entrainant des rechutes sans perte de I’antigéne cible. Le choix du domaine de costimulation, le
phénotype des cellules T obtenues au moment de 1’aphérése ainsi que le microenvironnement
tumoral inhibiteur, sont des facteurs qui influencent la persistance des CAR-T cells in vivo et

sont par consequent impliqués dans les rechute précoces (32).

De rares cas de cellules leucémiques exprimant le CAR ont été décrits. Ce mécanisme a été
observé pour la premiére fois chez un patient traité dans le cadre d’une LAL-B récidivante. Une
expansion clonale d'une seule cellule leucémique dont le CD19 était masqué par la liaison d’un
CAR exprimé par une autre cellule leucémique a engendré un échec thérapeutique et la mort de
ce patient. Un tel masquage d'épitope a ensuite été modélisé in vitro avec des CAR-T anti-CD19
et anti-CD22 (68).

Plus récemment, un nouveau mécanisme de résistance a été identifié dans des études in vitro,
par lequel les CAR-T cells pourraient capter le CD19 exprimé sur les cellules tumorales par un
phénomene de trogocytose. Ceci entrainerait par conséquent, une destruction mutuelle des

CAR-T cells responsable de leur disparition précoce (69).
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DEUXIEME PARTIE : Suivi des CAR-T cells au
laboratoire

1 Ledevenir des CAR-T cells in vivo

La pharmacocinétique (étude du devenir d'un médicament dans I’organisme) est importante
pour définir les modalités d’administration du médicament, a savoir la voie, la dose et le rythme
des prises. Elle permet également de connaitre I’influence potentielle des caractéristiques du
sujet (&ge, métabolisme, pathologies) ou des médicaments associés. Les agents
pharmacologiques, les plus souvent utilisés en thérapeutique suivent un modéle
pharmacocinétique, constitué par 4 étapes principales, 1’Absorption de la molécule,
la Distribution dans 1’organisme, I’Elimination comprenant la biotransformation
ou Métabolisme et I’Elimination (ADME). Ce modeéle simplifié, a permis de mettre en place

des protocoles de suivi adaptés, par des dosages pharmacologiques de la plupart des molécules.

La cinétique des thérapies cellulaires est beaucoup plus complexe et ne suit pas le schéma
classique. Ainsi, la caractérisation du profil cinétique des CAR-T cells est fondamentale pour

comprendre les données cliniques d'efficacité et d'innocuité a I'appui de la dose recommandée.

Aprés une perfusion de Tisagenlecleucel (Kymriah®), une large distribution se produit dans
I’organisme en quelques heures entrainant une diminution de sa concentration dans le sang
périphérique. Cette étape dépend en grande partie de la capacité de diffusion et de migration du
médicament, vers la moelle osseuse, le LCR et d'autres organes lymphoides secondaires, afin
de rencontrer 1’antigéne cible. Le Tisagenlecleucel (Kymriah®) posseéde une bonne capacité de
diffusion notamment dans le LCR ; une propriété recherchée dans les LAL-B en raison du
risque de rechute méningée trés fréquent. En effet, dans 1I’étude ELIANA le transgéne codant
pour le CAR anti-CD19 est détectable dans le LCR chez tous les patients en rémission a J28,
M3 et M6 post infusion (56).

Au cours des deux semaines suivant la perfusion, on observe une croissance exponentielle des
CAR-T cells au-dela de la dose cellulaire initialement administrée, correspondant a la phase
d’expansion. Cette étape est indispensable afin d’obtenir un rapport de cellules effectrices/

cellules cibles satisfaisant, représentant un facteur prédictif de la réponse initiale au traitement
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(65). La liaison du Tisagenlecleucel (Kymriah®) a son antigene cible, le CD19, va permettre
d’initier la cascade de signalisation, qui conduit a 1’activation et 1’expansion des CAR-T cells
et a la sécrétion de cytokines et de chimiokines inflammatoires permettant de mobiliser le

systéeme immunitaire du patient afin de détruire les cellules cibles.

Une fois que le pic d'expansion (Cmax) est atteint, cette étape est suivie d'une régression bi-
exponentielle. La premiére phase correspond & une diminution rapide de la concentration des
CAR-T cells, en raison de I’apoptose programmee de la plupart des lymphocytes activés a la
suite de la réponse immunitaire et de la diminution de I'antigéne cible. La seconde phase du
déclin se produit plus progressivement et correspond a la persistance des CAR-T cells a long
terme en raison du phénotype mémoire a longue durée de vie des cellules T ou d'une
prolifération constante des CAR-T cells & faible niveau engendrer par la production continue
d'antigéne cible (70).
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Figure 7: Cinétigue du Tisagenlecleucel (Kymriah®) (70)

Le graphique représente le profil cinétique du Tisagenlecleucel (Kymriah®) d'un patient pédiatrique atteint de
LAL-B, inclut dans I'étude ELIANA montrant la phase d'expansion initiale avec le pic d’expansion Cmax (A) et la
persistance au 300°™ jour (B). (LLOQ, limite inférieure de quantification).
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Deux parametres sont principalement utilisés pour décrire le profil cinétique des CAR-T cells :
e L’expansion

Elle refléte la capacité de prolifération des CAR-T cells in vivo aprés rencontre de I’antigéne
cible, permettant d’atteindre une concentration maximale (Cmax) aprés 1 a 2 semaines suivant
la perfusion (Tmax). Cette étape est le point clé de I’efficacité anti-tumorale et semble étre
corrélée a I’efficacité du traitement dans les LAL-B de I’enfant (71).

L’aire sous la courbe (AUC) de 0 a 28 jours est un parametre pertinent, utilisé pour comparer

la capacité d’expansion in vivo entre les patients répondeurs et non répondeurs au traitement.

e La persistance

Elle indique la durée pendant laquelle les CAR-T cells sont détectables dans le sang
périphérique. Dans la littérature, la persistance des CAR-T cells est considérée comme un
facteur prédictif de rémission de longue durée dans les LAL-B pédiatriques. Elle peut étre
prédite par la durée d’aplasie des lymphocytes B (72). Cependant il a été démontré, qu’une
persistance prolongée était également associée a une rechute avec perte d’expression de

I’antigeéne cible CD19 sur les cellules blastiques (32).

2 Les outils du suivi des CAR-T cells au laboratoire

Les thérapies cellulaires a base de CAR-T cells sont passées du cadre des essais cliniques a une
pratique de routine en oncohématologie. Le suivi de ces thérapeutiques est devenu crucial pour
déterminer la persistance et la prolifération, deux mécanismes clés définissent I'efficacité anti-
tumorale et la durée de la rémission. Outre le potentiel thérapeutique important, les CAR-T
cells peuvent également induire des toxicités importantes, principalement par une libération
massive de cytokines inflammatoires. Afin de mieux comprendre 1’origine des effets
secondaires, suivre 1’expansion et la persistance in vivo, et élucider les mécanismes de non-

réponse ou de rechute, différentes approches de suivi au laboratoire ont été développées :

e Dosage des cytokines inflammatoires (IL1, IL6, TNF alpha).

e Etude phénotypique et quantification des CAR-T cells par cytométrie en flux (CMF).

e Quantification et suivi du transgene par des techniques de biologies moléculaires : PCR
guantitative (QPCR), Digital PCR (dPCR), Digital Droplet PCR (ddPCR).
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Figure 8: Différentes analyses réalisables en routine pour le suivi immunologique des
traitements par CAR-T cells (73)

Les CAR-T cells peuvent étre quantifiés dans le sang périphérique, la moelle osseuse et le LCR des patients, mais
également dans le contenu de la poche de perfusion aprés ringage pour analyser le phénotype et la viabilité des
cellules injectées.

2.1 Dosage des cytokines et facteurs solubles :

L’exploration du profil de cytokines ou des facteurs solubles produits avant ou pendant le
traitement par CAR-T cells présente un intérét pour la prédiction de 1’efficacité du traitement
et surtout de ses effets secondaires. Actuellement, plusieurs études ont permis de démontrer la
pertinence du dosage de I’'IL-6 comme marqueur de SRC ainsi que sa corrélation avec la
severité clinique. Ces données sont d’ailleurs a 1’origine de 1’utilisation du tocilizumab,
anticorps anti-récepteurs membranaires et solubles de 1’IL-6, aussi bien pour le traitement des

patients présentant un SRC qu’une neurotoxicité (60).

Ces dosages se font sur sérum ou plasma avec comme prérequis un prélévement décanté et
congelé rapidement. Ils peuvent étre realises par différentes techniques. Les plus fréquemment

utilisées sont ’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ou la fluorimétrie en flux
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(Luminex). Un nouveau systeme automatisé et miniaturis¢é d’ELISA micro-fluidique a été
récemment développé et permet aujourd’hui le dosage simultané d’un large panel de cytokines
et facteurs solubles avec une trés bonne sensibilité (ELLA Simple Plex, Biotechne, USA) (74).
La prise en charge par le tocilizumab tend a se généraliser et ce, dés les premiers signes de SRC.
Il est important de noter qu’en fonction de la technique utilisée, 1’injection de tocilizumab peut
interférer avec les dosages d’IL-6 dont la concentration augmente aprés traitement par ce
dernier. Ceci a été frequemment observé avec la technique de dosage ELLA. Cette
augmentation est probablement liée a un déplacement par compétition de 1’IL-6 fixée a son

récepteur par le tocilizumab (75) .

2.2 Techniques de biologie moléculaire

Le séquencage complet de la séquence d’ADN codant pour le CAR a permis de développer des
techniques de détection et de quantification des CAR-T cells par amplification en PCR de
régions du CAR a partir de sondes spécifiques de ces régions (séquence du vecteur, fragment
du CAR). Il est ainsi possible d’amplifier les séquences promotrices « Long Terminal Repeat »
(LTR) du vecteur viral (rétrovirus ou lentivirus) utilisé pour la transduction du CAR (76). Cette
méthode peut présenter le risque de croisement avec des séquences LTR résiduelles présentes
dans le génome ou de ne pas reconnaitre des sequences LTR modifiées pour empécher
I’autoréplication du virus (Self-Inactivating Lentivirus Vector, SIN-LTR) (76).

Une autre approche consiste a amplifier un fragment spécifique de la partie extracellulaire ScFv
du CAR mais devra étre réadaptée pour chaque nouveau récepteur (77). Alternativement, la
PCR peut cibler les séquences de jonction avec les domaines de costimulation, CD28/CD3 dans
le cas du Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) et 4-1BB/CD3 dans le cas du Tisagenlecleucel
(Kymriah®) (78).

Les premiers protocoles de quantification des CAR-T cells ont été développés en PCR
quantitative classique (QPCR). L’évolution des techniques de biologie moléculaire a, par la
suite, conduit au développement de protocoles basés sur ’utilisation de la digitale PCR (dPCR).
Cette nouvelle technique permet d’augmenter la sensibilité, la spécificité et la reproductibilité
de la gPCR classique en créant des compartiments contenants chacun le mélange réactionnel et
un nombre restreint de molécules d’ADN. En plus du gain en sensibilité, la dPCR permet une

quantification absolue des acides nucléiques sans avoir recours a une gamme de référence.
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Plus récemment, des techniques de quantification des CAR-T cells en utilisant la Digital
Droplet PCR (ddPCR) ont été développées. Cette nouvelle technique dérivée de la dPCR utilise
une émulsion d’eau et d’huile. L’échantillon initial est divisé en milliers de gouttelettes de cette
émulsion et une amplification des acides nucléiques par PCR est réalisée dans chacune des
gouttelettes. A 1’image de la dPCR, le signal fluorescent de chaque réaction est ensuite mesuré
et le nombre de copies est calculé selon le ratio de la distribution de la loi de Poisson ne

nécessitant pas d’une gamme de référence (76).
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Figure 9: Principales techniques de détection des CAR-T cells par biologie moléculaire (73)

2.3 Suivi des CAR-T cells par cytométrie en flux

2.3.1 Principe

La cytométrie en flux a de multiples applications dans les thérapies cellulaires par CAR-T cells.
Des protocoles de suivi et d’étude phénotypique ont été élaborés pour accompagner les
différentes étapes du traitement, allant de 1’aphérése des lymphocytes T jusqu’au suivi in vivo

des CAR-T cells réinjectés. Cette technique offre I'avantage de quantifier uniqguement les CAR-
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T cells exprimant a leur surface un CAR fonctionnel et d’analyser leur phénotype et

I’expression des différents marqueurs membranaires.

La détection des CAR-T cells par cytométrie en flux repose sur I’utilisation d’anticorps
reconnaissant directement le CAR (anticorps anti-idiotype ou anti-linker (79) (80)) ou de
protéine recombinante soluble correspondant a la cible du CAR. A I’heure actuelle, la technique
de choix utilisée dans le cadre d’un suivi en routine consiste a utiliser des protéines CD19
recombinantes. Ces réactifs se lient directement au site de liaison de Il'antigene CD19 et
permettent non seulement d'évaluer I'expression du CAR a la surface des cellules, mais
également de confirmer que le CAR est capable de se lier & son antigéne apparenté. La protéine
CD19, le plus souvent de type CD19-Fc, est soit directement couplée a un fluorochrome
(marquage en une seule étape) soit biotinylée. Dans ce dernier cas, le marquage est suivi d’une
seconde étape faisant intervenir un anticorps anti-biotine couplé a un fluorochrome. Cette
stratégie en deux étapes augmente la sensibilité du signal, et est donc conseillée pour détecter
de faibles quantités de CAR-T cells circulants. Deux principaux réactifs sont commercialisés

par deux fabricants différents ACROBIosystems et Miltenyi Biotec (81).

2.3.2 Les réactifs de détection

e La protéine CD19 recombinante REAfinity™ de Miltenyi Biotec

Ce réactif est constitué d’une protéine recombinante a base d'antigene biotinylé qui sera détecté
par un anticorps anti-biotine marqué par un fluorochrome, la phycoerythrine (PE). Cette
protéine est composée de domaines extracellulaires CD19 humains qui vont se lier au site de
liaison antigénique du CAR anti-CD19 et d'une région Fc mutée issue d’une sous-classe d’1gG1

humaine.

Ce réactif est utilisé dans le protocole du suivi des CAR-T cells anti-CD19 au laboratoire

d’hématologie au CHU de la Timone
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Figure 10: Stratégie de détection des CAR-T cells anti-CD19 avec le réactif Miltenyi Biotec

e La protéine recombinante CD19 marquée ACROBIosystems

Ce réactif est constitué d’une protéine CD19 recombinante directement marquée par un
fluorochrome FITC (fluoresceine isothiocyanate), ne nécessitant pas d’étape de révélation

secondaire aprés fixation au site de liaison antigénique du CAR (81).

Ces deux protéines recombinantes different par leurs fragments Fc (normal pour le réactif
ACROBIosystems et muté pour le réactif Miltenyi Biotec). Cette différence est a I’origine du
bruit de fond résiduel engendré par des liaisons aux récepteurs Fc sur des cellules non-T (NK,
monocytes). Une saturation préalable des récepteurs Fc par un « Fc block » est nécessaire lors

de I'utilisation du réactif ACROBIosystems.

e Réactifs de détection universels (non commercialisé)

La protéine L et les fragments Fab(ab’)2, ne sont pas spécifiques au site de liaison de I'antigene
et peuvent étre utilisés pour des CAR de conception et de specificité antigénique
différentes. Bien qu'ils soient moins couteux, leur inconvénient majeur se manifeste par un bruit
de fond tres élevé. Ces réactifs sont utilisés uniquement dans le domaine de la recherche et ne

sont pas commercialisés a I’heure actuelle.
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Figure 11: Les différents réactifs de détection des CAR-T cells anti-CD19 (81)

2.3.3 Sensibilité et spécificité des réactifs

Une étude récente réalisée par Schanda et al. a permis de comparer la sensibilité des différents
réactifs a travers six dilutions successives d’échantillons de CAR-T cells dilués par du PBMC
(Peripheral Blood Mononuclear Cell) (1, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/1000). Les 4 réactifs avaient
une méme sensibilité de détection pour les 4 premieres dilutions. Cependant, pour les dilutions
élevées les réactifs F(ab’)2, la protéine L, la protéine CD19 de ACROBiIosystem ont présenté
une sensibilité de détection significativement inférieure par rapport a la protéine CD19 de
Miltenyi Biotec (Schéma A) (81).

La méme équipe a également étudié la spécificité de ces réactifs en utilisant 8 échantillons
sanguins de donneurs sains qui ont été incubés avec les différents réactifs étudiés. Aucun faux

positifs n’a été détecté avec le réactif de Miltenyi Biotec (Schéma B) (81).

Ainsi des différences importantes en termes de sensibilité et de spécificité en fonction du réactif
utilisé sont a prendre en compte impérativement notamment lors de la comparaison des résultats
réalisés par différents laboratoires. A 1’heure actuel, la protéine CD19 recombinante de
Miltenyi Biotec représente le meilleur réactif commercialisé en terme de sensibilité et de
spécificité et qui est recommandé pour la détection des CAR-T cells par CMF (81).
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Figure 12: Eude de la sensibilité et de la spécificité des différents réactifs (81)

2.4 Recommandations du groupe CARTI et de la Société Francophone de Greffe de
Moelle osseuse et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC)

L’expansion et la persistance sont deux entités qui conditionnent 1’efficacité thérapeutique et la
durée de la rémission des traitements par CAR-T cells. Le groupe national francais du suivi des
patients traités par des CAR-T cells (CARTI) et la Société Francophone de Greffe de Moelle
osseuse et de Thérapie Cellulaire (SFGM-TC) ont travaillé sur le regroupement des différents
résultats des patients traités par CAR-T cells afin d’établir des recommandations nationales.
L’objectif de ce groupe de travail était d’harmoniser les différents outils du monitoring des
CAR-T cells afin de pouvoir réaliser des études de corrélations clinico-biologiques
multicentriques en dehors des essais cliniques. Ces données issues d’une large cohorte
permettront a terme d’optimiser la prédiction et la prise en charge des complications séveres
des traitements par CAR-T cells et d’identifier des facteurs de risque d’échec thérapeutique ou
de rechute de la maladie. L’identification précoce des patients a haut risque d’échec permettra

de proposer des thérapies alternatives aux CAR-T cells (73).
Analyses fortement recommandées

e Quantifications des CAR-T cells par CMF a JO puis 2 a 3 fois par semaine jusqu’a J21
puis & M1, M2, M3, M6 puis tous les 6 mois jusqu’a la disparition du signal.
e Numération des LT (CD3/CD4), (CD3/CD8), LB et NK.
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Electrophorése des protéines sériques a M1, M2, M3, M6 puis tous les six mois.

Analyses recommandées

Phénotypage lymphocytaire du produit d’aphérese (T/B/NK, CD3/CD4/CDS ; sous-
populations T naives/mémoires).

Phénotypage des CAR-T cells perfuses (poche de perfusion).

Quantification des CAR-T cells dans le sang par PCR lorsque le signal CMF disparait.
Congélation de sérum pour dosage de cytokines ou facteurs solubles : en ’absence de
biomarqueur consensuel des risques de SRC ou ICANS, il est recommandé de conserver
le sérum a JO puis a chaque point de suivi pour des études ultérieures.

Analyses complémentaires optionnelles

Phénotypage élargi des cellules T a JO puis 1 fois par semaine tant que le taux de CAR-
T cells >1%: T naifs/mémoires, marqueurs d’activation (CD25, HLA-DR) et
d’épuisement (PD-1/Tim3/LAG3).

Suivi de la reconstitution des populations immunes non-CAR (T, NK, monocytes...).
Dosage de cytokines ou congélation de sérum aux points de suivi définis par les
protocoles de recherche spécifiques des centres. Il est recommandé d’inclure les
cytokines inflammatoires IL-6, IFN-y, TNF-o, GM-CSF, CCL2, CCL3, IL-13,
IL10 dont les taux ont été associés au SRC et a ’ICANS dans la littérature, ainsi qu’IL-
7 et IL-15 qui sont associés a I’expansion des cellules CAR-T.

Quantification des cellules CAR-T et phénotypage étendu dans d’autres prélévements

que le sang (LCR, MO, ganglion...) lorsqu’un prélévement dans ces tissus est réalisé.
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3 Expérience du laboratoire d’hématologie du CHU de Marseille

3.1 Objectifs

Depuis 2021, le laboratoire d’hématologie du CHU de la Timone a Marseille a mis en place un
protocole de suivi des CAR-T cells ciblant I’antigéne CD19 par cytométrie en flux.

L’objectif de ce travail a été d’analyser la cinétique des CAR-T cells par cytométrie en flux
chez deux patientes pédiatriques atteintes de LAL-B, et d’étudier les différents facteurs ayant
un impact sur I’expansion et la persistance des CAR-T cells, deux mécanismes qui
conditionnent 1’efficacité anti-tumorale et le développement des effets indésirables de ces

thérapies innovantes.

3.2 Matériels et méthodes

3.2.1 Patientes

Nous avons travaillé a partir des données de deux patientes pédiatriques hospitalisées a 1’ AP-
HM, dans le cadre de la prise en charge d’une LAL-B réfractaire ou en rechute, diagnostiquée
respectivement en novembre 2013 et septembre 2018. Les informations clinico-biologiques ont
été obtenues par lI'examen des dossiers médicaux grace au logiciel Axigate. Les patientes
incluses étaient traitées par Tisagenlecleucel (Kymriah®), aprés plusieurs lignes de
chimiothérapies. Une lymphodéplétion par fludarabine pendant 4 jours et cyclophosphamide
pendant 2 jours, en commencant 5 jours avant la perfusion des CAR-T cells a éeté realisee chez

les deux patientes.

e Patiente n°1 (sexe féminin, age 10ans)

En novembre 2013, une LAL-B au stade BIl (commune) non hyperleucocytaire et sans atteinte
méningée est diagnostiquée chez notre premiére patiente. Une hyperdiploidie est observée au
caryotype, associée a une absence de délétion IKAROS (IKZF1). Une prise en charge selon le
groupe A du protocole FRALLE2000 est initiée permettant d’obtenir une bonne réponse au

traitement avec une MRD indétectable a partir de J29 de la premiére intensification.
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Cependant en octobre 2018, 23 mois aprés I’arrét du traitement, une premiére rechute
médullaire et méningée est survenue, retrouvant 73% de blastes au myélogramme (de méme
phénotype que celui observeé initialement), associé a un envahissement méninge. Un traitement
selon le protocole IntReALL SR (standard risque) bras A est entamé, permettant d’obtenir une
MRD indétectable au seuil de 10 en fin de phase de consolidation. L’apparition d’une
encéphalopathie mixte attribuée a la fois a la toxicité du traitement et & un choc septique a
Bacillus Cereus ont entrainé le développement d’une épilepsie séquellaire symptomatique ayant
nécessité la mise sous traitements antiépileptiques.

En février 2021, pendant la phase d’entretien du protocole en cours, une deuxieme rechute
retrouvant 92% de blastes au myélogramme est survenue. Un traitement a base de
Tisagenlecleucel (Kymriah®), CAR-T cells de deuxieme genération composé d’un domaine de
costimulation de type 4-1BB, est alors décide.

Une leucaphérese est effectuée permettant d’obtenir un bon rendement cellulaire en cellules
CD3+ (6,6.10° cellules CD3+). En attendant la production et la réinjection des CAR-T cells un
traitement par vincristine et dexaméthasone et des injections intrathécales de methotrexate,
cytarabine et hydrocortisone sont débutés. Aprés la 2™ injection de vincristine et la 3°™
injection intrathécale, 62% de blastes sont retrouvés au myélogramme et de rares lymphocytes
matures dans le LCR (1 élément/mm?®). Une chimiothérapie de lymphodéplétion par fludarabine
et cyclophosphamide est réalisée 5 jours avant la réinjection des CAR-T cells. Enfin les CAR-
T cells sont infusés environ un mois suivant 1’aphérese.

Compte tenu des antécédents neurologiques de cette patiente, une augmentation des posologies
des traitements antiépileptiques est recommandée afin de limiter le développement de la

neurotoxicité.

e Patiente n°2 (sexe féminin, age 5ans)

En septembre 2018, cette patiente est diagnostiquée pour une LAL-B au stade BIl (commune)
non hyperleucocytaire et sans atteinte méningée. Une hyperdiploidie avec 55 chromosomes au
caryotype associée a une absence de délétion IKZF1 sont observées. Une prise en charge selon
le protocole CAALL dans le groupe SR est initiée. Devant une réponse insuffisante en fin de
phase de consolidation (MRD positive a 1,2x10%), le passage a un traitement plus intense (dans
le groupe HR (high risque) du méme protocole) est alors décidé, permettant d’obtenir une

rémission compléete avec une MRD indétectable un mois apres.
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En avril 2021, 6 mois aprés I’arrét du traitement, une premiere rechute médullaire est observée,
retrouvant 96% de blastes au myélogramme (blastes de méme phénotype que ceux présents au
diagnostic initial) et une absence d’envahissement méningé. Un traitement selon le groupe HR
du protocole IntReALL est alors débuté. Cependant, une résistance au traitement est observée,
marquée par la présence de 62% de blastes au myélogramme a J35 du début de I’induction. Un
traitement a base de Tisagenlecleucel (Kymriah®), CAR-T cells de deuxiéme génération
composeé d’un domaine de costimulation de type 4-1BB, est donc décidé avec un projet

d’allogreffe de CSH aprés obtention d’une rémission compleéte.

Une leucaphérése permettant d’obtenir avec un bon rendement cellulaire en cellules CD3+ est
réalisée. Ensuite un traitement par vincristine, cyclophosphamide et dexaméthasone est initié
en attendant la production et la perfusion des CAR-T cells. Aprés deux injections de vincristine,
86% de blastes ont été retrouvés au myélogramme. Une chimiothérapie de lymphodéplétion
par fludarabine et cyclophosphamide est réalisée 5 jours avant I’infusion des CAR-T cells.

Enfin les CAR-T cells sont perfusés environ un mois et demi apres 1’aphérése.

3.2.1 Protocole

3.2.1.1 Traitement des échantillons

Apres réception au laboratoire d’hématologie de la Timone, le prélevement sanguin ou
médullaire doit étre techniqué dans les 24 a 48h afin de limiter I’altération des cellules et ainsi
obtenir une bonne sensibilité de détection.

Un volume total de 800 pL de sang périphérique ou de moelle osseuse est nécessaire pour la
réalisation des 4 tubes présentés ci-dessous. Une premiére étape de lavage en utilisant 3 mL de
PBS (phosphate-buffered saline) est réalisée, suivie par une étape de centrifugation a 350G
pendant 5min. Aprés retrait du surnageant permettant de garder environ 100 puL d’échantillon
dans chaque tube, vient I’étape de marquage en ajoutant 1 pL de la protéine recombinante CD19
FcBiot commercialiseée par le laboratoire Miltenyi Biotec, uniquement dans le tube n°4.

Apres incubation pendant 15min a température ambiante et a 1’obscurité, un deuxiéme lavage
en PBS est réalisé, suivi de I’étape de marquage par le panel d’anticorps préalablement défini
(tableau n°3).
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3.2.1.2 Marquage et panels utilisés

L’expression antigénique est analysée en utilisant des combinaisons d’AC couplés a divers
fluorochromes : CD3 Pacific Blue (PB), CD45 Krome Orange (KrO), CD4 fluoresceine
isothiocyanate (FITC), CD19 phycoerythrine cyanine 7 (PC7), CD8 allophycocyanine (APC),
CD16 et CD56 phycoerythrine (PE), 7-AAD peridine chlorophylle proteine cyanine 5 (PC5.5),
fournis par les laboratoires BC (Beckman-Coulter) et BD (Becton Dickinson) a I’exception de
la protéine CD19 recombinante Fc couplée a la biotine et 1’anticorps anti-biotine marqué qui
sont fournis par le laboratoire Miltenyi Biotec.

Les différents anticorps nécessaires a la détection de la population CAR-T cells sont répartis

dans les 4 tubes. L’anticorps anti-biotine est rajouté dans le tube n°1 et n°4 (tableau n°3).

PB Kro FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC AAF750
Tube 1 CD3 CD45 +Biot
Tube 2 CD3 CD45 CD4 CD8
CD16
Tube 3 CD3 CD45 CD4 CD19 CD8
CD56
CD19 Fc
Tube 4 CD3 CD45 CD4 ) CD8
+Biot

Tableau 3: Panel d'anticorps utilisés pour la détection des CAR-T cells anti-CD19 sur sanq total
ou moelle osseuse

Tube 1 : L’ajout de I’anticorps anti-biotine sans la protéine CD19 recombinante FcBiot permet
d’établir un seuil de détection positive et de s’affranchir du bruit de fond généré par
I’autofluorescence cellulaire et les détections non spécifiques de 1’anticorps utilisé. C’est le

témoin négatif.

Tubes 2 et 3: lls permettent de déterminer les différentes populations lymphocytaires, LT
(CD3+), LB (CD19+ CD3-), NK (CD3-, CD16+, CD56+) et la répartition des lymphocytes T
CDA4+ et CD8+

Tube 4 : La protéine CD19 recombinante Fc couplée a la biotine se lie au site de liaison

antigénique du récepteur CAR anti-CD19 et sera par la suite révélée par 1’anticorps anti-biotine
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marque, permettant ainsi de quantifier la population des CAR-T cells anti-CD19 et la répartition

CD4/CD8 au sein de cette population.

Apres I’étape de marquage, les tubes sont incubés pendant 15 minutes a température ambiante
et a I’abri de la lumiére puis une étape de lavage en PBS est effectuée. Une derniére étape de
lyse des globules rouges en utilisant une solution de NH4CL (pH=7,4) préparée
extemporanément au laboratoire d’hématologie, est réalisée avant le passage au cytometre.
Toutes les acquisitions sont realisées grace a un cytometre Navios (Beckman-Coulter) et les
analyses et interprétations sont effectuées avec le logiciel Kaluza® (Beckman-Coulter) en
utilisant le module ‘WL CART PC5.5’ dans I’onglet MRD/autre diagnostic.

La quantification des CAR-T cells anti-CD19 sur un prélévement de LCR ou sur le contenu de
la poche de perfusion peut étre réalisée avec le méme protocole mais en utilisant uniquement 2
tubes contenant 200 pL d’échantillon chacun et un panel de marquage défini en fonction du
prélevement (tableaux n°4 et 5). Afin d’exclure les débris cellulaires et les cellules en apoptose,
un marqueur de viabilité cellulaire, le 7-AAD (BioLegend), est obligatoire sur ce type de

prélévements fragiles.

PB Kro FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC AAF750

Tube 1 CD3 CD45

Tube 2 CD3 CD45 CD4 CD19 7AAD CD8
Fc Biot

Tableau 4 : Panel d'anticorps utilisés pour la détection des CAR-T cells anti-CD19 sur la poche
de perfusion

PB Kro FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC AAF750
Tube 1 CD3 CD45

Tube 2 CD3 CD45 CD4 CD19 @ CDi6C TAAD CD25 CD8 CD20
Fc Biot D56

Tableau 5: Panel d'anticorps utilisés pour la détection des CAR-T cells anti-CD19 sur LCR
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3.2.2 Stratégie de fenétrage

A partir de I’analyse du cytogramme (FS/SS), les fragments et débris cellulaires (FS faible) sont
exclus pour ne garder que les cellules vivantes (Cells). Par la suite, sur le graphe CD45/SS les
leucocytes sont selectionnés grace au marqueur pan leucocytaire CD45 apres élimination des
globules rouges et des debris restants (CD45 négatifs).

La stratégie de sélection commence par I'identification des différentes populations en fonction
de I'expression du CD45 et des propriétés de structure (SS). Les lymphocytes sont CD45 positifs
avec une structure non complexe, comparés aux granuleux qui sont CD45 positifs avec un SS

variable traduisant leur hétérogénéité de structure.

[A]FS INT / S5 INT [cells] CD45KrO / SS INT [Ly totaux] CD3 PB / SS INT
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Figure 13:Sélection des différentes populations, exemple de la patiente n°2

Grdce a la taille (FS), a la structure (SC), a l’expression du CD45 et du CD3, les lymphocytes T (bleu-violet)
sont sélectionnés.

Parmi les lymphocytes totaux (Ly totaux), les différentes populations lymphocytaires vont étre
identifiées en fonction des marqueurs exprimes : LB (CD3-, CD19+), LT (CD3+, CD19-), NK
(CD3-, CD16+, CD56+), NKT (CD3+, CD16+, CD56+).

Les CAR-T cells anti-CD19 sont identifiés comme la population exprimant a la fois le marqueur
CD3 et la protéine CD19 recombinante FcBiot, révélée par 1’anticorps anti-biotine marqué. La
répartition des CAR-T cells CD4+ et CD8+ sera évaluee sur le graphique CD4/CD8.
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Figure 14: Sélection des différentes populations, exemple de la patiente n°2

Gréce a l'expression des marqueurs CD19, CD16, CD56, CD3, CD19 Fc biot, CD4 et CD8, les lymphocytes B,
les NK (gris), les NKT (orange), les CAR-T cells anti-CD19(violet) sont identifiés, ainsi que la répartition
CD4/CDS8 au sein de la population des CAR-T cells

3.3 Résultats

3.3.1 Caractéristiques des patientes

Deux patientes pédiatriques agées de 5 et 10 ans ont recu du Kymriah® (CAR-T cells de
deuxiéme génération composé d’un domaine de costimulation de type 4-1BB) dans le cadre du
traitement d’une LAL-B au stade BIl en 2°™ rechute (patient n°1) ou réfractaire au traitement
(patient n°2).
Un suivi longitudinal de I’évolution du taux des CAR-T cells et des différentes populations
lymphocytaires (LT, LB, NK) a été effectué par cytométrie en flux pendant trois mois suivant
la perfusion des CAR-T cells.
10 prélévements de sang périphérique ont été analysés chez chague patiente :

- Patiente n°1:aJs, J10, J12, J17, J20, J25, J31, J50, J60, J74 post réinjection.

- Patiente n°2 : a J3, J6, J8, J10, J14, J21, J36, J44, J58, J72 post réinjection
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Chez la patiente n°1, la quantification des CAR-T cells a également été réalisée sur un

prélevement de LCR a J8 et sur des prélévements de MO a J24 et J91 post infusion.

Tableau 6 : Détection des CAR-T cells par cytométrie en flux sur prélévements de MO chez la
patiente n°1 a J24, J91

J24 Jo1
Lymphocytes totaux (%) 2 25
Lymphocytes CD3+ (%) 85 65
Lymphocytes CD3+ CD8+ (%) 45 48
Lymphocytes CD3+ CD4+ (%) 33 44
Lymphocytes CD3+CD16+CD56+(%) 20 22
Lymphocytes CD3-CD16+CD56+ (%) 12 17
Cellules CD19+ (%) <0,1 13
CAR-T cells (%) 20 <0,5
CAR-T cells CD4+ (%) 10
CAR-T cells CD8+ (%) 85

Tableau 7: Détection des CAR-T cells par cytométrie en flux sur prélevement de LCR chez la
patiente n°2 a J6

J6
Eléments/ mm3 46
Globules rouges/mm3 3
Formule leucocytaire 100% de lymphocytes
Lymphocytes CD3+ (%) 100
Lymphocytes CD3+CD4+ (%) 61
Lymphocytes CD3+CD8+ (%) 34
CAR-T cells (%) 85
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Tableau 8: Suivi des CAR-T cells par cytométrie en flux sur des prélévements de sang périphérique chez la patiente n°1

Jours post réinjection des CAR-T cells 07/04/2021 12/04/2021 @ 14/04/2021 19/04/2021 22/04/2021 28/04/2021

J5 J10 J12 J17 J20 J25
Nature du prélevement Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total
Globules blancs (G/L) 0,18 0,75 0,74 0,68 0,73 1,5
Lymphocytes totaux (G/L) 0,18 0,71 0,55 0,36 0,38 0,36
Lymphocytes CD3+ (LT) (%) 99 99 98 98 90 80
Lymphocytes CD3+ CD4+ (%) 45 26 25 42 46 42
Lymphocytes CD3+ CD8+ (%) 40 39 68 43 49 48
Lymphocytes CD3+CD16+CD56+ (%) 31 48 37 25 18,5 19
Lymphocytes CD3-CD16+CD56+ (%) 2 1 2 2 5,7 14
CAR-T cells (%) 26 57 52 31 23 18
CAR-T cells CD4+(%) 30 5 5 5 4 5
CAR-T cells CD8+(%) 58 92 92 92 93 90
Lymphocytes B CD19+ (%) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

04/05/2021
31

Sang total

2,3

0,66

65

46

46

15

24

10

89

<0,1

21/05/2021
J50

Sang total

0,63

70

35

26

25

10

70

<0,1

04/06/2021
160

Sang total

0,63

63

35

30

23

1,6

50

<0,1

18/06/2021
174

Sang total

4,4

0,67

58

40

54

30

0,5

25

40

<0,1
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Tableau 9: Suivi des CAR-T cells par cytométrie en flux sur des prélévements de sang périphérique chez la patiente n°2

23/07/2021 26/07/2021 28/07/2021 30/07/2021 03/08/2021 10/08/2021 25/08/2021 02/09/2021 17/09/2021 01/10/2021

Jours post réinjection des CAR-T cells J3 J6 18 J10 14 121 136 144 158 172
Nature du préléevement Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total Sang total
Globules blancs (G/L) 0,09 0,19 >3 L9 14 15 2,7 2,7 2,5 2
Lymphocytes totaux (G/L) Non rendu O Syl 57 1 11 18 17 1,6 0,7
Lymphocytes CD3+ (LT) (%) Non rendu 98 9 29 98 98 98 95 94 95
Lymphocytes CD3+ CD4+ (%) e el 17 4 8 21 17 12 8 12 85
Lymphocytes CD3+ CD8+ (%) Non rend & > o8 8 67 86 89 85 13
Lymphocytes CD3+CD16+CD56+ (%) o rendd & & 64 60 40 64 66 60 66
Lymphocytes CD3-CD16+CD56+ (%) 0" "endu 2 1 1 1 4 2 5 3,2 4
CAR-T cells (%) Non rendu 36 71 37 22 8 3 1,8 1,4 1,2
CAR-T cells CD4+(%) Non rendu 15 1 2 5 - 1 9 5 9
CAR-T cells CD8+(%) Non rendu 80 97 88 95 g 79 83 65 77
Lymphocytes B CD19+ (%) Non rendu <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <0,1 <01 <01
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e Patiente n°1

Chez la patiente n°1, les CAR-T cells ont été détectés dans le sang périphérique 5 jours apres
I’infusion. Durant les 10 premiers jours, ces cellules ont proliféré pour atteindre un pic
d’expansion a J10, suivi d’une phase de régression jusqu’au dernier prélévement réalisé a J74,
correspondant a la derniére détection des CAR-T cells dans le sang. Une aplasie de la lignée B
a eté observée tout au long de la persistance des CAR-T cells.

Au niveau de la répartition des CAR-T cells CD4+/CD8+, on note une prédominance des CAR-
T cells cytotoxiques (CD8+) tout au long du suivi. Cette predominance était discréte a J5 avec
58% de CAR-T cells CD8+ et 30% de CAR-T cells CD4+ puis majeure a J10 avec plus de 92%
de CAR-T cells CD8+.

L’analyse du prélévement médullaire a J91 a mis en évidence une disparition des CAR-T cells
associee a une récupération de la lymphopoiése B.

Jour 5 : Sang périphérique

(@ {7 cp3) co19 Fe Biot PE 7 COIPE (b) [CART] CD4FITC / CDBAPC (c) Ly totaux] CD19 PC7 / CD3PB
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AR (87 | amoow) T
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10 10 i 10 1I[I" 1lI)" I[I)‘ Ll I 1|r:r - 1I-;r‘1' - 1|I:t"
CD19 Fc Biot PE CD4FITC CD19 PCT
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Jour 10 : Sang périphérique
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Jour 74 : Sang périphérique
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Suivi longitudinal des CAR-T cells par cytométrie en flux a trois temps différents chez la patiente n°1 :
J5 premiere détection des CAR-T cells dans le sang, J/0 correspondant au pic d’expansion, J74
correspondant a la derniere détection des CAR-T cells circulants. Les graphes de gauches (a,d,g)
permettent d’identifier la population des CAR-T cells, lymphocytes T exprimant a la fois le CD3+ et la
protéine CD19 recombinante. Les graphes du milieu (b,e,h) permettent d’évaluer la répartition des
CAR-T cells CD4+/CD8+ . Les graphes de droites (c, f,i) mettent en évidence l’aplasie de la lignée B

tout au long de la persistance des CAR-T cells.
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On observe une récupération de la lymphopoiése B avec présence de précurseurs médullaires
des cellules lymphoides B (CD19+) : les hématogones représentant 12%, et de 1% de
lymphocytes B (CD19+) matures. Cette perte d’aplasie de la lignée B est la preuve de la

disparition des CAR- T cells fonctionnels chez cette patiente.

e Patiente n°2

Chez la patiente n°2, le premier prélevement sanguin réalisé a J3 n’a pas pu étre analysé & cause
d’une profonde leucopénie (taux des globules blancs=0,09G/L). Les CAR-T cells ont été
détectés au bout de 6 jours suivant la perfusion. Le pic d’expansion maximal a été atteint a J8,
suivi d’une phase de régression jusqu’au dernier prélevement réalisé a J72. Une aplasie de la
lignée B a été observée tout au long du suivi, témoignant de la persistance des CAR-T cells.

Au niveau de la répartition des CAR-T cells CD4+/CD8+, on note une prédominance majeure
des cellules cytotoxiques (CD8+) représentant plus de 70% des CAR-T cells tout au long du

Suivi.
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Jour 6 : Sang périphérique
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Jour 72 : Sang périphérique
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Suivi longitudinal des CAR-T cells par cytométrie en flux a trois temps différents chez la patiente n°2 :
J6 premiére détection des CAR-T cells dans le sang, J8 correspondant au pic d’expansion, J72
correspondant a la derniére détection des CAR-T cells circulants. Les graphes de gauches (a,d,g)
permettent d’identifier la population des CAR-T cells, lymphocytes T exprimant & la fois le CD3+ et la
protéine CD19 recombinante. Les graphes du milieu (b,e,h) permettent d’évaluer la répartition des
CAR-T cells CD4+/CD8+ . Les graphes de droites (c, f,i) mettent en évidence [’aplasie de la lignée B

tout au long de la persistance des CAR-T cells.

3.3.2 Comparaison de la cinétique des CAR-T cells chez les deux patientes

Dans notre laboratoire, les résultats de la quantification des CAR-T cells par cytométrie en flux
sont rendus en pourcentage de CAR-T cells pour 100 lymphocytes T. En analysant ces données
on observe qu’aprés perfusion, les CAR-T cells ont proliféré chez les deux patientes durant les
dix premiers jours. Le pic d’expansion a été atteint plus rapidement chez la patiente n°2, suivi
d’une phase de régression plus rapide comparé a la patiente n°1, pour atteindre par la suite un

plateau a partir de J35 chez les deux patientes.
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Figure 15: Comparaison du profil cinétigue des CAR-T cells en pourcentage

Cependant, pour une meilleure appréciation de la capacité de prolifération des CAR-T cells in
vivo, les taux en valeurs absolues sont plus fréquemment utilisés dans la littérature. Ainsi, dans
notre étude les valeurs absolues des CAR-T cells (éléments/mm3) ont été recalculés
manuellement sur la base des données du taux des lymphocytes totaux obtenus a chaque
prélevement. Grace a ’analyse de ces valeurs absolues nous observons une franche expansion
des CAR-T cells chez la patiente n°2 avec un taux au pic atteignant 3580 cellules CAR-T/mm?

comparé a la patiente n°1 chez qui le taux au pic a atteint seulement 401 cellules CAR-T/mm3.
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Figure 16: Comparaison du profil cinétigue des CAR-T cells en valeurs absolues
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Une rémission cytologique complete au myélogramme (<5% de blastes au myélogramme)
associé a une maladie résiduelle indétectable au seuil de 10 ont été observées chez les deux
patientes un mois apres la perfusion du Tisagenlecleucel (Kymriah®) et maintenues durant les

deux mois suivants.

Chez la patiente n°1 une perte précoce d’aplasie de la lignée B témoignant de la disparition des
CAR-T cells est survenue trois mois suivant la perfusion. Par conséquent, devant le risque élevé
de rechute, une allogreffe de CSH a été réalisée chez cette patiente, 5 mois apres le traitement
par Tisagenlecleucel (Kymriah®) (a J163).

Des résultats différents ont été observés chez la deuxieme patiente. Une expansion plus élevée
associée a une persistance des CAR-T cells et de I’aplasie des lymphocytes B tout au long du
suivi ont permis de maintenir la patiente en rémission jusqu’a la greffe. En effet, chez cette
patiente les CAR-T cells ont été utilisés comme un bridge a la transplantation pour obtenir une
rémission en vue d’une allogreffe de CSH ultérieure, réalisée 82 jours aprés le traitement par

Tisagenlecleucel (Kymriah®).

3.3.3 Effets indésirables

La patiente n°1 a développé a J1 post infusion des CAR-T cells, un SRC de grade 2 ayant
nécessité 1’administration d’une dose d’anticorps anti-1L6, le Tocilizumab. A J4, une
neurotoxicité de grade 3 est apparue ayant également nécessité I’administration de 2 doses de
Tocilizumab et d’une corticothérapie par Solumédrol pendant 48h. L’analyse du LCR & J6 a
permis de mettre en évidence une forte infiltration lymphocytaire de type CD3+ dont 85% des

cellules étaient des CAR-T cells.

Une évolution clinique favorable avec une récupération compléte de 1’état neurologique et une

sortie d’aplasie ont été observés chez cette patiente au bout de 17 jours.
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Figure 17: Détection des CAR-T cells dans le LCR chez la patiente n°1 a J6

La deuxi¢me patiente a également développé des effets indésirables mais d’intensité et de
gravité plus élevées. Un SRC de grade 3-4 est apparu a J1 apres perfusion du Tisagenlecleucel
(Kymriah®) et a nécessité 1’administration de trois doses de Tocilizumab. Une neurotoxicité
de grade 2 est également apparue a J7, traitée par deux bolus de Solumédrol. Parallélement,
cette patiente a développé un syndrome d’activation macrophagique clinico-biologique associé
a une CIVD biologique. La sévérité de ces effets secondaires a entrainé une défaillance multi-

viscérale ayant nécessité un séjour en service de réanimation pendant 4 jours.

Une bonne évolution clinique aprés la prise en charge optimale des effets indésirables ainsi

qu’une sortie d’aplasie au bout de 18 jours ont été observés chez cette patiente.
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TROSIEME PARTIE : Discussion

Les CAR-T cells représentent une nouvelle approche d’immunothérapie anti-tumorale dont
I’efficacité dans les hémopathies malignes B a conduit a leur autorisation de mise sur le marché.
Aujourd’hui quatre médicaments ont obtenu I'AMM en Europe : le Tisagenlecleucel
(Kymriah®) dans les LAL-B réfractaires ou en rechute et dans les lymphomes B non
Hodgkiniens, 1’ Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) dans les lymphomes B non Hodgkiniens,
le Brexucabtagene autoleucel (Tecartus®) dans les lymphomes du manteau et le Lisocabtagene
maraleucel (Breyanzi®) dans les lymphomes B non Hodgkiniens et les lymphomes
folliculaires.

L’utilisation du Tisagenlecleucel (Kymriah®) pour traiter les LAL-B récidivantes ou
réfractaires de ’enfant et de ’adulte jeune (moins de 25ans) a permis d’obtenir des taux de
rémission complete élevés allant de 80 a 93% selon les études. Cependant environ 40% de ces
patients vont présenter une rechute dans les douze mois suivant le traitement (16).

Plusieurs travaux ont démontré que I’efficacité anti-tumorale dépend principalement de la
capacité d’expansion et de persistance des CAR-T cells (82). En effet, aprés rencontre de
I’antigéne cible, I’étape de prolifération des CAR-T cells est indispensable pour obtenir un
rapport de cellules effectrices sur cellules cibles satisfaisant, permettant d’éliminer 1’intégralité
des cellules tumorales et obtenir une rémission compléte.

La persistance des CAR-T cells quant a elle, permet de maintenir le contréle sur la maladie et
représente un facteur prédictif de rémission de longue durée. Cette derniere peut étre prédite
par la durée de I'aplasie de la lignée B (72) (83). Dans la cohorte de Muller et al. une expansion
deux fois plus élevée associée a une persistance des CAR-T cells au-dela de 24 mois ont été
observées dans le groupe des patients en rémission (84).

Toutes ces données témoignent de 1’importance du developpement du suivi des CAR-T cells
au laboratoire, afin de caractériser les deux etapes clés qui conditionnent I'efficacité anti-
tumorale et la durée de la rémission, mais également qui prédisposent au développement de la
toxicité. Les outils de biologie moléculaire présentent une sensibilité élevée permettant de
détecter de tres faible niveau de transgene codant pour le CAR (85). Bien que ces techniques
soient plus faciles a mettre en place, le taux des CAR-T cells fonctionnels peut étre surestime.

Ceci s’explique par le fait que les techniques de biologie moléculaire mesurent I’intégration du
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transgene dans le génome des lymphocytes T sans évaluer 1I’expression membranaire du
récepteur chimérique fonctionnel (85).

Comparée a la biologie moléculaire, les protocoles utilisant la cytométrie en flux offrent de
multiples intéréts. En effet, cette technique permet d’analyser la répartition des différentes
populations lymphocytaires T/B/NK, de quantifier uniquement les cellules T qui expriment &
leur surface un CAR fonctionnel et d’analyser leur phénotype (naifs ou mémoires), les
différents marqueurs membranaires exprimés (marqueurs d’activation (CD25) et d’épuisement)
ainsi que leur fonctionnalité (cytokines intracellulaires et molécules cytotoxiques) (73) (86)
(87). Une analyse de la cinétique des CAR-T cells est également possible, en déterminant le
temps au bout duquel ces cellules sont détectables (T first), le pic d’expansion (Cmax), le temps
au bout duquel il est atteint (Tmax) et le dernier point auquel les CAR-T cells sont détectables
(T last), qui définit la durée de la persistance du médicament in vivo (73).

La sensibilité de détection de cette technique est plus faible par rapport a la biologie moléculaire
et dépend principalement du réactif utilisé. Schanda et al. ont étudié quatre réactifs de
détection : F(ab’)2, la protéine L, la protéine CD19 recombinante de ACROBIosystem et la
protéine CD19 recombinante de Miltenyi Biotec. Leurs travaux ont démontré que le réactif
développé par le laboratoire Miltenyi Biotec permet d’avoir une meilleure discrimination de la
sous-population des cellules CAR-T avec une sensibilité et une spécificité de détection
supérieures comparees aux autres réactifs étudiés. Ainsi, ce dernier est actuellement utilisé pour
le suivi des CAR-T cells au laboratoire (81) (88).

L’intérét du dosage des cytokines a été récemment mis en évidence grace a de nombreuses
études qui ont montré qu’il existe une association entre le taux de certaines cytokines
inflammatoires et le développement des effets indésirables. Des techniques d’ELISA
classiques, de fluorimétrie (Luminex) et I’utilisation croissante d’automates dotés d’une
meilleure sensibilité tels que le Ella® (Ella® Automated Immunoassay System, R&D systems,
Minneapolis, Minnesota, Etats-Unis) ou le Simoa® (Single Molecule Arrays, Quanterix,
Billerica, Massachusetts, Etats-Unis) ont été développés et permettent de doser simultanément

des panels de cytokines sur de larges gammes de concentrations (75).

Les thérapies cellulaires a base de CAR-T cells sont des ’médicaments vivants’’ qui présentent
un profil cinétique unique différent du modéle pharmacocinétique classique. La premiére
analyse détaillée de la cinétique du Tisagenlecleucel (Kymriah®) a été rapportée en 2018 par

I’équipe de Muller et al. a travers I’analyse des données d’une large cohorte regroupant 79
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patients pédiatriques issues des essais ENSIGN et ELIANA (84). Aprés perfusion, les CAR-T
cells ont été immédiatement détectés dans le sang périphérique par des techniques de PCR
quantitatives et de cytométrie en flux chez I’ensemble des patients. Une régression transitoire
a été observée qui correspond a la phase de distribution du médicament dans 1’organisme (la
moelle osseuse, le LCR et les organes lymphoides secondaires), dans le but de rencontrer
I’antigéne cible et de proliférer. Dans le groupe des patients qui présentaient une bonne réponse
au traitement, le pic d’expansion a été atteint rapidement en moyenne au bout de 10 jours
suivant la perfusion et plus tardivement en moyenne au bout de 20 jours chez les patients non
répondeurs (70) (84). Dans notre étude, le profil cinétique des CAR-T cells obtenu chez les
deux patientes grace au protocole utilisant la cytométrie en flux, était comparable aux résultats
des patients en rémission retrouvés dans la littérature (70) (84). Aprés perfusion, une
distribution des CAR-T cells dans la moelle osseuse et dans le LCR a été observée chez les
deux patientes étudiées, suivi d’une phase de prolifération durant les dix premiers jours
permettant d’atteindre rapidement un pic d’expansion a J10 chez la premiére patiente et a J8
chez la seconde patiente. Aumoment du pic d’expansion, Muller et al. ont retrouvé en moyenne
32% de cellules CAR-T (pour 100 lymphocytes T) chez les patients qui ont présenté une bonne
réponse initiale (70). Dans notre étude, des taux plus élevés ont été observés (57% et 71%)
prouvant que les CAR-T cells ont proliféré chez les deux patientes et ont permis d’obtenir une
rémission cytologique compléte au myélogramme et une maladie résiduelle indétectable au
seuil de 10 un mois aprés la perfusion du Tisagenlecleucel (Kymriah®). Cependant, pour une
meilleure appréciation de la capacité d’expansion, le taux des CAR-T cells a été évalué en
valeurs absolues (éléments/mm?). Une expansion cellulaire plus faible a été retrouvée chez la
premiére patiente de notre étude, étant probablement a 1’origine de la disparition rapide du
medicament dans les trois mois suivant la perfusion. L’équipe de Muller et al. a démontré que
la perte précoce de I’aplasie de la lignée B (< 6mois) secondaire a la disparition des CAR-T
cells fonctionnels, est associée a un risque élevé de rechute (84). Dans ce contexte d’autres
études ont montré I’intérét d utiliser ces derniers comme traitement intermédiaire avant la greffe
de CSH (bridge a la transplantation). Les travaux de Summers et al. ont mis en évidence une
amélioration significative du taux de survie sans rechute apres greffe de CSH chez les patients
présentant une persistance limitée des CAR-T cells, inférieure a 6 mois (63 jours) (89). De
méme, chez les patients a hauts risque de rechutes (BCR-ABL +, mutation TP53, maladie extra
médullaire), les taux de survie sans événements a douze mois étaient significativement
supeérieurs chez les patients qui ont bénéfici¢ d’une greffe de CSH apres traitement par CAR-T

cells (77%) par rapport a ceux qui ont recu uniquement le traitement par Tisagenlecleucel
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(Kymriah®) (12%) (90). Dans notre étude, les deux patientes ont été greffées. La patiente n°1
présente actuellement une rémission compléte avec une reconstitution de I’hématopoiese. La
deuxiéme patiente a bénéficié de deux greffes d’USP (unité de sang placentaire) ; une rémission
compléte a été obtenue a I’issue de la deuxieme greffe mais sans reconstitution totale de

I’hématopoiese, avec une persistance a ce jour d’une anémie et d’une thrombopénie.

De nombreuses études ont permis d’identifier des facteurs spécifiques aux patients, ou aux
CAR-T cells utilisés, comme étant impliqués dans 1’hétérogenéité de la réponse et des effets
indésirables observés (33). Le phénotype et la quantité des lymphocytes T obtenus au moment
de I’aphérése conditionnent en grande partie I’efficacité anti-tumorale des CAR-T cells
produits. Aprés activation par un antigene, un lymphocyte T naif (TN) se différencie en
lymphocyte T souche mémoire (TSCM) puis T central mémoire (TCM), T effecteur mémoire
(TEM) et enfin en T effecteur mémoire terminal (TEMRA). En raison de leurs propriétés d'auto-
renouvellements, les lymphocytes TN et TSCM ont une meilleure capacité de prolifération et
de persistance que les T mémoires différenciés, qui acquiérent au fur et a mesure de leurs
différenciations en TCM, TEM et TEMRA des propriétés cytotoxiques croissantes au détriment
de leurs capacités prolifératives (91). Les chimiothérapies intensives et répétées, alterent le
phénotype et la fonctionnalité des lymphocytes T par la déplétion des cellules T naives ou
mémoires précoces (CCR7* CD27%), entrainant un défaut d’expansion in vitro des lymphocytes
T et une moindre expansion in vivo des CAR-T cells produits, responsable d’une activité anti-
tumorale insuffisante et d’une persistance in vivo limitée (92) (93) (94). De méme, Finney et
al. ont observés gu’une augmentation d’expression des marqueurs d’épuisement tels que
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4), PD-1 (programmed cell death protein 1), Tim-3
(T-cell immunoglobulin mucin domain-3), Lag3 (lymphocyte-activation protein 3) sur les
cellules T, était associé a une perte précoce des CAR-T cells a I’origine des rechutes observées
(95). Chez les deux patientes étudiées, un bon rendement de lymphocytes T (CD3+) a été obtenu
lors de la leucaphérese. Cependant aucune analyse étendue du phénotype n’a été réalisée sur le

produit d’aphérese, sur les CAR-T cells produits ou sur les CAR-T cells in vivo.

Les deux patientes de notre étude ont recu une seule perfusion de Tisagenlecleucel (Kymriah®),
CAR-T cells de deuxiéme génération constitué¢ d’un domaine de costimulation de type 4-1BB
(CD137). 1l a été mis en évidence dans la littérature que le type de domaine de costimulation
peut avoir des effets distincts sur la susceptibilité a ’activation et a 1’épuisement des CAR-T
cells. In vitro le domaine de costimulation CD28 conduit a une différenciation des cellules T
vers un phénotype effecteur (CD45RO+ CCR7-) et facilite leur épuisement qu’il soit induit par
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une signalisation indépendante de I’antigéne ou par une exposition persistante a I’antigene. Au
contraire le domaine 4-1BB, préserve la capacité réplicative des cellules mémoires précoces
(CD45R0O- CCRT7+) et évite 1’épuisement des CAR-T cells (96) (97) . Maude et al. ont mis en
évidence que les CAR-T cells constitués d’un domaine de costimulation 4-1BB présentent une
expansion in vivo moins élevée et moins rapide mais persistent plus longtemps durant des mois
voire des années (41). A P’inverse, 1I’équipe de Park et al. a constaté que les CAR-T cells
composés par le domaine de costimulation CD28, présentent une persistance in vivo limitée a
environ deux semaines, mais une expansion plus importante tres souvent a I’origine du
développement des effets indésirables graves (65). Dans notre étude, malgré 1’utilisation de
cellules CAR-T avec un domaine de costimulation 4-1BB chez les deux patientes, une
disparition précoce du médicament a été observée chez la patiente n°1 apres trois mois de la
perfusion justifiant la nécessité d’une greffe de CSH devant le haut risque de rechute. Cet
exemple appuie I’hypothése qu’il existe une multitude de facteurs qui peuvent conditionner la
cinétique des CAR-T cells aussi bien liés au patient ou au médicament lui-méme. De plus, Park
et al. ont mis en évidence que la structure du CAR peut influencer le type de rechute dans les
LAL-B. Les rechutes avec conservation de 1’antigéne CD19 sur les cellules leucémiques sont
plus précoces et sont plus souvent retrouvées avec les cellules CAR-T CD28 (65). A I’inverse,
les rechutes tardives avec perte de 1’antigéne cible CD19 sont plus souvent observées apres
traitement par des cellules CAR-T 4-1BB. Ceci pourrait étre expliqué par la pression immune

prolongée qui conduit a la sélection d’un clone CD19 négatif (16).

La masse tumorale présente au moment de la perfusion des CAR-T cells fait également partie
des facteurs prédictifs de la réponse anti-tumorale. L’équipe de Muller et al. a et de Park et al.
ont mis en évidence I’existence d’une association significative entre le taux des CAR-T cells
au pic et la masse tumorale avant la perfusion (a J-1) (83,84) . En effet une expansion plus
rapide et plus intense permettant d’atteindre des concentrations trés élevées au pic ont été
retrouvés chez les patients présentant une masse tumorale élevée (>50% de blastes dans la MO).
Dans notre étude, la charge tumorale n'a pas été évaluee immédiatement avant la perfusion du
Tisagenlecleucel (Kymriah®) mais deux semaines avant la perfusion, retrouvant 64% de blastes
au myélogramme chez la premiere patiente et 86% de blastes chez la deuxiéme patiente. Si 1’on
suppose que le pourcentage des cellules pathologiques n’a pas diminué jusqu’a la réinjection
des CAR-T cells on pourrait associer 1’intensité de 1’expansion observée chez la patiente n°2 a

la masse tumorale.
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Taraseviciute et al. ont étudié I’impact de 1’utilisation antérieure du Blinatumomab, anticorps
bispécifique, sur I’efficacité des CAR-T cells. Ils ont mis en évidence que ce dernier peut étre
a I’origine d’une expansion insuffisante et favoriser les rechutes CD19 négatives (98,99). Dans
notre étude, les deux patientes ont été traités selon des protocoles de chimiothérapies
conventionnels sans avoir eu recours aux immunothérapies avant le traitement par CAR-T cells.
Enfin, Mejzner et al. ont montré que la lymphodéplétion par 1’association « fludarabine et
cyclophosphamide » telle que réalisée chez nos patientes, est indispensable a I’augmentation
des cytokines homeostatiques IL-7 et IL-15 favorables a 1’expansion in vivo des CAR-T cells.
Cependant ce type de lymphodéplétion a été également associé au risque plus élevé de
développement des effets indésirables (33) (100).

Apres perfusion des CAR-T cells, le syndrome de relargage cytokinique (SRC) est I’effet
indésirable le plus fréequemment observé. Son incidence globale est élevée allant de 76% a 93%
avec une forme sévere retrouvée dans 23 a 46% des cas. Dans 1’étude ELIANA, parmi les
patients ayant présenté un SRC (77%), 59 % ont été admis en unité de réanimation médicale
pour une médiane de 8 jours et 51 % ont regu du Tociluzumab (16) (56) (82) (83) (33). Les
deux patientes de notre étude ont développé des SRC d’intensité différente. La patiente n°2 a
présenté une toxicité sévere de grade 3 accompagnée d’un syndrome d’activation
macrophagique et d’une CIVD biologique. L’ensemble a entrainé une défaillance
multiviscérale ayant nécessité un sejour en réanimation. Muller et al. ont mis en évidence
I’existence d’une corrélation entre le taux des CAR-T cells au pic et la gravité du SRC observe.
Ils ont montré que des grades élevés de SRC (grades 3, 4) ayant nécessités un séjour en
réanimation sont retrouvés chez les patients avec une expansion cellulaire élevée et une masse
tumorale importante au moment de la perfusion des CAR-T cells (supérieur a 50% de blastes)
(70) (84). Des faits identiques ont été observés dans notre étude. En effet I’expansion trés élevée
des CAR-T cells retrouvée chez la patiente n°2 était probablement a 1’origine de la sévérité du
SRC observé.

Cet effet indésirable est caracterisé par une production élevée de cytokines pro-inflammatoires
a la suite de I’activation des CAR-T cells apres rencontre de 1’antigéne cible. L’équipe de
Teachey et al. a montré qu’il semble possible de prédire la survenue d’un SRC sévere par une
signature cytokinique basée sur le ratio entre les valeurs basales et a J3 post-injection des CAR-
T cells de trois cytokines (IFN-y, CCL3, IL-13) (101). De méme, une corrélation entre le taux

d’IL-6 et la severité du SRC a été établi justifiant 1’utilisation du traitement par I’anticorps anti-
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IL-6, le tocilizumab (70). Cependant dans notre étude aucun dosage de cytokines n’a été réalisé

chez les deux patientes.

La neurotoxicité correspond au second effet indésirable le plus fréquent qui a été retrouveé chez
environ 25 a 50% des patients, avec une forme sévére dans 13% a 50% des cas en fonction des
études (16) (33) (83) . Cette toxicité succeéde généralement a la survenue préliminaire d’un SRC
sévere et aux facteurs qui favorisent ce dernier, tels que la masse tumorale élevée, le pic
d’expansion élevé et le type de domaine de costimulation (CD28) (102). Elle est caractérisée
par une inflammation systémique avec production de cytokines inflammatoires entrainant une
cascade d’activation des cellules endothéliales et une altération de la perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique, facilitant le passage des CAR-T cells vers le systeme nerveux central. Sa
survenue plus fréquente avec les CAR-T cells anti-CD19 a été récemment expliquée par les
travaux de Parker et al. montrant que les cellules murales qui soutiennent les vaisseaux du
cerveau, les péricytes et les cellules musculaire lisses, expriment a faibles taux des antigénes
CD19 (103). Dans notre étude, la premiére patiente a développé une neurotoxicité sévere de
grade 3 retrouvant dans le LCR a J6, une infiltration lymphocytaire de type CD3+ dont 85%
des cellules étaient des CAR-T cells. Il est important de noter que cette patiente présentait un
terrain neurologique fragile avec des antécédents d’encéphalopathie mixte ayant nécessité la
mise sous traitements. Ceci rend difficile le fait d’attribuer la gravité de la neurotoxicité
observée, uniquement a I’infiltration des CAR-T cells dans le LCR. De plus, les études a ce
sujet sont contradictoires. En effet Gust et al. ont analysé les tissus cérébraux des deux patients
qui ont succombé a la suite d’une neurotoxicité sévére. Ils ont retrouvé une forte infiltration des
CAR-T cells associée a la présence d’autres cellules immunes dans les biopsies analysées (62).
A D’inverse, chez un autre patient qui a développé un cedéme cérébral fatal dans le cadre de
I’essai ROCKET, 1’équipe de Gilbert et al. n’a pas retrouvé d’infiltration cellulaire dans le
systeme nerveux central. A ce jour, la physiopathologie exacte de cet effet indésirable demeure
mal connue justifiant les nombreux essais en cours (104). Les travaux de Santomasso et al. ont
montré que des taux élevés de cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8, MCP1, IP1) retrouvés dans
le sang et dans le LCR a J3 post réinjection des CAR-T cells sont plus souvent observés dans
les cas severes de neurotoxicite (105). De méme, des études évaluant 1’efficacité de 1’épuration
extrarénale des cytokines dans le traitement du SRC et neurotoxicité sont en cours, ce qui
confirme le role central des cytokines dans la physiologie de ces effets indésirables et justifie

le développement du monitorage cytokinique chez chaque patient traité (106).
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Enfin les deux patientes ont éte traitées par du tocilizumab et des corticoides. Kotch et al. ont
mis en évidence que l'administration des biothérapies anti-IL-6 pour la prise en charge des
complications secondaires aux CAR-T cells n'affecte pas I'expansion et la persistance de ces
derniers (60). Cependant les données restent limitées concernant I’utilisation des corticoides.
Ainsi il est recommandé d’utiliser ces molécules a faibles doses et pendant des durées courtes

afin de limiter leur impact sur la cinétique des CAR-T cells (84).
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Conclusion et perspectives

Les CAR-T cells ciblant D’antigéne CDI19, représentent une nouvelle catégorie
d’immunothérapie qui constitue une révolution dans le traitement des hémopathies lymphoides
B. L’efficacité anti-tumorale de ces thérapies cellulaires dépend principalement de leur capacité
de prolifération et de persistance in vivo. Certaines caracteristiques spécifiques aux patients (la
nature de I’hémopathie, la masse tumorale, les traitements antérieurs et la qualité du produit
d’aphérése) ou au type de construction du CAR ont été identifiées comme étant des facteurs
prédictifs pouvant favoriser I’efficacité du traitement mais également le développement des
effets indésirables. Par conséquent un suivi personnalisé de chaque patient est indispensable
tout au long de son parcours de soin ; depuis la leucaphérése jusqu’a la rémission clinique. Pour
cela, des protocoles utilisant des techniques de cytométrie en flux, de biologie moléculaire mais
également des dosages de cytokines inflammatoires ont été développés. A ce jour, il n'existe
pas de recommandations de suivi en vie réelle chez les patients traités hors essai cliniques.
Compte tenu de I'enjeu clinique et économique de ces nouvelles stratégies thérapeutiques, il
semble important d'harmoniser les explorations biologiques afin de pouvoir réaliser des études
multicentriques chez des patients moins sélectionnés que dans les essais cliniques. Ces données
permettront a terme d’apporter une meilleure compréhension des complications sévéres mais
également d’identifier des biomarqueurs prédictifs qui faciliteraient une prise en charge précoce
des effets indésirables et de repérer rapidement les patients a haut risque de rechute ou d’échec

thérapeutique.

Enfin, grace a I’amélioration des techniques d’ingénierie cellulaire, des CAR-T cells plus
efficaces et plus persistants, aux toxicités moindres, et ciblant un ou plusieurs antigenes B grace
aux constructions bispécifiques (CD19, CD20, CD22) sont en plein développement. De méme
des approches allogeniques utilisant des lymphocytes T issus de donneurs sains sont en cours

d’essais facilitant 1’accés plus rapide a la thérapie.
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RESUME

Les CAR-T cells constituent une nouvelle forme d’immunothérapie en plein essor. Ce sont des
lymphocytes T modifiés génétiquement afin d’étre en mesure de reconnaitre et de détruire les
cellules cancéreuses. Des résultats trés encourageants obtenus dans le traitement des Leucémies
Aigues Lymphoblastiques B ont conduit a leur autorisation de mise sur le marché en France
depuis 2018.

L’efficacité anti-tumorale des CAR-T cells est reliée principalement a leur capacité d’expansion
et a leur persistance in vivo. Ces éléments dépendent eux-mémes de caractéristiques spécifiques
aux patients (comme la masse tumorale, la qualité du produit d’aphérése...) mais également du
type de construction du CAR. Ainsi, la mise en place dans les laboratoires du suivi de ces CAR-
T est devenue cruciale et recommandé par la SFGM-TC. Pour cela, différents protocoles
utilisant des techniques de biologie moléculaire, de cytométrie en flux (CMF), mais également
des dosages de cytokines inflammatoires ont été développés.

Depuis deux ans, le laboratoire d’hématologie du CHU de Marseille a mis en place le suivi des
CAR-T cells par CMF. Ce suivi a pour I’instant été réalisé chez deux patientes et a permis
d’obtenir des résultats tout a fait cohérents avec les données observées dans la littérature.

A terme, le suivi de I’ensemble des paramétres immunologiques [numération T, B, NK;
Phénotypage T naifs/mémoires ; marqueurs d’activations et d’épuisement] chez les patients
recevant des CAR-T cells aura pour but d’optimiser la prédiction et la prise en charge des
complications sévéres de ces thérapies et d’identifier des facteurs biologiques permettant de

prédire le risque d’échappement ou de rechute.

Mots clés : Immunothérapie, CAR-T cells, Leucémie aiglie lymphoblastique B, Cytométrie en

flux.
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