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I) Introduction et objectifs :

L’arsenal thérapeutique en oncologie est, depuis ces dernicres années, en plein renouvellement.
En effet, les progrés techniques et la compréhension des différents mécanismes
physiopathologiques ont permis de voir émerger de nouvelles approches thérapeutiques. En
oncologie, I’immunothérapie a révolutionné la prise en charge de certains groupes de patients.
Parmi les multiples approches développées, trois sont aujourd’hui commercialisées et utilisées
a grande échelle, les produits ciblant les points de contréle immunologiques par anticorps
(Immune Check Point Inhibitors), les anticorps bispécifiques et la thérapie cellulaire par
lymphocyte T a récepteur antigénique chimérique (Cellules CAR T) [1]. Mon travail se

concentrera sur cette derniere technologie.

Les cellules CAR-T appartiennent a la catégorie des médicaments de thérapie innovante (MTI).
Les MTI regroupent les médicaments de thérapie cellulaire somatique, de thérapie génique, les
médicaments issus de I’ingénierie cellulaire et tissulaire, chacun pouvant éventuellement étre
combiné a des dispositifs médicaux. Les MTI sont régis par le réglement n°1394/2007 de la

Commission Européenne (CE).

La premiére partie de ce manuscrit se présentera sous la forme d’une revue de la littérature ou
seront détaillés : la structure des cellules CAR-T, leurs indications, leurs effets indésirables,
ainsi que les différentes techniques mises en ceuvre pour suivre leur devenir dans 1’organisme.
Dans un second temps, nous développerons le circuit des cellules CAR-T au sein de I’Institut
Paoli-Calmettes (IPC) permettant d’introduire la troisieme partie de ce manuscrit. Celle-ci
portera sur une étude rétrospective réalisée a I’IPC dans le but d’identifier des biomarqueurs
prédictifs d’échec thérapeutique au traitement par cellules CAR-T chez les patients atteints d’un
lymphome non hodgkinien. Et enfin nous terminerons par une discussion sur ce travail avec les

différentes perspectives autour du monitoring des cellules CAR-T.

IT) Revue de la littérature

1) La structure des cellules CAR-T

Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T autologues (ou allogéniques, en cours de
développement) génétiquement manipulés ex vivo afin d’exprimer un récepteur antigénique

spécifique de I’antigéne tumoral d’intérét. Le récepteur antigénique chimérique (CAR) est une
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protéine transmembranaire synthétique exprimée a la surface des lymphocytes T. Ce récepteur
combine les fonctions effectrices des lymphocytes T et la capacité des anticorps a reconnaitre
des antigénes de surface prédéfinis avec un haut degré de spécificité sans étre restreints par le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH). Ce récepteur chimérique est composé de 3 a 4

domaines différents :
- Le domaine extracellulaire d’un anticorps reconnaissant I’antigene cible

C’est le fragment variable de liaison a 1’antigéne des immunoglobulines, il est constitu¢ de la
chaine lourde variable fusionnée a la chaine 1égére variable d’un anticorps par un peptide [2].
L’avantage de ce dernier est qu’il permet I’activation du lymphocyte T lorsque le récepteur
CAR reconnait son ligand directement exprimé a la surface de la cellule cible, a la différence
du TCR endogene qui lui est soumis a la restriction HLA et ne reconnait que les peptides
présentés par le CMH. Les cellules CAR-T sont donc insensibles aux mécanismes
d’échappement des tumeurs liés a la perte du CMH. Plus encore, des CAR bispécifiques et tri-
spécifiques sont actuellement en cours d’évaluation en étude préclinique et clinique [3, 4], ces
CAR ont la particularité d’étre constitués de différents domaines extra cellulaires pouvant ainsi

reconnaitre plusieurs antigénes cibles.
- Le domaine intracellulaire

C’est le complexe intracellulaire d’activation des cellules T, il est composé de la chaine CD3(

(également appelée CD247) du TCR des lymphocytes T.

Des domaines de co-stimulation peuvent aussi étre rajoutés a la chaine CD3 (. L’ajout de ces
domaines permet d’améliorer la prolifération cellulaire et la durée de survie in vivo et de
renforcer l'activité anti-tumorale des cellules CAR-T. De nombreuses études explorent
différentes combinaisons de domaines de co-stimulation afin d’optimiser au mieux la
pharmacocinétique de ce MTI. Les molécules co-stimulatrices comprennent le CD27, CD28,
0X40 (CD134), 4-1BB (CD137), le co-stimulateur inductible (ICOS ; CD278) et la protéine
liée au récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNF) induite par les glucocorticoides (GITR).

Parmi ces molécules, le CD28, 1’0OX40 et le 4-1BB sont les plus couramment utilisés [5].
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- Domaine transmembranaire

Il relie les domaines extracellulaires et intracellulaires et joue un réle important dans la
conformation et la flexibilité des CAR et donc dans leur capacité a se fixer a leur cible. Il permet

d’ancrer le récepteur a la membrane cellulaire.

L’évolution de la structure du récepteur permet de distinguer différentes générations de CAR T

(voir schéma ci-dessous) :

Figure 1 : Les différentes générations des CAR (Chimeric Antigen Receptor)

Chimeric Antigen Receptor (CAR) Generation
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Abbasi, M., Riaz, A., Khawar, M., Farooq, A., Majid, A., & Sheikh, N. (2022). CAR-T-Cell Therapy: Present Progress and
Future strategies. Biomedical Research and Therapy, 9(2), 4920-4929.

Légendes : CM1 domaine de co-stimulation 1, CM2 : domaine de co-stimulation 2

La premicre génération était composée classiquement d’un domaine extracellulaire (le scFv :
fraction variable des chaines légeres et lourdes des immunoglobulines), un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire contenant le CD3{ qui assure la transduction

du signal. Elle a ét¢ décrite par Kuwana et al, en 1987 et Eshhar et al, en 1993 [6, 7], cependant
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cette premicre génération n’a été testée cliniquement qu’a partir de 2006. Les résultats n’étaient
malheureusement pas concluants en raison de la faible persistance des lymphocytes
génétiquement modifiés dans I’organisme [8—-10]. La deuxiéme et troisieme générations se
caractérisent par 1’ajout respectivement d’un ou de deux domaines de co-stimulation [1]. Ces
domaines de co-stimulation dérivent soit du CD28 soit du 4-1BB. L’incorporation de ces
molécules de signalisation a permis de reproduire la co-stimulation naturelle et ainsi
d’augmenter I’expansion et donc I’efficacité des cellules T modifiées [11-13]. Pour les cellules
CAR T de la quatrieme génération (également appelées T cells redirected for universal
cytokine-mediated killing [TRUCKs]), les domaines de co-stimulation classiques sont
remplacés par un domaine NFAT (nuclear factor of activated T cells). Ce domaine NFAT induit
la formation d'une grande quantité de cytokines, notamment l'interleukine (IL)-12, permettant
de moduler I’activation des cellules CAR-T mais également des lymphocytes présents dans le

microenvironnement anti-tumoral [14].

Il existe aussi une cinquieme génération de CAR en cours de développement. La structure du
CAR est basée sur la deuxieme génération, cependant un fragment du récepteur § de I'IL-2 (IL-
2Rp) est ajouté. Le fragment IL-2RP peut induire I’expression de Janus kinases (JAK) et de
(STAT)-3/5 par transcription de ' ARNm.

Les cellules CAR-T actuellement commercialisées sont des CAR-T de 2™ génération.

2) La production des cellules CAR-T

La premicre étape de fabrication des cellules CAR-T autologues consiste a prélever les cellules
mononucléées sanguines autologues (incluant les lymphocytes T) du patient par aphérese. La
prise de traitements pouvant avoir un impact sur la concentration des cellules effectrices du
systéme immunitaire, comme les corticoides, doit étre arrétée entre 3 a 7 jours avant la
leucaphérese. Ce produit de leucaphérese est ensuite envoyé a 1’établissement pharmaceutique

assurant la fabrication du médicament.

La deuxieéme étape consiste en la séparation des lymphocytes T (ou des sous-populations CD4+
et CD8+ pour Breyanzi®) avant la transduction des lymphocytes T immuno-sélectionnés afin
d’exprimer le récepteur CAR a leur surface. En effet, les produits de leucaphérése sont
constitués d’une population hétérogene de cellules comprenant les cellules T, les cellules
my¢loides, les cellules NK, mais aussi parfois, des cellules malignes. Dans le cas de certaines

hémopathies malignes, comme la leucémie aigiie lymphoblastique, les cellules tumorales
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peuvent constituer la majeure partie du produit de leucaphérése conduisant a des échecs de
production. La sélection positive des cellules CD3+ permet d’obtenir un produit cellulaire
suffisamment pur pour limiter les contaminations par d’autres types de cellules pouvant

entraver I’expansion des cellules CAR-T.

L’étape suivante consiste en la transduction des lymphocytes T afin exprimer le récepteur CAR
a sa surface. Elle nécessite une procédure d’ingénierie génétique sécurisée et efficace,
aujourd’hui principalement assurée par des vecteurs défectifs rétro-ou lentiviraux de grade
clinique. Afin d’obtenir des réponses cliniques durables, 1’expression du transgéne doit étre
permanente. Le choix du vecteur est un point central dans cette procédure, les gammaretrovirus
et les lentivirus sont deux systémes de vecteurs de thérapie génique disponibles qui permettent
I'expression a long terme de transgénes CAR. Les vecteurs lentiviraux, en particulier les
vecteurs auto-inactivants de troisiéme génération, présentent un risque extrémement faible de
mutagenese insertionnelle ainsi qu’un rendement d’intégration élevé, adaptés a l'ingénierie
génétique des cellules T humaines [15]. Ces vecteurs sont les plus utilisés dans la production
des cellules CAR-T actuelles, mais seront probablement remplacés a terme par de nouvelles
techniques d’ingénierie génétique comme les systémes d’édition de genes déja en essais

cliniques.

En effet, d’autres techniques peuvent étre utilisées comme les sleeping beauty ou piggy bag ou
I’ ADN est stocké dans des vecteurs non viraux, les transposons, et introduits par électroporation
dans la cellule [16]. De nouveaux outils d’ingénierie génétique, comme 1’édition génomique,
offrent de nouvelles perspectives d’optimisation des cellules CAR-T. En effet, une des
applications possibles de ces nouvelles techniques serait de produire des cellules CAR-T
allogéniques qui permettraient d’avoir un produit directement disponible « sur étagere » et ainsi
de s’affranchir du délai de production et de leurs possibles échecs [17, 18]. Pour cela, il faut
limiter I’alloréactivité des cellules afin de diminuer le risque de GVHD, un des moyens mis en
ceuvre est d’éliminer le locus TCRalpha constant (TRAC) et/ou ’'HLA de la surface du
lymphocyte T.

La dernicre étape de production des cellules CAR-T est la mise en culture des cellules viables
exprimant le récepteur CAR dans des bioréacteurs afin d’activer et d’expandre les cellules
CAR-T. Celles-ci sont ensuite cédées a 1’établissement de santé qui assurera I’injection au

patient.
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Le processus de production de MTI commerciaux doit €tre assuré par un établissement

pharmaceutique autorisé par ’EMA (Agence Européenne du Médicament).

3) La réception et ’administration des cellules CAR-T

La réception, le stockage et la dispensation sont sous la responsabilité de la pharmacie a usage
intérieur (PUI) de I’établissement de santé. La réception du MTI est contrdlée par le pharmacien
de la PUIL La conformité du lot, I’identitovigilance, la conformité du transport (courbe de
température de la sonde), la présence du bon nombre de poches de cellules CAR-T et I’intégrité
de celles-ci sont vérifiées afin de valider la réception du MTI. Les CAR-T commerciaux
aujourd’hui disponibles sont recus cryopréservées. La poche est ensuite conservée congelée
dans la phase vapeur de 1’azote liquide (< -150°C) jusqu’au jour de I’injection. Elle peut étre

conservée au maximum pendant 1 an.

Lors de la décongélation et avant I’administration du produit, une double vérification de
I’identité du produit a injecter est obligatoire. L’intervalle de temps autorisé entre la
décongélation et I’administration est compris entre 30 et 90 min selon le promoteur industriel
incluant le transport entre la zone de décongélation et le service clinique. L’administration des
cellules CAR-T se fait par voie intra-veineuse. Les patients doivent étre suivis quotidiennement
pendant les 10 premiers jours suivant la perfusion pour détecter d'éventuels signes et

symptomes de CRS, d'effets neurologiques et d'autres toxicités potentielles.

4) Les indications des cellules CAR-T

Les cellules CAR-T ont révolutionné la prise en charge des patients en hémato-oncologie.
Aujourd’hui, les cellules CAR-T utilisées en pratique clinique possédant une autorisation de
mise sur le marché (AMM)/acces précoce ciblent les antigenes pan B (CD19) et les antigénes
de maturation (BCMA) de la lignée B largement exprimés a la surface des cellules malignes et

normales [19].
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Les 6 produits commercialisés en France sont :

Le Tisagenlecleucel (tisacel, Kymriah®, Novartis [Novartis International AG,

Basel, Suisse] CAR-T anti CD19) est indiqué pour :

o Le traitement des enfants et jeunes adultes jusqu'a 25 ans inclus, atteints

de leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) a cellules B réfractaires, en

rechute apres greffe ou apres la deuxiéme rechute ou plus.

Le traitement des adultes atteints de lymphomes diffus a grandes cellules
B (LDGCB) en rechute ou réfractaires apres la deuxieme ligne ou plus

d'un traitement systémique.

Il possede aussi une autorisation d’accés précoce depuis juin 2022 pour
le traitement des patients adultes présentant un lymphome folliculaire
aprés au moins deux lignes de traitement, qui présentent une maladie
réfractaire ou en rechute pendant ou dans les 6 mois qui suivent la fin de
leur traitement d’entretien ou en rechute aprés une autogreffe de cellules
souches hématopoiétiques, uniquement lorsque toutes les options
thérapeutiques ont été épuisées sur 1’avis d’une réunion de concertation

pluridisciplinaire.

L’axicabtagene ciloleucel (axicel, Yescarta®, Gilead [Gilead Sciences, Foster

City, CA] CAR-T anti CD19) est indiqué pour :

o Le traitement des patients adultes atteints de lymphomes diffus a grandes

cellules B (LDGCB) et de lymphomes médiastinaux primitifs & grandes
cellules B (LMPGCB) réfractaires ou en rechute, aprés au moins deux

lignes de traitement systémique.

Il posseéde également une autorisation d’acces précoce depuis avril 2022
pour le traitement des patients adultes atteints de lymphomes folliculaires
en rechute ou réfractaires, aprés au moins trois lignes de traitement

systémique.

Le lisocabtagene maraleucel (lisocel, Breyanzi®, BMS [Bristol Myers Squibb
Compagny New-York, USA] CAR-T anti CD19) est indiqué pour :
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o Le traitement des patients adultes atteints de lymphomes diffus a grandes
cellules B (LDGCB) et de lymphomes médiastinaux primitifs a grandes
cellules B (LMPGCB) réfractaires ou en rechute, aprés au moins deux

lignes de traitement systémique.

e Le brexucabtagene autoleucel (brexucel, Tecartus® Gilead [Gilead Sciences,
Foster City, CA] CAR-T anti CD19) possede une autorisation de mise sur le
marché conditionnelle indiquée pour le traitement des patients adultes atteints
de lymphomes a cellules du manteau (LCM) réfractaires ou en rechute aprés au
moins deux lignes de traitement systémique, dont un traitement par un inhibiteur
de tyrosine kinase de Bruton (BTK). Et plus récemment pour les LAL B
réfractaires ou en rechute, sans spécification d’age. Ce MTI se différencie
d’axicel et de tisacel par ’ajout d’une étape d’enrichissement des cellules T lors
de sa production permettant d’éliminer les lymphoblastes circulants du produit

de leucaphérese.

e [L’idécabtagene vicleucel (idecel, Abecma® BMS [Bristol Myers Squibb
Compagny New-York, USA] CAR-T anti BCMA), possede une autorisation
d’acces précoce pour le traitement des patients adultes atteints d’un myélome
multiple en rechute et réfractaire ayant re¢u au moins trois traitements antérieurs,
incluant un agent immunomodulateur, un inhibiteur de protéasome et un
anticorps anti-CD38, et dont la maladie a progressé au cours du dernier

traitement.

e Un dernier MTI, le ciltacabtagene autoleucel (ciltacel, Carvykti®, Janssen
Pharmaceuticals and Legend Biotech [Johnson & Johnson, Belgique] CAR-T
anti BCMA) posséde, lui aussi une autorisation de mise sur le marché
conditionnelle pour le traitement des patients adultes atteints d’un myélome
multiple en rechute et réfractaire ayant regu au moins trois traitements antérieurs,
incluant un agent immunomodulateur, un inhibiteur de protéasome et un
anticorps anti-CD38, et dont la maladie a progress¢ pendant le dernier

traitement.

Ce travail portant sur le traitement des lymphomes non Hodgkiniens, nous allons définir ces
pathologies et détailler les différentes études pilotes évaluant 1’efficacité de ces traitements dans

ces indications.
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A) Lymphomes non hodgkiniens

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont un groupe hétérogene de maladies définies par
une prolifération anormale de cellules lymphoides, le plus souvent issues de la lignée B (85%
des cas). On peut distinguer 2 catégories de LNH en fonction de leur mode évolutif et de leur
comportement clinique : les lymphomes « agressifs » et les « lymphomes indolents ». Les

lymphomes agressifs sont les plus fréquents (50 a 60% des LNH).

(i) Lymphome B diffus a grandes cellules (LDGCB)

C’est le type le plus fréquent des LNH agressifs (environ 60%). Il peut étre primitif ou
secondaire a un lymphome indolent a cellules B (LDGCB transformé). Le traitement de choix
en premicre ligne repose sur une immunochimiothérapie d’induction de type R-CHOP
(rituximab, cyclophosphamide doxorubicine, vincritine et prednisolone). Cette premicre ligne

permet d’obtenir une rémission chez 2/3 des patients.

Pour les patients qui ne répondent pas au traitement de 1 ligne ou qui rechutent a 1’issue de
ce traitement, une chimiothérapie intensive dans I’objectif de réaliser une autogreffe de cellules

souches hématopoiétiques peut étre proposée en 2°™ ligne en fonction de 1’éligibilité du patient.

A partir de la 3°™ ligne, chez les patients en échec d’une autogreffe ou en rechute aprés deux
lignes antérieures, Yescarta® (axicabtagene ciloleucel) et Kymriah® (tisagenlecleucel), sont
actuellement recommandés chez les patients dont I’espérance de vie est compatible avec les

délais de traitement (entre 1’aphérese et 1’injection).

L’étude pilote ayant permis 1’obtention de ’AMM de Yescarta® dans cette indication est
I’étude ZUMA-1. 1l s’agit d’une étude de phase I/Il multicentrique, non comparative ou 111
patients atteints de LNH (LDGCB, Lymphome M¢diastinal Primitif & grandes cellules B et
lymphome folliculaire transformé) ont ét¢ inclus et suivis pendant 27.1 mois. Sur 101 patients
injectés, on retrouve un pourcentage de réponse objective a 74% avec un pourcentage de
réponse complete a 54%. La médiane de survie sans progression est de 5.9 mois. La médiane

de survie globale n’étant pas atteinte lors de I’analyse en 2018, la courbe de Kaplan Meier
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montre un pourcentage de survie globale estimé a 6, 9 et 12 mois respectivement de 79.8%,

68.4% et 54.5% [20].

L’étude pilote ayant permis I’obtention de ’AMM de Kymriah® dans cette indication est
I’¢tude JULIET, une phase II multicentrique, non comparative ou 115 patients (atteints de
LBDGC et lymphome transformé) ont été traités. Le pourcentage de réponse globale est de
54.5% dont 41.4% de réponse compléte. Avec un suivi médian de 2.6 mois, la survie sans
progression est de 2.9 mois et la survie globale est de 11.1 mois sur un suivi médian de 9.4

mois. La probabilité de survie a 36 mois est de 36.2% dans cette étude [21].

Dans le lymphome B diffus a grandes cellules réfractaire ou en rechute aprés deux lignes de
traitement, le taux de réponse complete est donc entre 40 et 60% apres traitement par cellules
CAR-T. Une étude comparative a évalué les réponses thérapeutiques d’un groupe de patients
atteints de lymphomes B diffus a grandes cellules récidivants ou réfractaires (R/R) traité soit
par cellules CAR-T soit par d’autres alternatives thérapeutiques (chimiothérapie traditionnelle,
traitement en cours d’essai). La différence de résultat est remarquable, le taux de réponse

compléte est de 52% pour les cellules CAR-T contre 22% pour 1’autre groupe [22].

(i) Lymphome a cellules du manteau

Le lymphome a cellules du manteau (LCM) est une forme rare de lymphomes non Hodgkiniens
(incidence en France 900 cas par an) qui affecte les lymphocytes B dans la zone du manteau du
ganglion lymphatique. Il fait partie des LNH indolents. La stratégie thérapeutique dépend du
stade de la maladie, de la masse tumorale et de 1’dge des patients. La premicre ligne pour les
patients jeunes (<65 ans) repose sur des protocoles de chimiothérapie incluant de la cytarabine
associée au rituximab suivis d’une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques et d’un
traitement d’entretien par rituximab. Pour les patients Agés de plus de 65 ans, la stratégie de 1°

ligne repose sur I’immunochimiothérapie avec un entretien par rituximab.

A partir de la 2¢me ligne de traitement, chez les patients en rechute et/ou réfractaires, les
recommandations mentionnent 1’absence de standard de traitement de la maladie. Les options
thérapeutiques recommandées sont des protocoles de polychimiothérapies associées au
rituximab, a I’ibrutinib (inhibiteur de tyrosine kinase de Bruton), au Iénalidomide. Néanmoins,
plus de 50% des patients rechutent. Dans cette situation, une AMM conditionnelle a été
autorisée pour Tecartus®. La commission de transparence de ’HAS a évalué le service

médicale rendu par Tecartus® important avec une ASMR modérée dans cette indication.
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L’¢tude pivot est I’étude ZUMA 2, une ¢tude de phase II, multicentrique, non comparative. 74

patients ont été traités par Tecartus® et le taux de réponse globale est de 92% [23].

(ii1)) Lymphome folliculaire

Le lymphome folliculaire fait partie de la catégorie des formes « indolentes » des lymphomes
non Hodgkiniens. C’est la forme histologique la plus fréquente dans cette catégorie (environ
80%). L’incidence en France est de 3066 cas par an (données de 2018). Concernant la stratégie
thérapeutique, la 1°° ligne de traitement repose sur une immunochimiothérapie de type R-
CHORP suivi par un traitement d’entretien a base de rituximab. En cas de non-réponse ou de
progression, une analyse histologique de la biopsie d’un échantillon tumoral est recommandée
afin d’éliminer une possible transformation en LDBGC, si aucune transformation n’est
suspectée, une deuxieme ligne de traitement est initiée. Elle peut comporter une nouvelle
immunochimiothérapie, une radiothérapie et une auto ou allogreffe de CSH. En juin 2022,
Kymriah® a obtenu une autorisation d’acceés précoce dans le traitement du lymphome

folliculaire apres au moins deux lignes de traitement.

L’étude évaluant son efficacité est 1’étude ELARA, une étude de phase II non comparative.
Parmi les 97 patients traités par Kymriah®, 94 patients avaient une maladie mesurable a
I’inclusion et ont été inclus dans la population d’analyse de 1’efficacité. Le taux de réponse
globale est de 86.2% a 6 mois dont 66% de réponse compléte. La médiane de survie sans
progression est de 18.4 mois et la durée médiane de survie globale n’a pas été atteinte mais la

probabilité de survie a 12 mois et 18 mois sont respectivement de 95.3% et 91.6% [24].

B) Les indications en dehors des LNH

Aujourd’hui la thérapie par cellules CAR-T est principalement réalisée dans le contexte des
hémopathies malignes, mais un nombre croissant d'essais sont également menés chez des

patients atteints de tumeurs solides (figure ci-dessous) [25].

25



Figure 2 : Répartition des indications des cellules CAR-T dans les essais cliniques.
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Haslauer T, Greil R, Zaborsky N, Geisberger R. CAR T-Cell Therapy in Hematological Malignancies. Int J Mol Sci.
2021;22(16):8996.

Légende : Le graphique de gauche indique le nombre (n) de thérapies par cellules CAR-T en cours
d'essais cliniques, classées en trois catégories : cancers solides, hémopathies malignes et autres (n =
934). Les hémopathies malignes sont répertoriées dans le graphique de droite (n = 722). Données

extraites de clinicaltrials.gov en 2021.

4) Les effets indésirables des cellules CAR-T

Les cellules CAR-T sont associées a des toxicités pouvant étre séveres. La reconnaissance, la
gestion et la classification des toxicités des cellules CAR-T sont primordiales pour une
utilisation slire et a grande échelle de cette thérapie. Deux types d’effets indésirables sont
observés, ceux appelés effets systémiques et ceux appelés effets on-target / off-tumors (sur la

cible mais pas sur la tumeur).

Les effets systémiques

- Le syndrome de relargage cytokinique (Cytokine release syndrome, CRS).

11 est observé chez la majorité des patients a des degrés divers. Il survient en moyenne entre 3
et 9 jours apres I’injection. Ce syndrome est di a la réaction inflammatoire déclenchée par les

cytokines et chimiokines libérées par les cellules CAR-T apres avoir été en contact avec
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I’antigene cible. Les symptomes les plus fréquemment retrouvés sont une fievre associée a une
asthénie, des myalgies, des arthralgies, mais ils peuvent aussi évoluer vers une hypotension,
une tachycardie, une tachypnée, une hypoxie, une arythmie, une insuffisance respiratoire, un
choc et un dysfonctionnement des organes [26, 27]. Il y a 4 grades de CRS, la sévérité dépend
du volume tumoral, de la nature de la pathologie, du type de CAR-T utilis¢, de I’intensité du
pic de prolifération des cellules CAR-T, du domaine de costimulation etc... [28—30]. La prise
en charge thérapeutique doit étre précoce et adaptée a la gravité des symptomes, le traitement
spécifique du CRS repose sur 1’administration d’un anticorps bloquant la voie de I’'IL-6

(tocilizumab, siltuximab) permettant de diminuer I’intensité de la réaction inflammatoire.

- Le syndrome de neurotoxicité associé aux cellules immunitaires effectrices (Immune

effector Cell associated neurotoxicity syndrome, ICANS).

Son incidence est variable, allant de 20 a 64% selon les publications. Il survient en moyenne
autour du 8¢me jour apres administration. On peut retrouver des convulsions, des états de
confusion, une difficulté d’¢locution, des pertes de connaissance. La réalisation d’un examen
neurologique quotidien est indispensable en post injection des cellules CAR-T. La prise en
charge de cet effet indésirable repose sur 1’utilisation de corticoides a forte dose, comme la

dexamethasone.

Le traitement de ces effets secondaires est basé sur I'utilisation du tocilizumab, un anti IL6 qui

permet de réduire 1’intensité de la réponse inflammatoire, et de la dexaméthasone.

Il n’existe aujourd’hui aucun biomarqueur permettant de prédire la survenue de ces effets
indésirables ou d’en mesurer la gravité. La CRP et la ferritine ont été proposées comme
biomarqueurs pour la prédiction du CRS, car elles sont en corrélation avec la gravité de ce
syndrome [31]. Cependant, la CRP ne préceéde pas toujours le CRS et a donc une faible valeur

prédictive positive [32].
- Les cytopénies retardées.

Ces cytopénies sont multifactorielles, initialement dues au traitement lymphodéplétant
administré avant les cellules CAR-T, elles sont généralement résolutives dans un délai de deux
semaines. Cependant ces cytopénies, en particulier les neutropénies, peuvent persister au-dela
de 3 a 4 semaines apres 1’injection. L’utilisation de facteurs de croissance granulocytaires (G-
CSF) n’est pas recommandée avant la 3°™ semaine post injection car le G-CSF pourrait

exacerber le CRS. L’administration de G-CSF et la mise en place d’une antibioprophylaxie sont
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donc conseillées pour les patients a haut risque a partir de la 3°™ semaine [33]. Pour les patients
ayant recu une allogreffe de CSH avant la thérapie par cellules CAR-T, une nouvelle approche
est en cours d’évaluation pour traiter ces cytopénies persistantes. Un boost de cellules souches
sélectionnées CD34+ non conditionnées provenant du donneur de la greffe pourrait étre

administré pour améliorer la reconstitution immunitaire [34].

Les effets on-target/ off tumeurs :

IIs dépendent de la cible choisie. Pour les produits commercialisés qui ciblent les antigénes pan
B, leur effet on-target est donc 1’aplasie de la lignée B, car le CD19 est un marqueur presque
exclusif des lymphocytes B, conduisant a des hypo- ou agammaglobulinémies pouvant requérir

dans certains cas un traitement substitutif par immunoglobulines polyvalentes.

La surveillance des patients en post injection des cellules CAR-T est pluridisciplinaire.
L’équipe d’hématologie clinique doit €tre en lien avec I’équipe de réanimation et le neurologue
pour prendre en charge le plus rapidement possible le patient qui présenterait des effets
secondaires graves. Il est obligatoire d’avoir au moins une dose de tocilizumab et un

équipement d'urgence a disposition avant toute injection de cellules CAR-T.

5) Les limites de CAR-T

Ce MTI a montré des résultats sans précédents en onco-hématologie, cependant dans les
tumeurs solides ces résultats sont limités. Cela peut étre expliqué par I’environnement
immunosuppresseur des tumeurs solides mais aussi par I’hétérogénéité d’expression des cibles

antigéniques dans ces pathologies.

De plus, comme dans de nombreuses approches en immunothérapie, les cellules tumorales ont
développé des mécanismes de résistance a ce MTI. Une des premicres adaptations des cellules
tumorales est la perte antigénique face a la pression de sélection de la thérapie ciblée. Cela
conduit a une diminution de I’expression de la cible des CAR-T a la surface des cellules
tumorales. Dans la leucémie aigiie lymphoblastique, 40% des patients présentent une perte du
CD19 post injection CAR-T [35]. Sachant que ce MTI est sensible a une certaine densité

antigénique, la perte antigénique conduit a une perte d’efficacité du traitement. La présence
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d’un microenvironnement immunosuppresseur en particulier dans le cas des tumeurs solides
limite fortement 1’efficacité de cette thérapie par diminution de la fonctionnalité des CAR T.
L’utilisation de CAR-T bispécifiques, ou ’association avec d’autres immunothérapies telles

que les inhibiteurs de check point est en cours d’exploration pour pallier ce phénomene.

La résistance a la thérapie par CAR-T a également été attribuée a I’absence d’expansion in vivo.
La qualité des lymphocytes T initiale, utilisés pour la production des cellules CAR-T, impacte
probablement I’expansion in vivo et la fonctionnalité des cellules CAR-T [36]. La mise au point
de cellules CAR-T dérivées de donneurs allogéniques sains a l'aide de technologies d'édition
du génome pourrait permettre de contourner les problémes associés aux défauts des cellules T

autologues.

6) Aspects réglementaires des cellules CAR-T.

Les cellules CAR-T sont des médicaments de thérapie innovante, leur production est sujette
aux régulations de I’Agence Européenne de Médecine (EMA) et des autorités nationales
(ANSM) et régionales (ARS). La production des cellules CAR-T doit respecter les bonnes
pratiques de fabrication (BPF) permettant de garantir la sécurité des médicaments produits. Les
établissements de santé assurant I’injection des cellules CAR-T doivent étre habilités par le
ministére de la santé a stocker et manipuler des cellules génétiquement modifiées mais

¢galement habilités par I’ARS a prendre en charge les patients traités par cette thérapie.

7) Les techniques de suivi des patients sous cellules CAR-T

A) Les techniques d’imagerie

La technique d’imagerie utilisée est la tomographie par émission de positons (TEP) au
fluorodésoxyglucose ['*F] (**F-FDG) couplée a la tomodensitométrie (TDM). C’est une
modalit¢ d’imagerie médicale qui fournit la distribution tridimensionnelle d’une molécule
marquée par un émetteur de positons et I’anatomie associée. Le 'SF-FDG est un médicament
radio-pharmaceutique, dont le vecteur (FDG) est un analogue du glucose, permettant
d’identifier les zones anomiques avec une captivité métabolique élevée. Depuis 2007, la
tomographie par émission de positons (TEP) au fluorodésoxyglucose ['8F] (*®F-FDG) est
devenue la méthode standard d'évaluation de la réponse des traitements dans les lymphomes

apres révision des critéres de réponse des LNH par I'International Working Group (IWG). Elle
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a également été validée pour les lymphomes hodgkiniens. Elle a permis d’introduire la notion
de réponse métabolique pouvant ainsi améliorer la qualité de 1’évaluation au traitement.
L’association avec un examen scanner a permis d’augmenter considérablement sa sensibilité et
sa facilité de lecture. La TEP TDM s’intégre aujourd’hui dans le bilan initial des lymphomes B
a grandes cellules et du lymphome de Hodgkin, il est aussi utilis¢é pendant et, en fin de
traitement, permettant de classer la réponse clinique selon des critéres validés pour ces

pathologies (figure 3).

La TEP TDM consiste en une évaluation visuelle des sites tumoraux ganglionnaires et extra-
ganglionnaires pour lesquels la captation du 'F-FDG augmente. Cette hyperfixation doit
cependant étre différenciée de la captation physiologique ou pathologique accrue du FDG lors

de processus inflammatoires et/ou infectieux.

L’intensité métabolique tumorale est mesurée par différents index mesurés ou calculés a partir

des résultats de la TEP TDM :

La valeur de fixation normalisée (SUV; Standardized Uptake Value) est I’index le plus
communément utilis¢ en médecine nucléaire pour caractériser la fixation du

fluorodésoxyglucose (FDG) en tomographie par émission de positons (TEP).

La SUV est un indice semi-quantitatif de 1’accumulation du radiotraceur (‘F-FDG) permettant
d’effectuer des comparaisons entre les examens, il dépend de la concentration d’activité
mesurée (CTEP) dans I’image TEP en Bq/Cm3, de la masse (m) du patient en kilogramme et

de I’activité injectée (Ai), rapportée au début de I’examen en Becquerel (Bq).

Crp | Bg/em® |10°

SUV =
4; [BQ]

-m[kg]

La SUVmax est la SUV la plus utilisée en routine clinique. Cet index correspond a la valeur du
voxel avec la fixation la plus intense en TEP TDM dans une région d’intérét.
La SUVmean est moins utilisée en routine clinique. Elle représente la SUV moyenne dans un

volume sélectionné. Elle refléte I’activité métabolique moyenne de la cible. Elle est tres
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dépendante de I’utilisateur car nécessite de définir manuellement les contours du volume

d’intérét utilisé pour cette quantification.

Dans le cadre des lymphomes non hodgkiniens, la tomographie par émission de positons au
18F-fluorodésoxyglucose couplée a la tomodensitométrie (3 FDG TEP/TDM) est largement
utilisée pour le diagnostic, la classification et 1'évaluation de la réponse thérapeutique. L’échelle
de Deauville est particulierement utilisée pour le suivi des patients en cours et en fin de
traitement. Cette échelle permet une gradation en 5 points de la fixation des Iésions résiduelles
quelle que soit leur taille (figure 3). Le score est défini en comparant I’intensité de fixation
(généralement sous la forme de SUVmax) des Iésions résiduelles par rapport a la fixation

physiologique de deux organes de référence : le foie et le médiastin.

Fioure 3 : Catégories des réponses métaboliques en fonction des scores de Deauville

Résultat S—
Catégorie

TEP-FDG
1: Absence de fixation supérieure au bruit de fond TEP-FDG 1

négative réponse métabolique compléte
2 : Fixation < au médiastin TEP-FDG 1

négative réponse métabolique compléte
3 : Fixation > médiastin mais < foie. TEP-FDG 1
Si la fixation du compartiment sanguin du médiastin negative réponse metabolique compléte

est »= 3 celle du foie, l'activité de la lésion doit étre
comparée 3 la fixation hépatique.

Fixation de la lésion < fixation hepatique = score 2
Fixation de la lésion == fixation hépatique = score 3

4 : Fixation modérée comparée 3 la fixation du foie TEP-FDG 2
positive réponse metabolique partielle
5: Augmentation prononcée de la fixation comparée &  TEP-FDG 2
la fixation du foie positive absence de réduction significative

de l'absorption ou apparition de
nouvelles 1ésions.

Score 1, 2 ou 3 = TEP-FDG négative
Score 4, 5 fixation supérieure a la fixation du foie = TEP-FDG positive

Source : Lymphoma-care.fr
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En réalisant cet examen avant I’injection des cellules CAR-T (M-1) et a un mois (M1), M2, M3
et M6 apres injection, nous pouvons utiliser les critéres de Deauville pour évaluer la réponse
thérapeutique en analysant les résultats du TEP scan initial et celui de suivi. Les scores 1, 2, 3
correspondent a un TEP-FDG négatif associés a une réponse métabolique compléte. Les scores
4 et 5 sont associés a un TEP-FDG positif, signifiant une fixation 1ésionnelle supérieure a la
fixation du foie. Le score 5 est associé a une fixation importante et/ou a I’apparition de nouvelles
lésions hyper-métaboliques. Lorsque ce dernier critére est retrouvé, alors on considere que le
patient est en progression et donc en échec thérapeutique aux cellules CAR-T. D’autres

parametres du TEP peuvent aussi étre utilisés :

Le volume métabolique tumoral (MTV)

Il correspond a la somme des volumes métaboliques de chacune des lésions tumorales
individuelles. Cette mesure peut €étre manuelle ou semi-automatique, par conséquent il est
possible d’observer une variabilité inter opérateurs entrainant une incertitude des mesures. Il

est possible aussi de mesurer le volume métabolique tumoral d’une seule 1ésion (MTVmax).

Fioure 4 : Image de TEP scan d’une lésion tumorale. Figure A : Méthode semi-automatique de la
mesure du MTV. Figure B : Méthode manuelle de mesure du MTV.

A B

Source : Dean, Erin A et al. “High metabolic tumor volume is associated with decreased efficacy of axicabtagene ciloleucel in

large B-cell lymphoma.” Blood advances vol. 4,14 (2020): 3268-3276.
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Delta SUV Max :

C’est la différence entre le SUV de la 1ésion la plus intense au TEP initial, et le SUV de la 1ésion

la plus intense au TEP de suivi.

La glycolyse totale de la 1ésion (GLT) :

C’est la multiplication du volume métabolique tumoral par la valeur moyenne d’hyperfixation

au sein de la 1ésion. Elle représente I’activité tumorale glycolytique totale.

B) Le monitoring biologique des cellules CAR-T :

Lors des essais cliniques réalisés pour les cellules CAR-T, il a ét¢ démontré que certaines
caractéristiques immunologiques des patients (au moment de I’aphérese et apres administration
du traitement) [37], ou des cellules CAR-T elles-mémes (pic de prolifération, persistance des
cellules dans I’organisme) sont corrélées a la réponse au traitement ou a sa toxicité [38—42].
C’est pourquoi différents groupes de travail ont publié des recommandations sur le suivi
immunologique des patients traités en vie réelle [43, 44]. Ils ont rapporté que différents facteurs
pourraient influencer la réponse aux traitements comme la nature de 1I’hémopathie, les
traitements antérieurs qui influencent la qualité des cellules immunes lors de I’aphérése ou le
type de traitement lymphodéplétant. Certains biomarqueurs pourraient aussi prédire les
complications liées a I’injection des CAR-T comme le CRS ou les ICANS. Plus encore, un
certain niveau d'expansion et de persistance des cellules CAR-T est nécessaire pour induire une
rémission complete ou partielle. Cependant les biomarqueurs prédictifs et les mécanismes
physiologiques associés a une prolifération, une persistance durable et a une réponse clinique

favorable sont largement inconnus.

Les outils utilisés dans le monitoring biologique des cellules CAR-T sont actuellement la

cytométrie en flux, la PCR et les techniques ELISA.

(i) La cytométrie en flux
C’est une technique permettant de quantifier et caractériser des particules en suspension dans
un liquide. Ces particules sont marquées par un composé fluorescent (généralement anticorps

couplé a un fluorochrome), puis passent une a une devant un ou plusieurs faisceau(x) laser, et

des détecteurs permettent de capter les signaux émis par chaque cellule. L analyse des signaux
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transmis permet la mesure de la taille et de 1a granularité des cellules et I’analyse de I’expression

des marqueurs ciblés par les anticorps fluorescents.

Dans le cadre du monitoring des cellules CAR-T, on utilise la CMF pour déterminer la
concentration des cellules CAR-T mais aussi pour faire la numération des sous-populations
lymphocytaires dans la poche de leucaphérese et dans le sang circulant. Pour le dosage des

cellules CAR-T, il existe une technique directe et une technique indirecte :

- La technique directe repose sur I’utilisation d’un anticorps monoclonal reconnaissant
directement le CAR ou un marqueur (tag) spécifique inclus dans la structure du CAR.
La limite de cette technique est I’absence de commercialisation des anticorps anti- CAR,
ce sont donc des protéines recombinantes produites par différents fabricants qui sont
utilisées. Pour les cellules CAR-T commercialisées, la protéine recombinante utilisée
est la protéine CD19-Fc, directement couplée a un fluorochrome. Cette méthode est en
une seule étape.

- Une technique alternative indirecte peut étre utilisée. Elle repose sur 2 étapes : la
premicre est le marquage, il repose sur 1’utilisation d’une protéine recombinante cible
biotinylée se fixant sur le CAR de la cellule. Ensuite, la deuxiéme étape consiste a
rajouter un anticorps anti-biotine ou de la streptavidine, tous deux couplés a un
fluorochrome, se fixant sur la biotine de la protéine cible recombinante [45]. Cette étape
supplémentaire permet d’augmenter la sensibilité du signal.

Enfin on réalise la cytométrie en flux et on compare la population marquée a la population de

lymphocytes totaux.

(ii) La PCR

Les cellules CAR-T peuvent étre également quantifiées par PCR quantitative en temps réel
(qPCR) ou PCR digitale (dPCR) a partir de I’ADN extrait des cellules nucléées. Cette technique
repose sur la présence de séquences spécifiques dans le transgeéne (séquence du vecteur,
fragment du CAR, etc.). Il est alors possible d’amplifier ces séquences et de les détecter par la
suite. Une autre approche est d’amplifier un fragment spécifique de la partie scFv du CAR mais
il serait alors nécessaire d’adapter la technique pour chaque type de CAR T. La quantification
par PCR est plus sensible que par CMF, elle est donc plus indiquée pour détecter la persistance
des cellules CAR-T sur le long terme. Une des limites de la PCR est la possible surestimation

de CAR-T car cette technique quantifie le nombre de transgeénes et non pas le nombre de CAR
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exprimés a la surface des cellules. Or I’intégration de plusieurs copies de transgene ou de
silencing du transgéne est parfois observée lors de la fabrication des cellules CAR-T ce qui
pourrait faussement augmenter la numération des cellules. Cette technique est cependant plus
sensible et est utilisée pour détecter les CAR-T circulants au-dela de 3 mois post injection, si

nécessaire.

(iii) L 'ELISA

Le dosage des cytokines par technique ELISA (Ella ®) ou par fluorimétrie en flux (Luminex®)
avant ou pendant le traitement par CAR-T peut présenter un intérét pour la prédiction des effets
secondaires. Cependant, aucun biomarqueur prédictif n’a pu étre corrélé avec le CRS ou les
ICANS de fagon suffisamment spécifique. D’autre part, ces méthodes sont difficilement
réalisables en temps réel et ne sont disponibles que dans les laboratoires spécialisés, rarement
dans les laboratoires des établissements de santé ou sont pris en charge les patients. Pour ces
deux raisons, ces dosages ne sont pas effectués en routine pour la prédiction ou le diagnostic

des effets secondaires.
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Ficure 5 : Identification et quantification des cellules CAR-T par PCR et CMF.
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8) La composition du produit des cellules CAR-T et leur devenir dans I’organisme

Lors d’une stimulation antigénique, les cellules T « naives » (TN) proliférent et se différencient
en cellules T mémoires (TM) et en cellules T effectrices (TEF). Les TM jouent un rdle
fondamental dans la réponse immunitaire anti-cancéreuse, leur composition est hétérogéne et
peuvent étre divisées en deux groupes : les cellules T mémoires centrales (TMC) qui expriment
le CD45R0, CD62L, et CCR7, et les cellules T mémoires effectrices (TME) dépourvues de
CD62L et CCR7. Une sous-population des cellules T mémoires, les cellules souches T
mémoires (TSCM) sont auto-prolifératrices et sont capables de se différencier en TMC, TME
et TEF. Les TSCM présentent une persistance plus élevée ainsi qu’une activité antitumorale
supérieure dans les modeles animaux par rapport a toutes les autres sous populations de cellules
T [46]. La composition des sous-populations lymphocytaires T des cellules CAR-T
influencerait la réponse a ce MTI et la connaissance de cette composition pourrait constituer un
biomarqueur prédictif clé dans la réponse aux CAR-T. En effet, la richesse des cellules CAR-
T en TSCM contribuerait de maniere significative a I’efficacité de cette thérapie [47, 48]. C’est
pourquoi de nouvelles conditions de culture sont en cours d’étude, 1’utilisation de milieux
supplémentés en IL-7/IL-15 et IL-21 permettrait d’améliorer 1’enrichissement des produits de

cellules CAR-T en cellules TSCM [49-51].

Le devenir des cellules CAR-T in vivo est encore non ¢élucidé mais leur stimulation semble
similaire a 1’activation lymphocytaire physiologique précédemment décrite. L’analyse de la
composition phénotypique des cellules CAR-T post expansion dans I’organisme a permis de
caractériser les types de cellules majoritaires a des temps différents en post injection [48, 52].
Juste apres 1’activation et I’expansion des cellules, les fréquences plus élevées des TME et les
fréquences plus faibles des Tn parmi les cellules CAR-T corrélent avec une différenciation
progressive des cellules T apres une exposition a I'antigeéne cible. De plus, des fréquences plus
¢levées de cellules T CAR naives ont été observées pendant la phase de persistance. Une
explication possible tiendrait dans le raisonnement suivant : alors que les cellules T mémoires
et effectrices entrent en apoptose progressivement, la proportion de cellules T naives (ou de
cellules souches mémoires) peut augmenter et jouer un réle dans le maintien d'un pool de

cellules T CAR mémoires de longue durée.
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La persistance des CAR-T est un des défis principaux de cette technologie. Leur élimination de
I’organisme pourrait expliquer la présence de rechutes en post injection des CAR-T. Les
domaines de costimulation ont un impact sur I’expansion et la persistance de ces cellules dans
I’organisme. En effet, des études pré-cliniques démontrent que les cellules CAR-T co-stimulées
par CD28 présentent une expansion plus précoce et une plus garnde activité cytotoxique que
leurs homologues co-stimulés par 4-1BB in vivo, tandis que les cellules CAR-T co-stimulées
par 41BB présentent une plus longue persistance a long terme[53, 54]. L optimisation de la
structure du CAR pourrait donc améliorer la persistance et donc 1’efficacité thérapeutique des

cellules CAR-T.

III) Description du circuit CAR-T au sein de [’Institut Paoli-
Calmettes.

La logistique autour des cellules CAR-T est complexe et demande une collaboration entre les
services d’hématologie clinique, le service de cytaphérese, le service de médecine nucléaire, la

pharmacie a usage intérieur de I’hopital et le laboratoire de thérapie cellulaire.
Afin d’illustrer ce propos, I’organisation de I’institut Paoli-Calmettes sera détaillée.

Tout d’abord, I’institut Paoli-Calmettes a été qualifié par deux laboratoires pharmaceutiques
(Novartis en 02/2019) et (Cellgene en 09/2018) pour prélever les patients par leucaphérése et

assurer 1’administration des cellules CAR-T.

1) La sélection des patients

En premier lieu, l’indication est posée par I’hématologue en charge du patient. Les
hématologues organisent une consultation d’annonce afin d’expliquer a celui-ci les détails du
parcours de soin, les visites de suivi, les particularités du traitement, etc. Si le patient accepte
de commencer cette thérapie, un consentement éclairé est alors signé. Puis le prescripteur
enregistre sur la plateforme de 1’industriel la demande de production de cellules CAR T. Un
bilan biologique comprenant un bilan de biochimie et d’hématologie complets est prescrit ainsi
qu'un TEP scan de contrdle permettant de classifier la pathologie en fonction des critéres de

Deauville, 1 mois avant I’injection des CAR-T.
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2) Laleucaphérese

Le service d’aphérése est contacté afin de fixer une date pour la leucaphérése. Le jour de la
collecte, un prélévement sanguin est envoyé dans le laboratoire de Thérapie Cellulaire afin de
faire une numération des leucocytes et des sous populations lymphocytaires. Ces analyses
servent a calculer le rendement de la collecte cellulaire (collection efficency) de la cytaphérese.
La cytaphéreése dure environ 3h, pendant lesquelles 3 volumes de sang environ passent dans la
spectra optia (Terumo BcT®). La poche de leucaphérese est ensuite envoyée au laboratoire de
Thérapie Cellulaire afin de réaliser des controles de qualité. Une numération des sous-
populations lymphocytaires (TBNK) est réalisée. Un controle microbiologique est aussi réalisé
afin de vérifier la stérilité de la poche. 1.5ml est injecté dans 2 flacons d’hémoculture bact/alert
anaérobie et aérobie (BioMérieux) incubés pendant 10 jours. En fonction des promoteurs, la
poche de leucaphérese est envoyée soit fraiche (Yescarta®) soit congelée (Kymriah®).
Différents controles de qualité ou informations peuvent étre demandés par les industriels

comme le volume de sang traité, la numération de cellules CD3+, les sérologies du patient etc.

3) La réception des cellules CAR-T

Apres réception, I’industriel assure la production des cellules CAR-T, dans un délai moyen de
2-3 semaines. Un certificat de production est envoyé soit par la plateforme ou soit par le service
de logistique de I’industrie pharmaceutique a I’hématologue et a la PUI de I’hdpital prescripteur
afin de fixer la date d’envoi. En fonction de I’état général du patient et de I’organisation des

différents services une date de réception des cellules est fixée au plus proche du jour d’injection.

La réception des cellules congelées est réalisée par le pharmacien de la PUI, ou de nombreuses
vérifications sont nécessaires afin de valider la réception du MTTI : le contrdle de la conformité
du lot, I’identitovigilance, la conformité du transport (courbe de température de la sonde),

présence du bon nombre de poches etc (figure 6).
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Apres réception, les CAR-T sont conservées cryopréservées dans les conteneurs a vapeur

d’azote de I’hopital jusqu’au jour de I’injection au patient.

Fioure 6 : Dossier de réception des cellules CAR-T mis en place a ['IPC

Dossier de réception des cellules CART

INSTITUT PACLI-CALMETTES
unicancer Marszille

MNom Prénom patient : Date de réception :
IPP: Identifiant patient IP {promoteur industriel) :
POINTS DE CONTROLE CONFORMITE :
Adéquation commande (mail) et étiquettes Dry Shipper et O oui O Mon Photo(s) n® ...
packing slip:
-cell order 2 i
- n"IP {promoteur industriel) @ c e
E L ) -

- date de péremption :
Photo(s) n® ...
Intégrité du Dry Shipper : O oui O Mon
Photo(s) n® ...
Intégrité du scellé sur Dewar et contréle du n° Série scellé O oui O Mon
conforme au bon réception : " esenn
Photo(s) n® ...

Conformité temperature {<-150°C - absence d'alarme): O oui O Non
Photo(s) n® ...
Conformité des informations patient (n°IP (promoteur O oui O Mon
industriel), Nom patient, IPP, date de naissance) et lot sur
la cassette : Photo(s) n® ...

O oui O Non
Conformité des informations patient {n® IP (promoteur
industriel), Nom patient, IPP, date de naissance) et lot sur Photo(s) n" ...
la poche : O oui O Non

= Joindre documents réception :
- Packing Slip
- Mail Promoteur industriel
- Bon réception Dry Shipper

= Procéder a I'entrée en stock sur le logiciel de la PUI
1] S —
- péremption: ..

4) Mise en place de la lymphodéplétion

Le patient est hospitalisé 5-7 jours en moyenne avant 1’injection des cellules CAR-T, période
durant laquelle il recoit une chimiothérapie lymphodéplétive. L’association la plus couramment

utilisée est la fludarabine et la cytarabine.
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5) Injection des cellules CAR-T.

Le jour de 'injection, la poche de cellules CAR-T est décongelée dans le laboratoire de
Thérapie Cellulaire par la technique Plasmatherm (Sebac) imposée par 1’industriel. Elle est
ensuite délivrée en main propre par le pharmacien de la PUI dans le service d’hématologie ou
est hospitalis¢ le patient. Si la dose de cellules CAR-T produite a été congelée en plusieurs
poches, la décongélation de la deuxiéme poche est initiée lorsque la premicre poche a été

complétement administrée.

6) Le monitoring des patients traités par cellules CAR-T

Le patient est hospitalisé pendant 15 a 21 jours ou des examens neurologiques et cliniques sont
effectués quotidiennement. La numération des cellules CAR-T associée plus ou moins a une
numeération des sous populations lymphocytaires sont effectuées par le laboratoire de Thérapie
Cellulaire a différents temps post injection (J5 J7 J10 J14 M1). Des réévaluations par TEP scan
a un mois, deux mois, trois mois, six mois, neuf mois et un an sont effectuées. L’efficacité du

traitement est évaluée en fonction du TEP scan, avec 1’aide des critéres de Deauville.

Ce circuit particuliecrement complexe demande donc une parfaite organisation entre de
nombreux services hospitaliers afin d’administrer un produit conforme répondant aux

exigences des médicaments de thérapies innovantes.

Voici le diagramme résumant I’organisation du circuit CAR-T a I’Institut Paoli-Calmettes.
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Fioure 7 : Diagramme organisationnel du circuit CAR-T a ['IPC

| Comité CAR-T cells (hémato, neuro, réa, radio, pharma, thérap cell) >
Sélection des
patients
i y| Consultations ‘
T ‘ Surveillance des effets secondaires
Demande I
Réception
{rer |
CAR-T CAR-T
Leukaphérése ‘ CRS | | Neuro ‘ Cytopénies Aplasie B
Hypogamma
‘ Bridging ‘ ‘ Lymphodéplétion que et biologique >
) T I : >
15 J- Jo 1421

Validation 1 mois | Hospitalisation >

1,5 mois

Stratégies
post CAR-T

2 mois

2,5 mois

IV) Etude rétrospective

1) Introduction

Malgré un certain nombre de succes cliniques, la réponse aux cellules CAR-T varie selon les
patients. Aujourd’hui, il est donc nécessaire d'identifier des biomarqueurs qui permettront aux
cliniciens de déterminer quels patients répondront a la thérapie par cellules CAR-T et chez quels
patients ces traitements doivent étre ajustés pour maximiser les effets thérapeutiques. De plus,
il est aussi important de déterminer quels patients ne répondront pas a cette thérapie et a quelle
date, apres injection, pouvons-nous mettre en place une intervention thérapeutique dans le cas
d’échec au traitement par cellules CAR-T. Mon travail s’inscrit dans cette démarche ou, en
collaboration avec le service de médecine nucléaire et le service d’hématologie clinique, nous
avons réalisé une analyse rétrospective d’une cohorte de 51 patients présentant un lymphome
non hodgkinien réfractaire ou en rechute, et ayant été traités par des cellules CAR-T anti CD19
a I’'Institut Paoli-Calmettes. Nous avons recueilli et mis en commun les données clinico-

biologiques et les parameétres de TEP scan a 1 mois avant I’injection des cellules CAR-T, puis
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a 1 mois apres le traitement. L objectif de cette étude était I’identification de biomarqueurs
prédictifs d’échec thérapeutique aux traitements par cellules CAR-T afin de mettre en place une

thérapie alternative de maniére précoce.

2) Matériels et méthodes

A) Population étudiée

La population étudiée est I’ensemble des patients atteints de lymphomes non hodgkiniens traités

par cellules CAR-T anti CD19 a I’Institut Paoli-Calmettes entre janvier 2019 et novembre 2021.

B) Données Clinico — Biologiques analysées

(i) Données cliniques

Les données cliniques recueillies et analysées sont : le type histologique de lymphome, le
nombre de lignes de chimiothérapie/ bridging et la présence d’effets indésirables post injection.
Ces données ont été recueillies de maniére rétrospective a partir des dossiers patients

informatisés de I’'IPC (logiciel Hopital Manager).

(ii) Numération des sous populations lymphocytaires

L’analyse des sous populations lymphocytaires sanguines a été effectuée par cytométrie en flux
sur le FACS CANTO 1I (Becton-Dicknson®) du centre de Thérapie Cellulaire a partir des
prélévements sur tube EDTA a un mois avant I’injection des cellules CAR-T. Les sous
populations lymphocytaires présentes dans la leucaphérése ont été¢ quantifiées sur le cytometre
FC 500 (Beckman Coulter). Le panel utilisé avec ce dernier cytometre comporte un marqueur
de viabilité (7-AAD) nécessaire pour caractériser la qualité des produits cellulaires comme les
leucaphéreses par rapport aux analyses réalisées dans la circulation sanguine. Dans les deux
cas, les volumes de réactifs utilisés étaient conformes aux recommandations du fournisseur. Les
2 méthodes ont été accréditées par le COFRAC selon la norme ISO 15189. Le protocole est le
suivant : ajouter les anticorps CD45 / CD3 / CD4 / CD8 / CD16/56 / CD19 (+/- 7-AAD) a la
suspension cellulaire. Vortexez et laissez incuber a température ambiante a 1’obscurité puis

ajoutez la solution de lyse des hématies, vortexez et laissez incuber a température ambiante a
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I’obscurité. Ajouter les fluorospheres de comptage puis procéder a la numération sur le
cytométre. L’analyse des résultats s’effectue sur les logiciels cliniques fournisseurs

(respectivement BD FACSCanto clinical Software et CXP).

(iii) Bilan biologique

Des bilans de biochimie et d’hématologie ont été réalisé 1 mois avant I’injection des cellules
CAR-T. Les dosages de LDH, CRP, ferritine, les numérations des plaquettes, leucocytes et
lymphocytes ont été sous-traités au laboratoire PC BIO. Les résultats ont aussi été recueillis de

manicre rétrospective, sur HM, pour tous les patients de 1’étude.

(iv) Données d’imagerie

Les TEP TDM au "*F-FDG ont été réalisés sur les appareils Siemens Healthcare BIOGRAPH
Vision 450 et BIOGRAPH mCT a I’Institut Paoli-Calmettes. Les patients ont re¢u une injection
entre 2 et 3MBg/kg de '8F-FDG approximativement 60 min avant le début de I’examen. Pour
le TEP a un mois avant et aprés 1’injection les paramétres suivants ont été documentés : le
SUVmax, le MTV, le MTVmax, le GLT et le GLT max. Le volume métabolique total a été

mesuré par un médecin nucléariste avec le logiciel propriétaire SyngoVia Siemens Healthcare.

La réponse thérapeutique a été évaluée suivant 1’échelle de Deauville. Les patients candidats a
une intervention thérapeutique précoce sont définis par le score 5 de Deauville, ce niveau de
score €tant caractérisé par une progression de la maladie. Les patients non-candidats ont été
définis par les scores 1, 2, 3 et 4, représentant une réponse compléte ou partielle aux traitements

par cellules CAR-T. Cette évaluation a été réalisée sur le TEP scan a 1 mois post- injection.

C) Analyses statistiques

Les données ont été saisies avec le logiciel Microsoft Excel 2017 (Microsoft, Redmont,
Washington, USA), Toutes les analyses statistiques ont été réalisées au niveau de significativité
0=0.05 et a I’aide du logiciel SAS® 9.4. Les caractéristiques sociodémographiques et cliniques
de la population sont présentées a I’aide de nombres (pourcentages), moyennes (écarts types)
et médianes [minimum-maximum] en fonction de la nature de la variable. Les données clinico-
biologiques ainsi que les paramétres de TEP scan des deux groupes ont été comparées par des

tests de Wilcoxon (variables quantitatives) ou de Khi*Fisher (variables catégorielles). Des
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modeles logistiques univariés expliquant la réponse a M1 ont été utilisés pour évaluer I’impact
prédictif des critéres quantitatifs des données d’imagerie, biologiques et de sous-populations
lymphocytaires, des facteurs diagnostiques (age, histologie) et de traitements (nombre de lignes
de bridging et de chimiothérapie, grades CRS et ICAN). Les Odds Ratios (OR) et les aires sous
la courbe ROC (pour les variables quantitatives) associées ont €té estimés avec leurs intervalles

de confiance (IC) bilatéraux de niveau 95%.

3) Résultats

A) Population de I’étude :

Les caractéristiques de la population étudiée sont présentées dans la figure 1. Les patients inclus
dans I’étude sont majoritairement atteints d’un lymphome B diffus a grandes cellules (71%),
on retrouve environ 10% de lymphomes B diffus a grandes cellules secondaires a un lymphome
folliculaire et 10% de lymphomes primitifs du médiastin. Les 10% restants sont des patients
atteints de lymphomes de haut grade, le lymphome de type « Grey Zone » et le lymphome B
diffus a grandes cellules secondaire a un lymphome de la zone marginale. L’4ge moyen de la
population est de 56 ans. On observe qu’il y a une majorité de patients 4gés de moins de 60 ans
(55%). Le traitement par cellules CAR-T le plus administré dans cette cohorte est axicel (71%).
La majorité des patients ont recu moins de 3 lignes de chimiothérapies antérieures (66%) et
84% des patients ont regu un bridging. Concernant I’imagerie avant 1’injection CAR-T, 72%

des patients présentaient un score de Deauville a 5 entre le TEP a M-1 et les TEP scan antérieurs.
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Fioure 8 : Caractéristiques de la population étudiée.

Histologie des lymphomes traites Score de Deauville du TEP scan Pré CAR T

10%4

= LBDGC # LBDGC secondaire LF
» LBDGC secondaire LZM = Lymphome de haut grade ®* Score de Deauville 1 ® Score de Deauville 2+ Score de Deauville 3
= Lymphome de type "arev zone” = Lymphome primitif du mediastin = Seore de Deauville 4 m Score de Deauville 5

Cellules CAR T administrées

= Axicel = Tisacel = YTB323

B) Comparaison des groupes candidats et non-candidats 8 M1

(i) Clinique et histologie

Les résultats concernant la comparaison sociodémographique et clinique avant injection des
cellules CAR-T des deux groupes sont résumés dans le tableau 1. Il n’y a pas de différence
significative entre le groupe candidats et non-candidats pour I’age, le type de lymphome, le
nombre de lignes de chimiothérapies antérieures et la nécessité de bridging entre la

leucaphérése et 1’injection des cellules CAR-T.

46




(ii) Imagerie pré CAR-T

On observe que le GLTmax, le GLTtotal et le MTVmax du TEP scan avant injection sont
significativement plus faibles dans le groupe non-candidats avec des p-value respectivement
¢gales a 0.022, 0.033 et 0.03. Aucune différence significative n’a été¢ observée pour le MTV
total et le SUV pré CAR-T (tableau 1). Les résultats des modéles logistiques univariés ont
permis de montrer que le GLTmax, le GLTtotal et le MTVmax sont des parametres aux
performances intéressantes pour prédire la réponse aux cellules CAR-T a M1, avec une

précision de respectivement, 75%, 73% et 73% (tableau 4).

Tableau 1 : Comparaison des données sociodémographiques et cliniques avant injection
entre les groupes de patients candidats et non-candidats a M1.

G Sous .. Score Deauville 5a  Score Deauville
Catégorie R Statistique
categories
Population 11 40
Age
Meédiane [Min-Max] 55.0 [26.00-75.00] 58.00 [19-74] 0.90
<60 n(%) 6 (54.55) 22 (55) 1
>60 n(%) 5 (45.45) 18 (45.00)
Histologie
LBDGC n(%) 6 (54.55) 30 (75) 0.28
LBDGC 0
secondaire LF n(%) 1 (9.09) 4 (10.00)
LBDGC
secondaire n(%) / 1(2.50)
LZM
Lymphome de o
haut grade n(%) 2 (18.18) 1 (2.50)
Lymphome de
type « grey n(%) / 1 (2.50)
zone »
Lymphome
primitif du n(%) 2 (18.18) 3 (7.50)
médiastin
Nombre de lignes de
chimio
<3 n(%) 7 (63.6) 27 (67.5) 1
>3 n(%) 4(36.4) 13 (32.5)
Bridging
Présence n(%) 10 (90.9) 33 (82.5) 0.67
Absence n(%) 1(9.09) 7 (17.50)
Bilan d’imagerie
avant injection 9 33
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Imagerie Pré CAR-T
. . 370.58 [10.86- 54.04 [2.55-
GLT Max Médiane [Min-Max] 16973.00] 2291.00] 0.022
GLT Totale  Médiane [Min-Max] 456.37 [10.86-16973]  L1S5:A48[2.35- 35
7593.00]
MTVMax  Médiane [Min-Max]  3L1[4.11-175600] 'O [2?0? % 0036
MTV total  Médiane [Min-Max] 44.22 [4.11-1884.00] 22&9131 [g(')‘]‘o' 0.108
SUVmax  Médiane [Min-Max] 1860 [2804336] ') £20j30_ 0.262

(iii) Bilan biologique pré CAR-T

Au niveau du bilan de biochimie et d’hématologie, aucune différence significative n’a été
observée (tableau 2). Concernant les modéles logistiques univariés, on remarque que les LDH

et la CRP sont les facteurs biochimiques avec les meilleures performances prédictives, avec une

précision de respectivement 69% et 63% (tableau 4).

Pour les modeles univariés en hématologie, les numérations des leucocytes et des lymphocytes
sont prédictives d’une bonne réponse clinique avec une précision de 64% pour les deux
variables (tableau 4). Aucune différence significative entre les deux groupes n’a été observée

pour les numérations des sous-populations lymphocytaires dans le sang circulant & un mois

avant injection et dans la poche de leucaphérese.
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Tableau 2 : Comparaison des données biologiques avant injection entre les groupes de
patients candidats et non-candidats a M1

I NI . . Score Deauville . 5 p-
Catégorie T Statistique 53 Ml Score Deauville 1-4 a M1 value
Bilan
biologique Pré
CAR-T
CRP Médiane [Min-Max] 6;;(; [g(')(])' 4.00 [1.00-55.00] 0.17
Biochimie Ferritine ~ Médiane [Min-Max] 4;3'5020 0[3]6' 364.00 [37.00-2646.00]  0.56
LDH Médiane [Min-Max] 241i%()9£13§]'00' 206.50 [97.00-1039.00] 0.12
Leucocytes M¢édiane [Min-Max]  5.30 [1.80-8.50] 4.20[1.00-13.30] 0.15
Hématologie Lymphocytes ~ Médiane [Min-Max]  0.42[0.13-0.95] 0.61 [0.08-1.78] 0.16
Plaquettes Meédiane [Min-Max] 235;2)306 [(2)307].00- 198.00 [44.00-472.00] 0.29
Numération sous population
lymphocytaire (M-1
6078.90
CD3 Médiane [Min-Max] [1135.80- 84561';301[01 3%?'80' 0.23
14012.00] ’
Poche 3561.70
leucaphéreése CD4 Médiane [Min-Max] [522.95- 3904.93 [934.50-9720.90]  0.38
6454.40]
2442.50
CDS8 Médiane [Min-Max] [592.59- 399;‘67998:53658]'30' 0.24
8314.30] ’
1898.00
CD56 CD16 Médiane [Min-Max] [481.17- 1669.67 [77.00-4877.00] 0.82
3765.00]
CD3 Médiane [Min-Max] 20222 [10492- 4 01 160.50-2029.40] 1
1350.00]
CD4 Médiane [Min-Max] 262'75712 [53]83_ 223.70 [43.20-1176.00] 0.92
Sang circulant D8 Mediane [Min-Max] 270100 210,05 12.60- 114540 0268
CDS6CDI6  Mediane [Min-Max] 20T 11503 [9.40-325.000  0.64
Ratio (1 . 1.14[0.20-
CD4/CD8 M¢diane [Min-Max] 25.58] 1.18 [0.22-54.26] 0.93

(iv) Bilan d’imagerie a 1 mois

Le GLTmax et le GLTtotal sont tous les deux significativement plus faibles dans le groupe non-
candidats a une intervention thérapeutique (p=0.002 et p=0.01 respectivement). On retrouve
une tendance statistique concernant le MTVmax et total montrant un volume métabolique

tumoral plus faible dans le groupe non-candidats (tableau 3).
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En ce qui concerne 1’évolution de la réponse aux cellules CAR-T, 82% des patients présentent

un score Deauville 5 a un mois et conservent ce score a 6 mois (figure 9). Et 82.5% des patients

présentant un score Deauville entre 1-4 & 1 mois post injection conservent ce score a 6 mois.

La majorité des patients (73% ) présentant un score Deauville 5 a M1 présentait ce méme

score sur le bilan d’imagerie pré CAR -T (figure 10).

Figure 9 : Logigramme représentant [’évolution de la réponse aux cellules CAR-T entre 1

mois et 6 mois

Score 5

Candidats

Population

N=51

Score 1-4

Non-candidats \

Non-candidats

Score 5
9/11
Candidats
Score 1-4
2/11
Non-candidats
Score 5
7/40
Candidats
Score 1-4
33/40
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Figure 10 : Répartition des scores de Deauville a M1.

Légendes : Figure A : Score Deauville de la population étudiée. Figure B : Score Deauville
Pré CAR T des patients candidats a une intervention thérapeutique. SD : Score de Deauville.

TEP scan a M1 post injection TEP scan Pré CAR-T

sD4
20%

SD3
14%%

4

Y.

- SD1Pé CART
SD4PECART 9%
9%

$

(v) Effets indésirables

La proportion de CRS de grade >2 est significativement plus grande dans le groupe non-
candidats (p=0.021). Les mode¢les logistiques univariés confirment ce résultat, en effet la
population présentant un CRS de grade >2 a significativement plus de chances de répondre au
traitement avec un rapport de cote 6 fois plus ¢élevé (tableau 6). On ne retrouve aucune

différence significative concernant les ICANS.
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Tableau 3 : Comparaison des données d’imagerie et de l'incidence d’effets indésirables entre

les groupes de patients candidats et non-candidats a M1.

Sous
catégories

Catégorie

Statistique

Score Deauville 5
a M1

Score Deauville 1-

4 a M1

Imageriea 1mois 1 y\roy  Mediane [Min-Max] 1201‘285[11%‘]70' 28.10[1.56-132.11] 002
GLT » . 293.00 [4.99- 0.010
Total Médiane [Min-Max] 3505.06] 30.56 [1.56-214.93]
1;\’[/[2’ Médiane [Min-Max] 18.49 [497-117.80]  9.15[0.30-54.03] 114
MTV total Médiane [Min-Max] 54.35 [2.56-238.16]  12.64[0.30-110.72] 0.089
Effets indésirables
e CRS grade>2
Oui n(%) 9 (81.82) 17 (42.50) 0.021
« ICANS Non n(%) 2 (18.18) 23 (57.50)
Présence 9.(81.82) 25 (62.50) 0.297
Absence 2 (18.18) 15 (37.50)

Tableau 4 : Analyses univariées de la réponse a M1 (données d’imagerie, biologiques et sous-

populations lymphocytaires).

Variable

observations

Nb

Nb
événements

Odds Ratio
[95% CI]

Aire sous la
courbe ROC

[IC 95% ]

Données d’imagerie

GLTmax precarT 42 33 0.999 0.2497 0.751
[0.998,1.000] [0.559,0.943]
GLTtotal precarT 42 33 1.000 0.1672 0.734
[0.999,1.000] [0.533,0.935]
MTVmax precarT 42 33 0.991 0.3888 0.731
[0.971,1.012] [0.552,0.909]
MTVtotal precarT 42 33 0.998 0.2031 0.677
[0.995,1.001] [0.487,0.866]
SUVmax precarT 51 40 0.976 0.3573 0.611
[0.926,1.028] [0.417,0.806]
Données biologiques
CRP 51 40 0.978 0.0984 0.634
[0.953,1.004] [0.453,0.815]
Ferritine 51 40 1.000 0.6082 0.558
[0.999,1.001] [0.348,0.768]
GB 51 40 0.884 0.4113 0.642
[0.660,1.186] [0.425,0.859]
LDH 51 40 0.997 0.0469 0.690
[0.994,1.000] [0.502,0.877]
Lymphocytes 51 40 5.161 0.1637 0.641
[0.512,51.973] [0.456,0.826]
Plaquettes 51 40 0.997 0.2993 0.606
[0.990,1.003] [0.386,0.825]
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Sous populations
lymphocytaires
Poche leuca CD3 51 40 1.000 0.2126 0.618
[1.000,1.000] [0.414,0.823]
Poche leuca CD4 51 40 1.000 0.2612 0.586
[1.000,1.001] [0.374,0.799]
Poche leuca CD56 51 40 1.000 0.9920 0.523
CD16 [0.999,1.001] [0.322,0.724]
Poche leuca CD8 51 40 1.000 0.3152 0.616
[1.000,1.000] [0.416,0.815]
Sang circulant CD3 50 40 1.000 0.9892 0.500
[0.998,1.002] [0.282,0.718]
Sang circulant CD4 50 40 1.000 0.8233 0.510
[0.997,1.004] [0.287,0.733]
Sang circulant CD56 49 39 1.004 0.4313 0.549
CD16 [0.994,1.015] [0.355,0.742]
Sang circulant CD8 50 40 1.000 0.6229 0.543
[0.998,1.003] [0.326,0.733]

Tableau 5 : Analyses univariées de la réponse a M1 (facteurs diagnostiques et traitements).

Nb Score
. Nb. Nb. L. Effectif @ Deauville . Odds Ratio D-
e Observations = Evénements (R0 C (%) 1-4a M1 R [95% CIJ value
(%)
Age 51 40 <60 28 22 >=60 vs 0.98 0.9786
(54.90%)  (78.57%) <60 [0.26,3.75]
>60 23 18
(45.10%)  (78.26%)
Histologie 51 40 LBDGC 36 30 LB de haut
(70.59%)  (83.33%) grade vs
LBDGC
LB de haut 3 (5.88%) 1 LBDGC 0.10 0.0774
grade (33.33%)  secondaire  [0.01,1.29]
LF vs
LBDGC
LBDGC 5(9.80%) 4 LBDGC 0.80 0.8530
secondaire (80.00%)  secondaire  [0.08,8.47]
LF LZM vs
LBDGC
LBDGC (1.96%) 1 Lymphome  64495.18  0.9844
secondaire (100.00%)  de type « [0.00,.]
LZM grey zone
» VS
LBDGC
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Lymphome 1 (1.96%) 1 Lymphome  64495.18  0.9844
de type « (100.00%)  de type « [0.00,.]
grey zone grey zone
» » VS
LBDGC
Lymphome 5 (9.80%) 3 Lymphome 0.30 0.2363
primitif du (60.00%)  primitifdu  [0.04,2.20]
médiastin médiastin
vs LBDGC
Nombre 51 40 non 8(15.69%) 7 Oui vs Non 0.47 0.5051
lignes (87.50%) [0.05,4.30]
bridging>0
oui 43 33
(84.31%)  (76.74%)
Nombre 51 40 non 34 27 Oui vs Non 0.84 0.8099
lignes (66.67%)  (79.41%) [0.21,3.40]
chimio>=3
oui 17 13
(33.33%)  (76.47%)
CRS 51 40 non 26 17 Oui vs Non 6.09 0.0325
grade>2 (50.98%)  (65.38%) [1.16,31.87]
oui 25 23
(49.02%)  (92.00%)
ICAN 51 40 non 34 25 Oui vs Non 2.70 0.2411
grade>0 (66.67%)  (73.53%) [0.51,14.21]
oui 17 15
(33.33%)  (88.24%)
V)Discussion

Les cellules CAR-T prennent une place de plus en plus importante dans les stratégies

thérapeutiques en onco-hématologie. Les résultats sont impressionnants et la gestion des effets

indésirables est de plus en plus maitrisée. Cependant ces traitements sont coliteux, avec un

temps de production relativement long et des effets secondaires pouvant étre séveéres. La

détermination de biomarqueurs précoces prédictifs d’un échec thérapeutique est donc

nécessaire afin d’optimiser la sélection des patients bénéficiaires, de prédire les toxicités mais

aussi d’introduire une nouvelle thérapie alternative le plus précocement possible. L’¢évaluation

de la réponse aux cellules CAR-T a 1 mois post-injection est particulie¢rement intéressante car

elle apparait comme prédictive de la réponse au long terme [55]. Kuhnl et al, ont montré dans

une cohorte de 170 patients atteints de LBDGC traités par cellule CAR-T que 100% des patients
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présentant un score Deauville 5 a un mois post injection €taient en progression a 6 mois [56].
Nous confirmons ces résultats dans notre étude, puisque 82% des patients présentant un score
Deauville 5 a 1 mois restent en échec thérapeutique sur le long terme (figure 8). Cela conforte
I’intérét de réaliser une réévaluation par TEP scan a 1 mois post injection et pose la question

d’une modification rapide de la thérapeutique en fonction du score Deauville retrouvé [56, 57].

De nombreuses ¢études multicentriques évaluent 1’approche optimale pour les patients en
rechute/ réfractaires apres des cellules CAR-T. Différentes stratégies thérapeutiques sont en
cours d’étude, I’utilisation d’anticorps monoclonaux, d’anticorps armés (antibody-drug
conjugate) ou encore des anticorps bispécifiques sont explorées dans différents essais cliniques
[58]. Cependant, jusqu’a présent, les populations étudiées ne comportent pas assez de patients
en situation de rechute post CAR-T pour avoir une vision globale de I’efficacité¢ de ces

traitements dans ce cadre [59-61].

Les inhibiteurs de checkpoints immunitaires ont aussi été analysés dans le cadre de rechute aux
cellules CAR-T. Comme pour les classes thérapeutiques précédentes, les effectifs de patients
réfractaires aux cellules CAR-T restent faibles, et les résultats sont donc difficilement
interprétables [62]. Cependant, certaines modifications du profil immunitaire des cellules CAR-
T ont été découvertes a la suite de ces traitements. En effet, I’introduction de pembrolizumab
chez les patients atteints d’un lymphome B réfractaire aux cellules CAR-T a conduit a une
augmentation de la prolifération des cellules CAR-T lorsque [’administration de
pembrolizumab était proche de I'injection des cellules CAR-T. De maniére intéressante,
plusieurs phases d’expansion de cellules CAR-T ont été observées chez les patients répondeurs
au pembrolizumab [62]. Plus encore, le pembrolizumab aurait la capacité de restaurer les
cellules CAR-T épuisées mais aussi de stimuler I’expansion de nouveaux clones et de limiter
I’épuisement sur le long terme de ces cellules [63]. L’introduction de ce traitement a 1 mois
post injection est donc une stratégie intéressante pour stimuler la réponse aux cellules CAR-T
en cas d’échec. La possibilité de réaliser une allogreffe de CSH post CAR-T est aussi a I’étude,
les résultats concernant la survie globale et la survie sans progression a deux ans sont
encourageants (40% et 30% respectivement) [64]. Néanmoins, des études a plus grande échelle
sont nécessaires pour mieux définir le réle de l'allogreffe dans ce contexte et d’optimiser
I’identification des sous-groupes de patients qui bénéficieraient le plus de ces combinaisons

d’immunothérapies.

55



Concernant les biomarqueurs prédictifs analysés dans cette étude, les paramétres de TEP scan
avant injection en particulier le GLTtotal, le GLTmax et le MT Vtotal ont montré un intérét dans
la prédiction de réponses thérapeutiques a 1 mois. Dans la littérature, la supériorité du MTV
par rapport au SUVmax comme facteur pronostic a été¢ prouvée dans les tumeurs solides traitées
par radiothérapie [65]. Plus encore, la détermination du MTV et du GLT juste avant injection
pourrait prédire la survie globale et la survie sans progression dans le lymphome B [66]. Dans
le cadre des LBDGC, le MTV a TO a été identifié comme [’un des parametres les plus précis
associés a un pronostic défavorable [67, 68]. Une étude multicentrique a défini ce paramétre
d’imagerie comme étant un des marqueurs pronostiques les plus significatifs dans le cadre du
traitement par cellules CAR-T [69]. De plus, contrairement au SUVmax, le MTV est moins
sujet aux variabilités liées aux protocoles d’acquisition et aux caractéristiques du patient (dose

injectée, glycémie).

L’analyse du MTV a été réalisée majoritairement par le méme médecin nucléariste. La
détermination de ce parametre de TEP scan est semi automatisée, il existe donc une variabilité
inter opérateurs entrainant une incertitude de la mesure. Un projet d”harmonisation international
est en cours concernant la mesure en routine du MTV [70]. La mise en place d’un seuil (cut-
off) permettant de séparer les MTV hauts et bas pourrait étre une voie d’homogénéisation des
pratiques, cependant 1’effet-centre 1li¢ aux caractéristiques de la patientele de chaque
établissement limite cette possibilité. En effet, les cut-off des MTV différent de maniére
drastique d’une étude a une autre [71]. Concernant I’activité de médecine nucléaire en elle-
méme, il serait intéressant de mettre en place différents indicateurs de qualité, inspirés des
contrdles intra voire inter laboratoires instaurés dans les laboratoires de biologie médicale, pour
standardiser les pratiques dans I’attente d’une automatisation de la mesure du MTV. Sachant
que les parameétres de TEP scan constituent le point central de I’évaluation de la réponse des
cellules CAR-T, I’instauration de ces controles pourrait permettre de standardiser les pratiques
et de faciliter ’analyse des résultats des ¢études multicentriques. L’utilisation du score de
Deauville de maniére courante lors de ’interprétation des TEP scan est, dans cette optique
d’harmonisation, le seul score utilis¢ permettant d’uniformiser 1’analyse des résultats de

médecine nucléaire dans le cadre du lymphome.

A propos des autres parameétres étudiés, aucun parametre biologique n’a été corrélé avec la
réponse clinique de maniére significative dans cette étude. Dans la littérature, un taux élevé de

LDH est associ¢ a une survie sans progression plus faible. Sachant que ce parameétre est un
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indicateur de la masse tumorale métabolique, cela correle avec les résultats retrouvés sur le

MTYV et cela rejoint la performance pronostique de la LDH identifiée dans notre étude[72].

Le nombre de lignes de chimiothérapies antérieures ainsi que la mise en place de
chimiothérapies d’attente n’ont pas été significatives entre les deux groupes, différents essais
ont montré ce résultat [73, 74]. Cependant, des études montrent que les chimiothérapies altérent
la fonctionnalité et modifient le phénotype des lymphocytes T [75]. La recherche de marqueurs
d’épuisement des lymphocytes T au moment de I’aphérése pourrait permettre d’évaluer
I’impact des lignes de chimiothérapies antérieures sur la qualité des cellules immunes et

d’identifier les patients a risque d’échec thérapeutique [76].

La présence d’un grade CRS supérieur ou égal a 2 est retrouvée significativement plus élevée
dans le groupe non-candidats a 1 mois, sachant que le CRS est li¢ a une forte lyse tumorale,
cela témoigne indirectement de 1’activité clinique des cellules CAR-T et donc de la réponse au
traitement. Shah et al, ont en effet récemment corrélé le CRS de haut grade a I’obtention d’une

réponse compléte et a ’expansion des CAR-T cells post injection [42].

De maniére surprenante, les promoteurs industriels communiquent trés peu d’informations sur
le contenu de la poche de cellules CAR-T produites. En effet, la richesse des informations
fournies varie d’un laboratoire pharmaceutique a un autre mais, dans tous les cas, reste tres
succincte ; aucun résultat de test fonctionnel n’est par exemple fourni. De plus, selon la
réglementation, le produit fini correspond a la poche congelée. Cependant, 1’injection des
cellules CAR-T nécessite une étape de décongélation du produit fini et aucune analyse sur le
produit décongelé n’est autorisée par I’industriel. Cela est un point critique car la décongélation
altere la qualité des cellules d’une fagon trés variable entre deux individus. La détermination de
la viabilité des cellules décongelées, la quantification en valeur absolue des cellules CAR-T
présentes dans le produit décongelé, voire la réalisation d’un test fonctionnel, seraient
nécessaires pour avoir une vision globale de la qualité du MTTI injecté. En effet, la viabilité
cellulaire pourrait étre un facteur déterminant de la réponse clinique aux cellules CAR-T.
L’¢étape de décongélation est une étape primordiale pour le produit injecté, celle-ci est réalisée
a I'Institut Paoli-Calmettes dans le laboratoire de Thérapie Cellulaire par des techniciens
expérimentés pour sécuriser et standardiser au mieux cette étape. Malgré ces précautions, la
réalisation d’un phénotypage post décongélation apparait comme indispensable afin de
caractériser le produit injecté et de s’assurer de sa fonctionnalité. Un groupe de travail américain

sur les immunothérapies, a mis en lumiére différents éléments que le promoteur industriel
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devrait fournir pour faciliter I’identification de biomarqueurs concernant la toxicité et
I’efficacité de ce MTI. Le produit de cellules CAR-T devrait comporter une étiquette avec une
description détaillée et un certificat d’analyse complet, le dosage des cellules CAR-T devrait
étre standardis¢ avec un réactif fourni par 1’industriel pour la CMF et la PCR et enfin des
¢chantillons du MTI devraient étre envoyés au centre hospitalier pour effectuer des analyses

plus approfondies [44].

En effet, la diversit¢é moléculaire et cellulaire des cellules CAR-T injectées contribue a la
variabilité de I’efficacité et de la toxicité parmi les patients traités. En effet, Deng & al ont
montré que les patients atteints de lymphomes présentant une rémission compléte a 3 mois post
injection avaient un nombre plus élevé de cellules T CDS8 avec un phénotype mémoire dans le
produit injecté par rapport aux patients non répondeurs. Parallelement, une augmentation des
cellules T CD8 avec un phénotype d’épuisement a été retrouvée dans la poche de cellules CAR-
T chez les patients non répondeurs [77]. Plus encore, Locke & al ont montré qu’un nombre de
lymphocytes CDS8 élevé dans le produit injecté était corrélé a une plus forte probabilité de
réponses cliniques mais uniquement chez les patients avec une forte masse tumorale initiale
[38]. Par conséquent, un phénotypage ¢€largi des cellules T mémoires et naives circulantes ou
contenues dans le produit injecté pourrait étre une possibilité pour déterminer des biomarqueurs
prédictifs. En effet, il a ét¢ démontré dans plusieurs études que le pourcentage de CAR-T
mémoires les plus immatures (TSCM) dans le sang pré-leucaphérése, dans la cytaphérése, dans
le produit cellulaire injecté ou dans le sang circulant post injection, était corrélé a I’obtention
d’une meilleure réponse clinique au traitement [37, 38, 48]. Malheureusement, le phénotypage
des sous-populations lymphocytaires réalisé dans notre étude ne permettait que de doser les
lymphocytes B, T et les NK et nous n’avons pas pu explorer ces hypothéses. Plus encore,
I’analyse de la clonalité des cellules CAR-T a 1 et 3 mois post-injection, serait corrélée a la
persistance des CAR-T. Les cellules mémoires centrales et effectrices CAR-T des patients
présentant une persistance a long terme sont restées hautement polyclonales, tandis que la
diversité clonale a chuté rapidement chez les patients présentant une persistance limitée [48].
Enfin, I’analyse transcriptomique des cellules CAR-T ou encore I’identification des sites
d’intégration du transgéne seraient aussi des approches intéressantes car cela pourrait étre

prédictif de la persistance des cellules CAR-T [48, 77].

L’immuno-monitoring des cellules CAR-T est en cours d’optimisation, la prescription en
routine du dosage des cellules CAR-T dans le sang périphérique, a intervalles de temps

rapprochés, permettrait de suivre le pic d’amplification. La concentration des cellules CAR T a
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¢été corrélée avec la réponse clinique dans le cadre de la leucémie aigiie lymphoblastique et de
la leucémie lymphoide chronique[40, 42]. Ce dosage a été instauré en routine a 1’Institut Paoli-
Calmettes a partir de février 2022 et n’a donc malheureusement pas pu étre intégré dans notre

étude.

Les limites principales de cette étude sont sa nature rétrospective ainsi que sa faible cohorte. Il
est difficile de mettre en place une analyse rétrospective monocentrique sur un grand nombre
de patients traités par cellules CAR-T du fait de son autorisation de mise sur le marché

relativement récente et de la complexité du circuit de ce MTL

VI) Conclusion et perspectives

L’installation des thérapies cellulaires dans le paysage médical a révolutionné la prise en charge
thérapeutique de nombreux patients. La détermination de biomarqueurs est nécessaire pour
optimiser ces thérapies. Dans le cadre des cellules CAR-T et des lymphomes non hodgkiniens,
I’évaluation du volume métabolique total et de la glycolyse totale de la 1ésion a M-1 parait
intéressante pour identifier les potentiels échecs thérapeutiques. Les bilans biologiques de
routine (biochimie et hématologie) réalisés dans cette étude avant et aprés 1 mois de I’injection
des cellules CAR T n’ont pas été discriminants dans la prédiction de la réponse a ce MTL
Cependant, une caractérisation du produit de maniere plus approfondie permettrait d’identifier
des biomarqueurs complémentaires a ceux retrouvés en imagerie. L'optimisation et
I’harmonisation de la sélection et du suivi des patients sont donc des enjeux majeurs dans le
circuit des cellules CAR T afin de développer ces approches, de mieux sélectionner les patients
susceptibles d’en bénéficier et d’adapter rapidement la séquence thérapeutique en vue

d’améliorer I’efficacité clinique de ce type d’immunothérapie cellulaire.
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et mon état pour corrompre les moeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confreéres, sij'y
mangue.
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