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> Uapproche CAR-T, qui consiste a utiliser des lym-
phocytes T exprimant un récepteur de I’antigéne
recombinant (CAR, pour chimeric antigen receptor)
permettant d’éliminer les cellules présentant un
antigene particulier, est 'une des immunothéra-
pies les plus prometteuses pour soigner les can-
cers. L'ingénierie des CAR-T a évolué au fil de leurs
générations, pour renforcer leur activité et leur
spécificité, et surmonter leurs limites, comme leur
faible persistance, leur toxicité et leur inefficacité
dans la lutte contre les tumeurs solides. Cette revue
explore les différentes générations de CAR, les tests
cliniques en cours sur le cancer et les maladies
auto-immunes, ainsi que les limites associées aux
cellules CAR-T dans le traitement des cancers. <

Le cancer est un probléme majeur de santé publique
dans le monde, et est parmi les deux premieres causes
de décés dans nombreux pays. Selon I’Organisation
mondiale de la santé (OMS), plus de dix-neuf millions
de nouveaux cas ont été enregistrés en 2020, et prés de
dix millions de personnes sont décédées a la suite d’un
cancer. Les recherches réalisées pour lutter contre cette
maladie ont donné naissance a différentes thérapies
anticancéreuses qui viennent compléter ou éviter la
chirurgie, comme les chimiothérapies, les radiothéra-
pies et les biothérapies. Actuellement, les biothérapies
anticancéreuses englobent des approches multiples,
comme les immunothérapies (anticorps anti-point de
contrdle immunitaire, cellules CAR-T), les thérapies
géniques (adénovirus recombinant) [1] et les vaccins
anticancéreux (vaccins conventionnels, a ARN, ou a
base de cellules dendritiques autologues) [2]. Les
immunothérapies cellulaires, en particulier celles fon-
dées sur I'utilisation de lymphocytes T (LT) exprimant
un récepteur antigénique chimérique (CAR), nommées
cellules CAR-T, révolutionnent le traitement de certains
cancers, en particulier les lymphomes et certaines leu-
cémies aigiies [3].
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Le complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH ), constitué
d’un groupe de molécules membranaires exprimées par les cellules,
est indispensable au processus de présentation des antigénes aux lym-
phocytes, une étape clé dans la réponse immunitaire exercée par les LT
cytotoxiques, les lymphocytes participant a la lutte contre les cellules
cancéreuses. Linhibition ou la perte d’expression des molécules du
CMH | dans les cellules cancéreuses est considérée comme I'un des
moyens utilisés par les cellules tumorales pour échapper aux LT [4]. Le
CAR est un récepteur recombinant congu pour reconnaitre un antigéne
cible spécifique indépendamment du CMH I. Il permet de rediriger et
d’activer les cellules immunitaires afin de reconnaitre et d’éliminer
les cellules exprimant cet antigéne particulier (Figure I). Dans cette
revue, nous décrirons la structure des CAR et leur évolution au travers
des différentes générations développées pour améliorer 'efficacité,
la persistance et de la sécurité de ces cellules. Nous préciserons éga-
lement le mode d’action des CAR et présenterons les dernieres appli-
cations cliniques et les limites rencontrées pour assurer un plus large
acces a cette thérapie eu égard son colit, et son application dans le
traitement contre les cancers solides.

Evolution et structure des CAR

Limmunothérapie cellulaire adoptive a été introduite pour la premiére
fois dans les années 1980, dans une approche ol les lymphocytes infiltrant
la tumeur étaient collectés et amplifiés afin d’étre utilisés pour soigner
les patients présentant un cancer avancé [5, 6]. Au début des années
1990, des outils génétiques ont été mis au point pour élaborer des cellules

! Les molécules du CMH de classe | (ou HLA pour human leucocyte antigen) sont composées de deux
chaines polypeptidiques : une chaine o longue responsable de la reconnaissance de I’antigéne et une
chaine B courte, appelée B2-microglobuline. Ces molécules sont exprimées par toutes les cellules
nucléées


https://doi.org/10.1051/medsci/2024151
https://www.medecinesciences.org/

immunitaires, comme les LT [7], exprimant des molécules étrangéres, et en
1989, limmunologiste Zelig Eshhar réalise, pour la premiere fois, un récep-
teur recombinant capable de reconnaitre un antigéne tumoral et d’activer
les LT [8, 91. Il S’agissait |a de la premiére génération de CAR, dont I'acti-
vité in vivo restait cependant limitée.

Alors que, de fagon naturelle, la reconnaissance du peptide antigé-
nique repose sur la présentation du complexe peptide-CMH au récep-
teur de I’antigéne des LT (TCR, T cell receptor), dans le contexte d’un
CAR, les cellules immunitaires reconnaissent directement et spécifi-
quement I’antigéne présent a la surface des cellules tumorales, indé-
pendamment de la présentation du CMH, grdce a sa liaison au fragment
d’anticorps qui compose la partie extracellulaire du CAR (par exemple
un fragment scFv [single-chain variable fragment] ou un anticorps
simple chaine/Nanobody®). Le scFv est constitué du domaine variable
de la chaine lourde (VH) et du domaine variable de la chaine légere
(VL) d’un anticorps ayant une spécificité anti-tumorale, reliés par une
séquence d’acides aminés hydrophile, flexible (la plus utilisée étant
la séquence (Gly4Ser)x3). Le scFv est associé & un domaine trans-
membranaire par une charniére/espaceur (dérivée par exemple de
CD8 ou de la région charniére [hinge] des IgGl/4) qui lui apporte de la
flexibilité, augmentant ainsi sa capacité de reconnaissance des anti-
genes. Le domaine transmembranaire est une hélice alpha hydrophobe,
généralement dérivée de celle de protéines transmembranaires, telles
que CD8, CD28 ou CD4, qui assure la stabilité et I’expression du CAR a
la surface des cellules. La région intracellulaire du CAR est composée
de domaines de costimulation associés a des domaines d’activation,
nécessaires a la survie, la persistance, la cytotoxicité et a d’autres
activités des cellules immunitaires. Les domaines de costimulation
sont généralement dérivés de I’'un des domaines intracellulaires de
costimulation des protéines 4.1BB, CD28, ICOS, CD27, MyD88, CD40 ou
0X40, tandis que le domaine d’activation correspond a la région de
CD3C qui contient trois motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif) nécessaires & I'initiation de la cascade d’activation
cytotoxique cellulaire (Figure 1).

De nouvelles générations CAR-T ont ensuite été développées, se mon-
trant d’une efficacité de plus en plus importante dans I’élimination
des tumeurs. Ceci a conduit, en 2017, & 'autorisation par la FDA (Food
and Drug Administration) de la premiére thérapie CAR-T ciblant la
protéine CD19 présente a la surface des lymphocytes B, pour traiter
la leucémie lymphoblastique aigiie pédiatrique récurrente et réfrac-
taire [10]. Aujourd’hui, six thérapies CAR-T ont été approuvées pour le
traitement des tumeurs dites « liquides ». Uapplication des thérapies
CAR-T dans les tumeurs solides reste néanmoins un défi et de nouvelles
générations de CAR-T sont régulierement développées pour améliorer
ou surmonter les limites rencontrées (Figure 2).

Les générations de CAR
Premiere génération
La premiere génération de CAR, appelée T-bodies, a été développée

par 'équipe de Z. Eshhar [8, 9]. €lle était composée d’un domaine
extracellulaire pour la reconnaissance de I’antigéne tumoral, et d’un
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Figure 1. Structure des CAR. Les CAR sont généralement compo-
sés de trois domaines : un domaine extracellulaire permettant
de reconnaitre un antigene a la surface des cellules tumorales ;
un domaine transmembranaire pour assurer sa stabilité et son
expression a la surface des lymphocytes T; et un domaine
intracellulaire de signalisation permettant d’émettre des

signaux de co-stimulation et d’activer les lymphocytes T.

domaine transmembranaire et d’un domaine intracellu-
laire pour I"activation des LT (Figure 2). Cette premiére
génération de cellules CAR-T s’est avérée efficace pour
éliminer les tumeurs in vitro, mais dans les essais cli-
niques, elle s’est révélée avoir une prolifération et une
persistance limitées, ce qui limitait son efficacité pour
le contrdle des tumeurs [11, 12]. Une cause probable
expliquant cette activité limitée est que les LT naifs
ont besoin d’une double signalisation pour étre activés
en cellules effectrices. Ces signaux comprennent en
effet le signal donné par la reconnaissance par le TCR
(CD3E) du LT du complexe antigénique peptide-MHC
(p-MHC) exprimé par la cellule cible, mais aussi un
signal d’activation donné par les cellules présentatrices
d’antigénes au LT via des molécules comme CD80 (B7.1)
et (D86 (B7.2).

Seconde génération

La deuxieme génération de CAR visait a améliorer la
persistance et la prolifération limitées de la premiere
génération, en introduisant un domaine de co-stimu-
lation dans la région intracellulaire du CAR (Figure 2).
Uajout de ce domaine de co-stimulation, dérivé d’0X-
40, de 4-1BB ou de CD27, a permis d’améliorer la prolifé-
ration, la survie, la cytotoxicité et la réponse soutenue
des CAR-T in vivo. Les essais cliniques utilisant cette
deuxiéme génération de CAR-T ont montré des résultats
impressionnants dans le traitement des hémopathies
malignes (lymphome, leucémie et myélome), ce qui a
conduit a I"approbation de certains d’entre eux par la
FDA, pour le traitement de ces tumeurs. Alors que ces
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Figure 2. Les générations de CAR. La reconnaissance de la cible tumorale est en général assurée par un scFv (bien que le méme rdle puisse étre

joué par d’autres domaines de liaison). Le rectangle rouge représente le domaine d’activation (dérivé de la protéine CD3zeta [CD3L]) ; I'ovale

bleu et le losange vert représentent les domaines de co-stimulation. L’étoile rose représente I'inducteur moléculaire, la fleche et le carré bleu

clair symbolisent I’expression d’un géne, et les points bleu clair des cytokines qui peuvent étre sécrétées. Le triangle jaune est le domaine IL-2R[3

nécessaire a I’activation de la voie JAK-STAT3/5.

CAR-T ont montré une trés bonne efficacité pour le traitement des
tumeurs liquides, leur efficacité reste encore tres limitée dans les
tumeurs solides, principalement en raison d’une infiltration limitée
des LT dans la tumeur, et d’un microenvironnement tumoral hostile a
Ientrée des CAR-T [13].

Troisieme génération

Une troisieme génération de CAR-T a été imaginée pour surmonter les
limitations rencontrées. Cette génération de CAR repose sur I'gjout
d’un domaine intracellulaire costimulateur supplémentaire dans le
but d’améliorer I'efficacité des cellules CAR-T. Les principales com-
binaisons utilisées sont ainsi CD28/4-1BB/CD3C ou CD28/0X40/CD3C.
U'objectif était de tirer parti des caractéristiques spécifiques de ces
différents domaines, par exemple, en combinant CD28, qui favorise
I’expansion rapide des LT et une toxicité plus élevée, avec 4-1BB, connu
pour étre associé a une persistance plus longue [14]. Dans I'un des
premiers essais cliniques, cette génération de CAR-T n’a pas apporté
d’avantages significatifs dans le traitement du lymphome [15].
Cependant, d’autres études, y compris des essais cliniques visant
a mieux comprendre si cette génération était plus efficace que la
seconde génération, ont rapporté une meilleure expansion et une
meilleure persistance des CAR-T de troisieme génération [16]. Dans
les hémopathies malignes, ces CAR-T ont confirmé leur moindre toxi-
cité associée a une efficacité clinique [17], méme si d’autres essais
cliniques n’ont pas mis en évidence de différences significatives entre
les deux générations [18]. Uavantage de la troisiéme génération de
CAR-T reste a confirmer et d’autres études sont encore nécessaires
pour démontrer sa supériorité et pour mieux comprendre quelle serait
la combinaison de signaux « idéale » pour promouvoir 'activité et la
survie des LT tout en évitant leur épuisement, leur prolifération limitée
et leur mort prématurée.
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La quatriéme génération : les TRUCK

Méme si certains auteurs considérent qu’elles forment
ensemble la derniére génération de CAR [19], nous
avons choisi de séparer la quatrieme génération de CAR,
ou « TRUCK » (T cells redirected for universal cytokine
killing) de la 5¢ génération.

Cette quatrieme génération de cellules CAR-T combine les
CAR de deuxieme génération et la capacité de la cellule a
libérer, de fagon constitutive ou apres induction, un fac-
teur trophique, tel qu’une cytokine. L'action additionnelle
de ces facteurs permet d’augmenter I’efficacité, la survie
et la persistance des cellules CAR-T, et de modifier le
microenvironnement tumoral pour permettre un meilleur
accés & la tumeur ou contrer "immunosuppression [20].
Les facteurs trophiques les plus couramment utilisés sont
des cytokines pro-inflammatoires, notamment I’lL-7,
PIL-12, PIL-18, PIL-21 et I'IL-23, qui stimulent le systeme
immunitaire en créant un environnement plus fortement
antitumoral et en améliorant la persistance, la sur-
vie et la cytotoxicité des cellules CAR-T [21]. Plusieurs
essais cliniques visent a évaluer cette génération de
CAR-T, notamment les cellules CAR-T co-exprimant I'lL-18
(NCT04684563), I'IL-12 (NCT03542799) ou I'IL-7, en combi-
naison avec la chimiokine CCL19 (chemokine (C-C motif)
ligand 19) (NCT04381741, NCT03929107, NCT04833504,
NCT03778346). Dans cette derniére combinaison, alors
que I'IL-7 favorise la prolifération et la survie des LT, la
chimiokine CCL19 agit comme un chemo-attractant des LT
et des cellules dendritiques. Ces essais seront essentiels
pour évaluer, et éventuellement confirmer, la supériorité
de ce type de CAR.
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Figure 3. Quelques exemples des nouvelles générations de CAR. Parmi les CAR de nouvelle génération, certains sont capables de reconnaitre deux ou
plusieurs antigenes tumoraux distincts, soit par I"expression simultanée de plusieurs CAR, soit par 'utilisation de séquences de liaison ciblant plusieurs
antigénes (porte logique « OR »). Les « split CAR » consistent & séparer sur deux CAR, le domaine d’activation et le domaine de signalisation, pour
la reconnaissance de deux antigénes nécessaires & I’activation optimale des cellules CAR -T (porte logique « AND »). Dans les « SynNotch CAR », il
est nécessaire que le récepteur Notch soit engagé lors de la reconnaissance de I'antigéne (signal scFv 1) pour la transcription intracellulaire d’un CAR
fonctionnel. Les cellules « Universal CAR » ont pour but d’assurer la polyvalence de la reconnaissance des antigénes tumoraux par un systeme intermé-
diaire. Ce systéme intermédiaire consiste en la production d’un CAR universel avec un scFv qui reconnafitra une étiquette fusionnée a un scFv spécifique
de différents antigénes tumoraux. Dans le cas du « split Universal Programmable CAR », le CAR est séparé en zipCAR (domaine de costimulation et
d’activation) et zipFv (scFv pour la reconnaissance de 'antigéne) liés par complémentarité pour former un CAR fonctionnel. Le systeme de « Small
molecule protease-based regulation (SWIFF) CAR » est composé d’un CAR fusionné & son extrémité C-terminale & un site cible de protéase, d’une
protéase et d’un composant de dégradation des protéines (degron). La protéase est active dans des conditions normales avec la production d’un CAR
fonctionnel. Lors de I’'administration d’un inhibiteur de la protéase (par exemple I'asunaprevir), le degron est conservé, ce qui entraine la dégradation
du CAR. Dans le systéme « inhibitor CAR », le CAR est exprimé simultanément avec un autre récepteur contenant un signal inhibiteur qui reconnait les
tissus sains et empéche I’activité de la cellule CAR-T. Un autre systeme de sécurité dans le CAR est 'incorporation de genes ou de commutateurs de

suicide contrdlables (par exemple, iCasp9), coexprimés avec le CAR pour tuer les cellules CAR-T en cas d’effets secondaires graves.

La cinquieme génération ou nouvelle génération

Malgré les succes cliniques observés avec les derniéres générations de
CAR, persistent encore plusieurs limitations et inconvénients, restrei-
gnant leur application thérapeutique, principalement leur efficacité
limitée dans les tumeurs solides et la toxicité qui leur est associée. Les
nouvelles générations tentent de répondre a ces limitations en appor-
tant des innovations fondées sur I’édition du génome et la biologie
synthétique. L'un des exemples de cinquiéme génération repose, une
fois de plus, sur le couplage d’un CAR de seconde génération avec un
domaine cytoplasmique tronqué de la chafne B du récepteur de I'lL-2
contenant le site de liaison du facteur de transcription STAT3. Il en
résulte une activation simultanée de CD3, le domaine de costimula-
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teur, et la voie de signalisation JAK-STAT3/5, qui accroit
la cytotoxicité et la persistance des LT [22].

Plusieurs améliorations sont envisagées pour aboutir
a des cellules CAR-T plus spécifiques, plus puissantes,
modulables et plus sires. Il s’agit notamment des sys-
témes « dual/multi-targeting », « splitable », « indu-
cible (SynNotch CAR) », « Small molecule protease-
based regulation (SWIFF) CAR », « inhibitory CAR »,
et «suicide-switch CAR » (Figure 3) [23, 24]. Les CAR
universels sont un autre systeme qui suscite un intérét
croissant (Figure 3) [251, mais I"applicabilité théra-
peutique de ces CAR reste a étudier.
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Figure 4. Mode d’action d’une cellule CAR-T. La
partie extracellulaire du CAR se lie spécifique-
ment a I'antigéne exprimé a la surface des cellules
tumorales, ce qui active le recrutement de la pro-
téine ZAP70 par le domaine d’activation (CD3()
et le déclenchement d’une cascade d’activation.
Le domaine de co-stimulation permet d’activer
d’autres cascades de signalisation (PI3K dans le cas
de CD28, et TRAF1/2 dans le cas de 4-1BB). Ces cas-
cades agissent sur les voies contrélées par NF-kB et
STAT3, induisant par exemple la production de cyto-
kines telles que I’lL-2, "IL-5 et "IFNY. L'ensemble de
ces réactions favorisent I’expansion et la toxicité
des lymphocytes T, notamment par la libération de
perforine et de granzyme. L'introduction de gran-
zyme dans la cellule tumorale, via les pores formés

par la perforine, induit la mort de la cellule.

La cellule CAR-T allogénique est une option prometteuse visant a
surmonter certains des principaux défis que posent les CAR-T autolo-
gues : notamment, la standardisation du produit CAR-T, son colit de
production et la disponibilité immédiate des cellules CAR-T cryocon-
servées pour plusieurs patients, ainsi que la réduction ou 'absence de
risque d’échec de la fabrication. Les thérapies allogéniques présentent
néanmoins un risque élevé de maladie du greffon contre I’hdte (GVHD,
pour graft versus host disease), une réponse qui survient lorsque des
cellules immunitaires allogéniques sont greffées et reconnaissent les
cellules de I’h6te comme étrangeres et les détruisent. Inversement,
les cellules CAR-T allogéniques peuvent étre la cible du systeme
immunitaire de I’hGte et étre détruites. Plusieurs stratégies sont
actuellement a I’étude pour prévenir ces risques [26]. Une alternative
pour prévenir ou minimiser la réaction de GVHD est d’éliminer dans les
LT greffés, le TCR (récepteur endogeéne des lymphocytes T, constitué
des chaines af3), par édition du génome des cellules en appliquant
la technique CRISPR/Cas9. Une autre option intéressante consiste en
Iintégration des génes codant le CAR dans le locus TRAC (TCR alpha
constant) codant la chaine o du TCR, ce qui permet une intégration
non aléatoire, une expression uniforme du CAR (promoteur endogéne),
une signalisation tonique plus faible, une amélioration de I’activité
des lymphocytes T cytotoxiques, tout en inactivant le TCR du greffon,
comme "a montré I’étude d’Eyquem et al. utilisant des cellules CD19-
CAR-T [27].

Mode d’action des cellules CAR-T (Figure 4)

La reconnaissance de la tumeur par les cellules CAR-T induit une cas-
cade de signaux qui conduisent a la prolifération, a la persistance et
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a la cytotoxicité de ces cellules. Il existe une variété de
domaines de co-stimulation intégrés dans les différents
CAR qui ont un effet déterminant sur le phénotype et la
performance des LT. Les CAR, dans leur majorité, sont
composés de domaines de co-stimulation dérivés de
(D28 ou de 4-1BB.

(D28 appartient aux récepteurs de co-stimulation des
LT. Cest par son motif YMNM (Tyr-Met-Asp-Met) aprés la
phosphorylation de la tyrosine, que se fixent et s’activent
la sous-unité p85 de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
et la protéine adaptatrice Grb2, induisant la prolifération
du LT et la production d’IL-2. 4-1BB est un co-stimulateur
qui favorise le recrutement des protéines associées aux
récepteurs TRAF (TNF receptor associated factor) 1, 2 et
3 dans son domaine intracellulaire. Cela meéne finalement
A activation de la voie de signalisation NF-xB (nuclear
factor-kappa B) qui conduit, notamment, a la production
d’IL-2 et favorise la survie et la prolifération des LT.
L'engagement du CAR induit la phosphorylation des trois
domaines ITAM du CD3C par la famille de tyrosine kinases
Src, favorisant le recrutement de la tyrosine kinase ZAP-70
(zeta-chain-associated protein of 70 kDa) / Syk (spleen
tyrosine kinase). ZAP-70 est ensuite stimulée par Lek (lym-
phocyte cell-specific protein-tyrosine kinase), favorisant
la signalisation en aval qui active les facteurs de trans-
cription NF-xB, NFAT (nuclear factor of activated T-cells)
et AP-1 (activating protein-1), nécessaires a la trans-
cription des genes codant les protéines impliquées dans
Pactivation, inflammation et la cytotoxicité des LT [28].
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NCT04984356 Autriche, France, T/ Lymphome lymphoblastique en rechute ou Phase 1711 CD7
Pays-Bas, Chine réfractaires
NCT05686226 €tats-Unis Cancers associés au virus du papillome humain Phase Il €7
NCT06056921 Chine Maladies auto-immunes réfractaires Phase | CD19
NCT05085444 Chine Sclérodermie réfractaire Phase | CD19/BCMA
NCT06121297 Etats-Unis Lupus érythémateux systémique actif Phase I/ CD19
) Maladie de Crohn/ rectocolite hémorragique/
NCT05239702 Chine ) Phase | CD7
dermatomyosite
NCT05938725 Etats-Unis néphrite lupique Phase | CD19
NCT05085431 Chine Syndrome de Sjogren Phase | CD19/BCMA
NCT05765006 Chine Lupus érythémateux disséminé Phase | CD19

Tableau I. Exemples d’essais cliniques portant sur les cellules CAR-T (Clinicaltrials.gov). BCMA : antigéne de maturation des cellules B (B-cell

maturation antigen) ; CEA : antigéne carcinoembryonnaire (carcinoembryonic antigen) ; GFRa4 : récepteur alpha-4 de la famille GDNF (GDNF

family receptor a4), ICAM/CD54 : molécule d’adhérence intercellulaire 1 (intercellular adhesion molecule 1). * : République populaire de Chine.

Les applications cliniques des cellules CAR-T

Les cellules CAR-T sont principalement destinées au traitement
des cancers mais, ces derniéres années, d’autres applications ont
été envisagées pour le traitement, par exemple, de maladies auto-
immunes [22]. Plusieurs essais cliniques utilisant des cellules
CAR-T dirigées contre différents antigénes associés aux tumeurs
mais également exprimés par des cellules non tumorales évaluent
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aussi I'intérét de leur utilisation pour traiter cer-
taines maladies auto-immunes (Tableau I).

Cibler les cellules tumorales

€n 2006, des chercheurs néerlandais ont publié pour
la premiere fois un article relatant un essai clinique
évaluant des cellules CAR-T dirigées contre le cancer
rénal métastatique, essai ou avait été observée une
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toxicité hépatique sans réponse efficace contre la maladie [29]. Un
résultat décevant mais une étude détaillée ultérieure démontra que
cette toxicité était liée a une activité des cellules CAR-T dépendant
de I'antigéne tumoral ciblé, suggérant ainsi que I’utilisation de ces
cellules CAR-T pouvait présenter un intérét, si cette toxicité était
contrdlée [30].

Aprés plus de 10 ans, en 2017, le premier traitement par cellules CAR-T-
(D19 fut approuvé par la FDA, indiqué pour le traitement de certaines
formes de tumeurs malignes a cellules B. A ce jour, il existe six trai-
tements fondés sur des cellules CAR-T de deuxiéme génération contre
des hémopathies malignes, telles que la leucémie lymphoblastique
aigué a cellules B (LLA-B) et le myélome multiple (MM).

€n ce qui concerne les tumeurs solides, aucun essai clinique n’a atteint
la phase Il illustrant la difficulté qu’il y a a cibler efficacement les
tumeurs solides, et le besoin de mieux comprendre les mécanismes
de résistance et d’échappement de ces tumeurs vis-a-vis des cellules
CAR-T [13, 31]. Plusieurs candidats ont donné néanmoins récemment
des résultats prometteurs pour traiter certaines tumeurs solides [31].
Selon le site Clinicaltrials.gov, plus de dix essais cliniques portent
sur Iefficacité et la sécurité de cellules CAR-T anti-HER2 (human
epidermal growth factor receptor-2) pour traiter des patients pré-
sentant un cancer dont les cellules tumorales expriment HER2 (par
exemple, le cancer du sein, le cancer gastrique et les glioblastomes).
D’autres cibles en cours d’évaluation pour le traitement de tumeurs
solides comprennent le récepteur du facteur de croissance épider-
mique (EGFR), la variante Il de ’EGFR (EGFRvlII) et la chaine o2 du
récepteur de I’IL-13 (IL-13Rat2), surexprimés dans les glioblastomes.
La mésothéline, qui est exprimée dans plusieurs tumeurs solides (le
mésothéliome, le cancer épithélial de I'ovaire, I'adénocarcinome
canalaire pancréatique, les cancers du poumon, de I'utérus, du sein
triple négatif, gastrique), est également une cible prometteuse [31].

Les autres applications cliniques

Les applications cliniques des CAR-T ne se limitent pas seulement
aux cancers. Des résultats in vitro ont permis de proposer les CAR-T
comme une piste thérapeutique intéressante pour traiter certaines
maladies auto-immunes [32]. Un essai clinique incluant des patients
présentant des maladies auto-immunes, comme le lupus érythémateux
disséminé, la sclérodermie systémique, ou la myosite inflammatoire
idiopathique, a donné des résultats trés prometteurs. Dans cette
étude, tous les patients ont en effet répondu favorablement au trai-
tement avec toutefois quelques effets secondaires, principalement
un syndrome de relargage de cytokines (SRC) de grade 1. Néanmoins,
chez 'un des patients, un SRC de grade 2 accompagné d’un syndrome
de neurotoxicité associé aux cellules effectrices immunitaires (ICANS,
pour immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome) de
grade 1 ont été observés. Une pneumonie a nécessité I"hospitalisa-
tion de ce patient [33]. Cet essai a permis cependant de démontrer
Iefficacité des cellules CAR-T pour le traitement des maladies auto-
immunes avec un degré de sécurité acceptable. Il existe actuellement
plusieurs essais cliniques visant a démontrer 'efficacité et la sécurité
de ce type de traitement.
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Les limites actuelles

Comme nous I’avons vu, I'application thérapeutique
des cellules CAR-T peut étre associée a des effets
indésirables parfois graves, qui peuvent mettre la vie
du patient en danger. Nous revenons ici sur les effets
secondaires majeurs.

Le syndrome de relargage de cytokines

Le syndrome de relargage de cytokines (SRC) consti-
tue la forme de toxicité la plus fréquente associée
aux traitements par cellules CAR-T. Il se manifeste
par une réaction inflammatoire généralisée pro-
voquée par une production excessive de cytokines
inflammatoires [34]. La réaction commence par une
production massive de cytokines, telles que I'lL-6,
I"IFN(interféron)-y, le TNF-ou (tumor necrosis factor
alpha), le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), I’IL-2, I’IL-8 et I’IL-10, qui est
suivie d’une réponse inflammatoire secondaire cau-
sée par I'activation des cellules présentatrices d’an-
tigénes (les cellules dendritiques, les monocytes,
les macrophages, les lymphocytes B). L’ensemble du
processus conduit a une production élevée de cyto-
kines inflammatoires, dont I’IL-6, considérée comme
le principal facteur de toxicité du SRC. €n effet, I'IL-6
stimule la production de cytokines par plusieurs cel-
lules immunitaires, ce qui entraine, en cascade, une
libération accrue de facteurs inflammatoires. Les
symptomes les plus fréquents associés au SRC sont
une forte fievre, de légers symptémes pseudo-grip-
paux, des problémes rénaux et des chutes de tension
artérielle, potentiellement mortelles dans les cas
les plus graves. Il est nécessaire de maintenir une
surveillance périodique ou constante de la fonc-
tion cardiovasculaire et de la température chez les
patients traités par des cellules CAR-T afin d’agir
précocement et d’éviter des complications Iétales.
Le tocilizumab, un anticorps antagoniste qui se lie au
récepteur de I’IL-6 et ’inhibe, est utilisé pour éviter
les formes graves de SRC [35].

Le syndrome de neurotoxicité associé aux cellules
effectrices immunitaires

Un autre effet secondaire important induit par les
traitements par cellules CAR-T est I"ICANS. Ce syndrome
d’encéphalopathie est probablement la conséquence
de la libération massive de cytokines. La physiopatho-
logie de I'ICANS n’est toujours pas bien comprise, mais
ce syndrome survient en général a la suite d’'un SRC
a lorigine de I’activation des cellules endothéliales,
de la rupture de la barriere hémato-encéphalique et



de I'infiltration importante de cellules immunitaires et de cytokines
inflammatoires dans le cerveau [36], "ensemble provoquant de graves
[ésions du systeme nerveux central qui sont aggravées par I’infiltration
de cellules CAR-T [37]. Les troubles neurologiques liés a ce syndrome
les plus communs sont des maux de téte, des vertiges, un délire et
une altération des capacités cognitives. Uévaluation de la sévérité
de ces troubles se fonde actuellement sur le score défini par I"ASTCT
(American Society for Transplantation and Cellular Therapy), un score
allant de 1 a 4 selon les effets observés chez le patient. Le traitement
peut aller d’un simple soin de support jusqu’aux soins intensifs et a la
réanimation dans les cas les plus graves.

Latteinte d’une cible spécifique hors-tumeur

Ueffet « sur cible/hors tumeur » (on-target/off-tumor) est I’effet
indésirable d’une thérapie dont la cible est exprimée par les cel-
lules cancéreuses mais aussi par des cellules saines. Le CAR ne
distinguant pas les cellules tumorales des tissus sains, les cellules
CAR-T qui ’expriment détruisent les cellules présentant I"antigéne
ciblé, qu’elles soient tumorales ou saines. Cela représente une
limite majeure dans I"application cliniques des cellules CAR-T et
souligne I'importance d’identifier des antigenes qui soient spéci-
fiques des tumeurs. Cela est particulierement évident concernant
les tumeurs solides, pour lesquelles le nombre d’antigénes spé-
cifiques reste limité, et une élimination de cellules saines, méme
temporaire, comme dans le cas des cellules CAR-T anti-CD19, ne
peut étre envisagée. Lors d’un essai clinique, par exemple, le trai-
tement qui reposait sur des cellules CAR-T dirigées contre HER2 a
causé chez les patients, une toxicité mortelle, vraisemblablement
a cause de la reconnaissance de HER2 exprimé par les cellules pul-
monaires normales, conduisant a un SRC, suivi d’une défaillance
multi-organes [38].

€chappement par perte de antigéne

Lefficacité des thérapies par cellules CAR-T dépend de I’expres-
sion par les cellules tumorales de I"antigéne ciblé. Elle est donc
fortement diminuée lorsque I’expression de cet antigene par les
cellules cibles se réduit. Cette réduction d’expression a été décrite
comme un mécanisme courant de résistance tumorale. €n effet,
dans de nombreux essais cliniques, une large fraction des cellules
qui échappent et résistent au traitement se révélent avoir subi
une perte partielle ou totale d’expression de I'antigéne ciblé. Ce
phénomeéne a été observé, par exemple, chez des patients présen-
tant une LAL B en rechute et/ou réfractaire, avec une régulation
négative ou une perte de I'antigéne CD19 observée chez 40 %
des patients [39]. Des données de suivi récentes suggérent que
cette perte d’antigéne est un mécanisme commun de résistance
aux cellules CAR-T. Ce mécanisme de résistance a également été
observé chez des patients présentant un cancer dit « solide ».
Des approches alternatives sont en cours de développement pour
permettre aux cellules CAR-T de cibler durablement les tumeurs
et étre moins sensibles a ces mécanismes de résistance, avec, par
exemple, I'utilisation de CAR multi-spécifiques (Dual or tandem
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CARs) (Figure 3) ou la combinaison avec des immu-
nothérapies monospécifiques.

Le microenvironnement tumoral immunosuppressif

Un microenvironnement tumoral (MT) immunosup-
pressif se caractérise par un environnement complexe,
dynamique et réfractaire constitué principalement
de cellules immunitaires, de cellules tumorales, de
fibroblastes et de cellules endothéliales, ainsi que
d’autres structures et molécules (par exemple, la
matrice extracellulaire, des protéases, des micrové-
sicules). Le MT est par ailleurs hypoxique, pauvre en
nutriments, avec un pH faible et une concentration
importante d’especes réactives de I’oxygene. Le MT
favorise ainsi la survie des cellules tumorales tout
en entravant I'activité anti-tumorale des cellules
immunitaires dont les lymphocytes T. Dans le MT, les
cellules suppressives d’origine myéloide (myeloid-
derived suppressor cells, ou MDSC), les macrophages
associés & la tumeur (tumor-associated macrophage,
ou TAM) et les lymphocytes T régulateurs (Treg)
qui sont présentes, peuvent également induire une
immunosuppression par la production de cytokines et
de facteurs de croissance. ’hypoxie du MT favorise
aussi I’expression de points de contrdle immunitaire
(PD-L1 [programmed death-ligand 1] par les cellules
tumorales, ou CTLA-4 [cytotoxic t-lymphocyte-asso-
ciated protein-4] par les Treg et les TAM), ce qui
conduit au blocage de I'activité des LT. La réponse
des cellules CAR-T contre les cellules tumorales est
ainsi diminuée ou bloquée en raison de leurs faibles
expansion et infiltration, et de leur courte persistance
dans cet environnement [40]. La combinaison d’inhi-
biteurs de points de contrdle immunitaires avec des
cellules CAR-T peut donc conduire @ une réponse anti-
tumorale plus importante avec une persistance et une
activité améliorées des LT. De nouvelles générations
de cellules CAR-T ont été générées afin de surmonter
ces limitations [40].

Conclusion

U'approche par CAR a révolutionné le domaine des thé-
rapies cellulaires contre les cancers, avec des résul-
tats impressionnants dans le traitement de certaines
tumeurs. Les générations successives de CAR ont
permis d’améliorer Iefficacité des traitements tout
en réduisant leur toxicité. La réussite des CAR dans le
domaine des cancers hématologiques est aujourd’hui
considérée comme une avancée majeure dans le
domaine des biothérapies. Néanmoins, plusieurs limi-
tations importantes persistent pour I'utilisation et le
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développement de ce type de thérapies. Il s’agit notamment d’effets
secondaires qui peuvent mettre la vie du patient en danger. Leur
application pour le traitement des cancers solides reste également
limitée, treés probablement en raison d’une persistance limitée des
cellules CAR-T et de la difficulté d’identifier des cibles spécifiques.
De plus, les mécanismes d’échappement, notamment la perte d’ex-
pression de I'antigéne par ces cellules tumorales, ou I’action immu-
nosuppressive de I’environnement tumoral, affectent I’efficacité des
cellules CAR-T.

Pour surmonter ces limitations, d’autres générations de cellules
CAR-T ont été développées. Il s’agit notamment de la troisieme
génération de CAR, intégrant un deuxieme domaine de cos-
timulation, suivie de la quatriéme génération, ou TRUCK, et,
plus récemment, de la mise au point de nouvelles générations
apportant plus de contrdle. La recherche reste trés active pour
améliorer les stratégies CAR, incluant I'utilisation d’autres cel-
lules immunitaires (comme les cellules NK [natural killer], ou les
macrophages). De nombreux essais cliniques sont en cours, ciblant
des tumeurs hématologiques, des tumeurs solides et des maladie
auto-immunes. Le potentiel de ces approches est tres important
et représente un réel espoir, en particulier pour le traitement des
cancers et de I'auto-immunité. ¢

SUMMARY
The new generations of CAR-T cells

Chimeric antigen receptor (CAR)-T is one of the most promising modern
cancer immunotherapies. In the recent years, impressive results have
been obtained in the treatment of cancer which led to FDA approval
for the treatment of liquid tumors. In this cell-based therapy, immune
cells (e.g. Tand NK cells) are engineered to express a synthetic receptor
CAR to specifically recognize and eliminate cells expressing a target
antigen.

CAR has evolved through different generations aiming to boost its
biological activity and overcome limitations such as low persis-
tence, limited potency, life-threatening toxicity and inefficient activity
against solid tumor. The present review provides an overview of the
different CAR generations, starting from the 1°* generation with limited
cytotoxic activity until the latest generation, the 5™ generation or
new generation, developed to overcome various limitations of CAR T
therapy. The current ongoing clinical trials in cancer and autoimmune
diseases, and the limitation associated with CAR-T cells in cancer the-
rapy, are also discussed. ¢
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