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> Les lymphocytes T présentent des fonctions
lytiques puissantes et leur adressage spécifique
aux cellules tumorales afin de les détruire est
un enjeu majeur. Leur ingénierie par transfert
d’une construction génétique codant un
fragment d’anticorps spécifique de la molécule
CD19, exprimée par les lymphocytes B, fusionné
a une unité de transduction d’un signal T a
conduit a des résultats cliniques importants
dans des formes avancées de lymphomes. Ces
lymphocytes T modifiés, appelés CAR-T cells,
ou plus simplement CAR pour chimeric antigen
receptor, ont recu une approbation par la food
and drug administration américaine en 2017
pour les deux premiers médicaments de thérapie
cellulaire : le Kymriah™ et le Yescarta™. Ces
CAR, congus pour le traitement d’hémopathies
malignes, permettent d’envisager la construction
d’autres CAR dirigés, eux, contre des tumeurs
solides. De nouvelles générations de CAR
visent a mieux contr6ler leur prolifération et
a améliorer leurs fonctions in vivo grace a la
mise en place de mécanismes d’inactivation
inductibles. Le développement des multi-CAR,
des CAR spécifiques de plusieurs cibles, et
leur combinaison aux inhibiteurs de points de
controle immunitaires ouvrent une nouvelle ere

pour I'immunothérapie des tumeurs. <

Le lymphocyte T, une arme efficace

Les progrés réalisés au cours de ces deux derniéres
décennies ont établi e role essentiel du systeme immu-
nitaire dans la surveillance et I’élimination des cellules
cancéreuses de I'organisme (Figure 1). Aprés diffé-
rentes étapes dont I’évaluation clinique de I'activité
anti-tumorale de cytokines comme I’interleukine 2 (IL-
2) ou de lymphocytes activés dés les années 1980, c’est
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surtout depuis 2010 que les immunothérapies ont montré leur potentiel
clinique. Les anticorps spécifiques de points de controle immunitaires
(ICP, immune checkpoints), qui ciblent des molécules comme CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte—associated antigen-4) et PD-1 (programmed
cell death-1)" ont ainsi bénéficié d’autorisations de mise sur le mar-
ché (AMM) pour plusieurs types de tumeurs hématologiques ou solides
[1]. Certaines de ces tumeurs, comme les mélanomes, répondent a ces
thérapeutiques. D’autres, comme les tumeurs pancréatiques, y sont en
revanche réfractaires.

Ces anticorps sont en évaluation clinique dans le cadre de nouvelles
combinaisons thérapeutiques et de nouveaux anticorps ciblant
d’autres molécules impliquées dans le controle de I'activation des
lymphocytes T, comme TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-
containing protein-3), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM
domains), Lag-3 (lymphocyte activation gene 3) et B7-H, un homo-
loque de B7.1/B7.2 ou CD80/86 [2, 3] (=) sont
en cours de développement [4, 5]. Ces ICP, qui
révolutionnent déja la prise en charge de certains
patients atteints de cancer, ne sont en réalité que
les révélateurs du potentiel de 'immunité contre
le « soi » [6]. En effet, lorsque les mécanismes

(=) Voir les Synthéses
de V. Catros et al.,
m/s n° 5, mai 2014,
page 537 et de

C. Granier et al., m/s
n° 3, mars 2018,

page 231

! Dont la découverte du rle immuno-suppresseur de la réponse anti-tumorale par James Allison et Tasuku
Honjo vient de faire I'objet du prix Nobel de Physiologie ou Médecine 2018.
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Figure 1. Les cellules effectrices du systeme immunitaire reconnaissent et tuent les cellules tumo-
rales. Lors d’une réponse immunitaire idéale, les cellules dendritiques (DC) présentent les antigenes
aux lymphocytes T CD4 et CD8 dans un contexte de molécules de co-stimulation et d’environnement
cytokinique favorable a la différenciation des cellules cytotoxiques (CTL). Les cellules de I'immunité
innée (macrophages de type M1), les cellules iNKT (invariant natural killer T) et les lymphocytes Tyd
participent a cet environnement. Les CTL reconnaissent des peptides dérivés d’antigenes associés
aux tumeurs (TAA) présentés par les molécules de classe | du complexe majeur d’histocompatibilité

(CMH) et lysent les cellules tumorales grdce a leurs molécules effectrices (perforine, granzymes) et

a la sécrétion de cytokines comme le TNF.

A Porigine de leur blocage fonctionnel sont inhibés (en I’occurrence
par les anti-ICP), les lymphocytes T montrent toute leur capacité &
reconnaitre et & lyser les cellules tumorales [7]
(=¥). Ces cellules effectrices ont en effet pour
fonction de maintenir 'intégrité du « soi » en

(=») Voirla Synthése de
V. Catros et al., m/s
n° 1, janvier 2003,

T age 43
éliminant les cellules anormales. Elles peuvent Peg

néanmoins également étre a I'origine du déclenchement de processus
dirigés contre des cellules normales du « soi », engendrant ainsi des
réactions auto-immunes séveres. Uenjeu majeur de 'immunothérapie
en cancérologie est donc d’éliminer les cellules anormales sans affec-
ter les cellules saines.

Depuis les travaux pionniers de S. Rosenberg, au National Cancer Ins-
titute (NCI), on sait qu’'une thérapie cellulaire adoptive (c’est-a-dire
par transfert de cellules immunocompétentes et donc possiblement
actives contre des cellules cancéreuses) peut conduire & des réponses
cliniques complétes dans le cas du mélanome métastatique [8].
Cette thérapie est efficace si elle est réalisée par transfert de cellules
effectrices de I'immunité adaptative ou innée en nombre suffisant et
si celles-ci reconnaissent spécifiquement les cel- (=) Voirla Synthése de
V. Catros et al., m/s
n° 2, février 2010,
page 185

lules tumorales grace a des molécules ayant une
forte affinité pour une cible moléculaire exprimée
a la surface de ces dernieres [9] (=P).

Leur efficacité est d’autant plus grande quand ces cellules combinent
un stade de différenciation a fort potentiel cytotoxique avec une
capacité a poursuivre leur expansion in vivo apres injection. Toutes ces
propriétés sont remplies par les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL)
lorsqu’ils sont spécifiques des antigénes associés aux tumeurs (TAA :
tumor-associated antigen). Optimiser ex vivo la préparation de tels
lymphocytes pour qu’ils remplissent les fonctions attendues contre les
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cellules tumorales reste cependant
encore un véritable défi [10].

Au cours de la réponse lymphocy-
taire T spécifique, la reconnaissance
du TAA repose sur le récepteur que
ces cellules expriment, le TeR (T cell
receptor). U'affinité pour des TAA des
TcR exprimés par les lymphocytes
T est faible par rapport a celle des
TcR spécifiques d’antigenes viraux
par exemple. Ceci explique les résul-
tats spectaculaires qui sont obte-
nus avec un transfert adoptif de TIL
a des patients qui présentent des
tumeurs viro-induites exprimant de
tels antigénes [10]. Ces observations
ont conduit au développement de
structures moléculaires présentant
de meilleures fonctionnalités soit
en améliorant la qualité du TcR uti-
lisé, soit en permettant au lympho-
cyte T de lier sa cible en utilisant
des constructions améliorant I’affinité du TcR pour son
ligand. Il s’agit la d’un domaine de la biologie de syn-
thése qui releve a la fois de la thérapie cellulaire et de
Pingénierie moléculaire [11].

Dans ce type d’approches, deux axes de recherche
sont menés de front, souvent par les mémes équipes
afin d’améliorer ex vivo la qualité des lymphocytes qui
seront transférés. Le premier consiste a transférer dans
les lymphocytes cytotoxiques un TcR modifié afin qu’il
présente une trés forte affinité pour "antigéne tumo-
ral : ce sont les haTcRT (high affinity TcR-engineered T
cell). Comme les TIL, ces cellules reconnaissent les TAA
a la surface des cellules tumorales dans le contexte
des molécules du complexe majeur d’histocompati-
bilité (CMH) de classe | ou Il (Figure 2). La seconde
méthode consiste a faire exprimer par le lymphocyte
T du patient un récepteur particulier dérivé d’un anti-
corps spécifique de I’antigéne tumoral (permettant
sa reconnaissance) fusionné & une région transmem-
branaire et a une ou plusieurs unités de transduction
du signal permettant 'activation de ce lymphocyte T :
ces CAR (chimeric antigen receptor engineered T cells)
créent alors une synapse immunologique qui sera
spécifique des cellules tumorales en dehors de toute
implication des molécules du CMH. Les CAR combinent
ainsi reconnaissance spécifique de I’antigéne tumoral
par un anticorps et capacité du lymphocyte T a tuer les
cellules exprimant I’antigene cible. Ces deux méthodes
d’ingénierie cellulaire ont été développées dans un
objectif d’utilisation clinique.
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Figure 2. Lymphocytes T modifiés par trans-
fert de géne. Les lymphocytes T peuvent étre
modifiés par ingénierie cellulaire pour amé-
liorer leur affinité pour la cellule tumorale
ciblée. Les TIL et les haTcRT reconnaissent les
peptides dérivés des TAA présentés par les
cellules tumorales associés a des molécules
de classe | du complexe majeur d’histocom-
patibilité (CMH). Les cellules CAR recon-
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naissent un antigéne présenté par la cellule
tumorale par la portion scFv de leur récep-
teur chimérique, hors contexte CMH. A. Un

des risques des haTcRT est la formation de

du CMH anti-CD19 dimeres avec les chaines des TcR endogenes.
, CAR Ces dimeres peuvent avoir une spécificité
Dimeres de chaines ’fgég%%idil:lr;fscc; pour d’autres antigénes et générer de la off
endogenes-transgéniques : v toxicité. B. Dans le cas du CAR anti-CD19,
Badelize ajf et Lymphocyte T la molécule CD19 ciblée est exprimée a la

Construction moléculaire des CAR

Les récepteurs chimériques des CAR sont des polypeptides qui sont
constitués de plusieurs modules distincts : un module extracellulaire
qui se liera a la cible, constitué d’un fragment simple chaine d’anticorps
(scFv), fait d’un domaine VH (domaine variable de la chafne lourde
de P’anticorps) relié par un court polypeptide flexible au domaine VL
(domaine variable de la chaine légére) du méme anticorps ; un module
d’ancrage transmembranaire ; et un ou plusieurs modules intracellu-
laires qui sont impliqués dans la signalisation lymphocytaire T (Figure 3).
Les lymphocytes T du patient sont isolés par leukaphérese, une méthode
de tri spécifique des cellules sanguines. Ils sont ensuite modifiés géné-
tiquement a P’aide de vecteurs lentiviraux ou y-rétroviraux? codant la
molécule compléte du CAR considéré. Un ratio équilibré de lymphocytes T
(D8 et de lymphocytes T CD4 dans les cellules isolées des patients permet
une bonne faisabilité du protocole pour plus de 90 % d’entre eux, méme
pour ceux qui présentent une lymphopénie sévere [12]. Lutilisation de
sous-populations purifiées de lymphocytes T naifs pourrait améliorer a
terme la fonctionnalité des cellules et est actuellement expérimentée.
Les rétrovirus de grade GMP® qui sont utilisés n’expriment plus les génes
qui leur sont essentiels : gag, pol, et env. Ceci permet la réplication du
virus et sa production sous la forme de particules qui pénétreront dans
la cellule sans qu’il y ait production efficace du virus ; ils sont donc dits
non réplicatifs. Ils ne doivent pas infecter d’autres cellules, non ciblées.
Le risque de voir resurgir des virus réplicatifs, bien que trés faible, fait
I'objet de contrdles stricts imposés aux tats-Unis pendant 15 ans par
la Food and drug administration (FDA) chez les patients qui ont été
traités [13]. Certaines équipes privilégient des méthodes de transfert de

? Les y-rétrovirus comprennent entre autres, le MLV (virus de la leucémie murine ou virus de Moloney) et
sont utilisés pour le transfert de genes.

¥ Good Manufacturing Practices. Ce sont des virus dont la production est strictement contrdlée.
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surface des cellules de lymphome B.

geénes en "absence de virus, telles que I’électroporation
ou I'utilisation de transposons pour, d’une part, res-
treindre les effets adverses et I'antigénicité potentielle
des vecteurs rétroviraux, et, d’autre part, simplifier les
procédures de préparation cellulaire.

Les CAR anti-CD19 (les premiers a avoir été utilisés avec
succes pour le traitement de patients ayant une leucémie
aigué lymphoblastique [LAL]) sont des cellules qui expri-
ment de fagon constitutive a leur surface des récepteurs
chimériques résultant de constructions constituées de la
séquence codant un scFv dérivé d’un anticorps anti-CD19
de forte affinité. Lespaceur utilisé entre les domaines
VH et VL est la plupart du temps un motif Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser répété deux ou trois fois. Le choix de 'anticorps
anti-CD19 repose sur le fait que cette molécule est
spécifiquement exprimée a la surface des lymphocytes
B normaux et tumoraux. La flexibilité du scFv anti-CD19
est assurée par une région charniere qui le sépare de la
membrane cellulaire. La partie transmembranaire de la
construction est constituée de la séquence transmem-
branaire de molécules impliquées dans la fonction des
lymphocytes T. Enfin, la région intracellulaire contient
un ou deux modules de transduction du signal, dérivés
de molécules de signalisation qui sont des co-récepteurs
activateurs des lymphocytes T.

Les deux premiéres générations de CAR utilisaient la
région transmembranaire de CD8 ou de CD4 et le module
de transduction inséré dans la partie intracellulaire était
un des domaines activateurs de molécules de co-stimu-
lation des lymphocytes T (CD28 ou 4-1BB [CD137] ou
0X40 [CD134]). Les CAR de troisiéme génération com-
binent désormais au moins deux domaines de molécules
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de co-stimulation comprenant 'un des domaines cités ci-dessus. Ces
séquences de co-stimulation sont associées au domaine de signalisa-
tion de la chafne { du complexe CD3 (CD3() du récepteur T de I'antigeéne
(TcR) & I'extrémité C-terminale du CAR produit. Toutes ces constructions
conduisent @ I’expression de récepteurs recombinants permettant au
lymphocyte T de s’activer lorsqu’il reconnait sa cible antigénique et de
lyser les cellules qui expriment cette cible.

Pour obtenir les CAR, les lymphocytes T sont activés par un cocktail
d’anticorps monoclonaux anti-CD3 (comme OKT3) et anti-CD28 couplés
a des billes puis par de I’lIL-2 et infectés par un virus recombinant codant
le récepteur chimérique. Les cellules infectées sont alors cultivées in
vitro en présence d’IL-2 ce qui permet de les faire proliférer jusqu’a
I’obtention du nombre de cellules nécessaires a leur utilisation par voie
intraveineuse en clinique, soit de 0,2 a 5 x 10% CAR" viables/kg pour les
patients de moins de 50 kg et de 0,1 & 2,5 x 108 CAR" cellules T viables
pour les patients de plus de 50 kg dans les LAL de Ienfant et du jeune
adulte et de 0,6 & 6 x 108 (KYMRIAH™) ou 2 x 10°/kg avec un maximum de
2 x 10%/kg (YESCARTA™) cellules T CAR* viables pour les patients adultes
présentant un lymphome diffus & grandes cellules B (LDGCB) réfractaire
ou en rechute.

LPavancée des cellules CAR en clinique

Les premiers CAR ont été concus par Z. Eshhar en 1989 ; il les avait
alors appelés T-bodies [14]. Leur évaluation dans des études précli-
niques réalisées des 1990 avait néanmoins révélé une toxicité sévere
ainsi qu’une incapacité a maintenir leur activité cytotoxique apres
infusion du fait du type de constructions alors utilisées [15]. €n 2003,
des essais menés in vitro et in vivo ont en revanche montré le puissant
potentiel thérapeutique de CAR anti-CD19 [16]. Des 2008, I’équipe de
M. Brenner, du Baylor College of Medicine a Houston, avait pu obtenir,
dans un essai incluant 11 patients, une réponse clinique compléete chez
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le domaine intracellulaire de la chaine
D3{) et un domaine de co-stimulation,
comme par exemple le domaine intracel-
lulaire de CD28. Dans les CAR de troisieme
génération des domaines intracellulaires
de CD137/4-1BB, CD134/0X40 ou ICOS

sont gjoutés a la construction.

une petite fille de 4 ans atteinte d’un neuroblastome
en utilisant des CAR spécifiques du GD2 (disialogan-
glioside) [17]. Mais c’est seulement en 2010 que des
cas de régression tumorale spectaculaires ont été rap-
portés dans le cadre d’essais de phase I, avec des CAR
anti-CD19 de deuxieme génération pour des lymphomes
folliculaires B [18], des leucémies lymphoides chro-
niques (LLC) [19] ou aigués (LAL) [20]. Les injections
de cellules modifiées étaient précédées de chimiothé-
rapies lymphoablatives, a base de fludarabine et de
cyclophosphamide afin d’éliminer les lymphocytes T
régulateurs (Treg) chez les patients. C’est & I'occasion
de ces essais que les équipes de C. June, de I’Univer-
sité de Pennsylvanie (UPENN) & Philadelphie, et de M.
Sadelain au Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
(MSKCC) a New York, ont décrit la fonte de masses
tumorales volumineuses en quelques jours. Citons ainsi
I’exemple d’un patient atteint de leucémie lymphoide
chronique B (LLC-B) CD19*, en rechute de sa maladie
et réfractaire a tout traitement [19]. Son inclusion
dans un essai de phase | lui a permis de recevoir 3 x10°
cellules modifiées, dont seulement 5 % étaient des CAR
anti-CD19 de deuxieme génération. Les adénopathies
qu’il présentait et qui étaient suivies par des examens
par scanner de fagon répétée, ont alors disparu en 28
jours. Le caryotype de ses cellules s’est normalisé et les
cellules B anormales ont disparu de la moelle osseuse,
parallélement a la détection d’une réponse immunitaire
spécifique. Les cellules transférées ont persisté durant
6 mois dans le sang et la moelle osseuse.

€n 2013, un autre essai pionnier portant sur 5 patients,
qui a été validé un an apres sur 16 autres patients,
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a confirmé la réduction rapide de

masses ganglionnaires volumineuses TcR endogene afd ouyd TeR transgénique CAR

chez ces patients atteints de LAL Vot ou Vy VB ou VS 2 Domaine
réfractaires a la chimiothérapie. Les Cotou G B oud extracellulaire
CA.R lllt”iSéS exprimaient un r'éc?pteur 877 p ey o€ de liaison au ligand
chimique « 19-28z » constitué d’un

scFv anti-CD19 et du domaine d’acti- (I ] Domaine _
vation intracellulaire de CD28 [20]. I
Plus de 80 % de réponses completes _

ont été observées dans cet essai et Domaine

les patients sont devenus éligibles (24 (2= ?ni:;gc:ﬁtlsgit::n
a une greffe de cellules souches ZLAP70 LAPT0

hématopoiétiques [21]. Cet essai a

par ailleurs établi que les réponses
immunitaires des patients traités
étaient corrélées a leurs réponses
cliniques : les CAR s’activent en
reconnaissant CD19 et tuent leur
cible. Néanmoins, I'efficacité du
traitement s’est traduite par une
association a un syndrome rapide
de production massive de cytokines
(CRS, pour cytokine release syndrome
ou orage cytokinique). Les clones
de cellules modifiées ont persisté plusieurs années et ont permis un
contréle de la maladie résiduelle. Cet avantage s’est parfois trans-
formé en effet indésirable car les CAR peuvent aussi cibler les lympho-
cytes B CD19* normaux, ce qui a conduit a des lymphopénies ou a des
aplasies médullaires sévéres.

Toutes ces toxicités justifient I’hospitalisation en soins intensifs des
patients traités. Celles-ci sont désormais controlées en partie par des
corticoides. Des rémissions obtenues aprés un nombre limité d’injec-
tions d’un faible nombre de cellules activées sont maintenant obser-
vées apres plus de 5 ans [22].

Plusieurs sociétés pharmaceutiques se sont engagées dans le dévelop-
pement industriel des CAR [23] (Figure 5) (=9).
€n 2017, la société Novartis, qui travaille en
collaboration avec Iuniversité de Pennsylvanie
(UPENN), a obtenu I’approbation par la FDA du
premier médicament CAR-T cells : il s’agit du
KYMRIAH™ (tisagenlecleucel), un CAR anti-CD19 destiné & des enfants
en échec thérapeutique d’une LAL. Uautorisation a été obtenue bien

(=) Voir la Chronique
génomique de B.
Jordan, m/s n° 11,
novembre 2017,

page 1003

avant la fin de I'essai clinique programmé pour 2024, 83 % de rémis-
sions ayant été observées deés les 70 premiers patients inclus au cours
des trois premiers mois de I’essai.

La logistique entourant les 20 centres de préléevements, qui assurent
la cytaphérése (isolement des lymphocytes des patients), et le
laboratoire central, qui assure la préparation des CAR (modification
génique et multiplication des cellules modifiées), sont gérés par
Novartis. La gestion rapide de la toxicité de ces traitements est tres
standardisée. Ce médicament est en essai clinique pour d’autres
types de tumeurs.
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et la persistance des lymphocytes T.

Figure 4. Principes de 'ingénierie des lymphocytes T pour une reconnaissance spécifique des tumeurs.
Le TcR endogene est composé de chaines a et B (dans les lymphocytes T CD4 et CD8) ou de chaines y
et & (dans les lymphocytes Tyd) qui s’associent aux chafnes 7y, 8, € et { du complexe CD3. Quand le
TcR rencontre le peptide antigénique apprété par la cellule tumorale et présenté par des molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |, une cascade de mécanismes de signalisation
intracellulaire conduit a I"activation du lymphocyte T. U'activation requiert I’engagement concomi-

tant de récepteurs de co-stimulation comme CD28 pour soutenir ’expansion, la fonction cytotoxique

La FDA a également autorisé un autre CAR anti-CD19,
le YESCARTA™ (axicabtagene ciloleucel, commercialisé
par la société Gilead) pour le traitement de lymphomes
non hodgkiniens (LNH) agressifs de I’adulte?. Uingénie-
rie de ce CAR résulte d’un partenariat entre le National
Cancer Institute (NCI) américain et la société Kite
Pharma propriétaire du brevet et récemment rachetée
par Gilead [23]. Le YESCARTA™ q obtenu en juillet 2018
I"autorisation temporaire d’utilisation et d’essai en
France pour le traitement de patients adultes atteints
de lymphome non hodgkinien agressif ou indolent
réfractaire, de lymphome des cellules du manteau
adulte, de LAL de I'adulte et de I'enfant (essais ZUMA
1-5). Ces essais sont multicentriques et sont réalisés
dans plusieurs hopitaux francais. Le colit actuel de ces
traitements dépasse 300 000 euros par patient.

La société JUNO Therapeutics a été fondée en 2013
par des chercheurs, pionniers des CAR au Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center a New York et au fred
Hutchinson Cancer Center de Seattle (£tats-Unis).
Elle est engagée dans des essais de phase | et || mul-
ticentriques pour évaluer les CAR 19-28z dans des
lymphomes non hodgkiniens, mais aussi les CAR anti-
WT1 (Wilms Tumor 1) dans la leucémie aigué myéloide

* Les lymphomes diffus a grandes cellules B sont les formes les plus communes des
lymphomes non hodgkiniens (LNH) a cellules B. Les lymphomes folliculaires, ceux de
la zone marginale, et ceux des cellules du manteau sont aussi des LNH a cellules B.



(LAM), anti-CD22 dans des lymphomes non hodgkiniens et les LAL et
des multi-CAR en combinaison avec des anticorps thérapeutiques
comme les anti-points de contrdle inhibiteurs (ICP) notamment. Les
multi-CAR peuvent étre des mélanges de plusieurs CAR présentant
des spécificités différentes ou des CAR construits pour reconnaitre
plusieurs cibles [9].

La société Cellectis développe, elle, des CAR allogéniques®, afin
d’éviter le besoin de lymphocytes autologues (isolés du patient lui-
méme afin d’éviter tout probléme de rejet ou de réaction du greffon
contre I’hdte - GvHD). €lle met au point des CAR « universels », n’ex-
primant plus de récepteur T de I’antigéne, qui pourraient étre stockés
et utilisés a la demande (therapy off the shelf). Les réactions immu-
nitaires induites par ces cellules freinent cependant leur avancée
en clinique. D’autres CAR sont en développement dans les tumeurs
hématologiques. Ils ciblent notamment CD138 ou la molécule B-cell
maturation antigen (BCMA) dans le myélome, (D33 et CD123 dans la
leucémie myéloide chronique (LMC), et CD22 dans les LAL [10]. Pour
chacun de ces ligands, la conception et Poptimisation du récepteur
chimérique a ses particularités.

Efficacité et toxicité : ce qui ne tue pas renforce

€n 2018, I'efficacité des CAR anti-CD19 a été reconnue. Un taux de
90 % de réponses a été en effet rapporté pour les patients en rechute
de LAL a cellules B et de plus de 60 % pour les patients en rechute de
lymphomes non hodgkiniens a des stades avancés [24].

Les CAR peuvent aussi induire des événements indésirables graves
qui engagent le pronostic vital du patient. Lorsque les CAR recon-
naissent leur cible, ils libérent des quantités massives de cytokines
inflammatoires, comme le TNF-a (tumor-necrosis factor alpha),
I"IFN-y (interféron gamma) et de multiples autres cytokines, comme
les IL-1, -2, -6 et -8 qui sont a "origine du recrutement en cascade
de différentes cellules de I'immunité innée et adaptative et qui
amplifient a leur tour la réponse de ces cellules vis-a-vis de I’hGte.
Les symptomes les plus fréquents sont une fiévre, une hypotension,
une hypoxie, une tachycardie et des frissons. Mais une tempéte cyto-
kinique excessive peut conduire a une hyperperméabilité capillaire
qui peut étre a I'origine d’un cedéme cérébral, d’une insuffisance
cardiaque ou d’une atteinte rénale aigué. 'emballement de la
réponse immunitaire peut étre provoquée par Iactivation de cellules
immunitaires par de faibles niveaux d’antigénes reconnus par les
CAR exprimés sur d’autres tissus : la toxicité est alors dite « on tar-
get ». U'orage cytokinique peut aussi résulter de la reconnaissance
de structures présentant un mimétisme antigénique avec I’antigene
tumoral, par réaction croisée : la toxicité est alors dite « off tar-
get ». La lyse massive et rapide des cellules tumorales peut donc
également conduire @ une toxicité.

L’analyse des biomarqueurs produits au cours des phases aigués de
la réponse a permis de trouver des solutions thérapeutiques. Ainsi,
le tocilizumab (RoActemra™), un anticorps inhibiteur du récepteur

% Les lymphocytes modifiés qui seront injectés ne proviennent pas du patient.
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de I’IL-6, est maintenant inscrit dans I'arsenal thé-
rapeutique des essais cliniques utilisant des CAR et
susceptibles de s’accompagner d’une violente réponse
inflammatoire. Son utilisation est un bel exemple de
sérendipité [25].

Les chimiothérapies lymphoablatives qui sont réa-
lisées avant I'infusion des CAR chez les patients
sont aussi responsables de neurotoxicité : leur choix
et leurs doses sont en cours de standardisation.
Aujourd’hui, une meilleure maitrise des conditionne-
ments chimiothérapeutiques, des sous-populations
cellulaires soumises a I’ingénierie, des plateformes de
préparation, des doses injectées, et I’administration
préventive de corticostéroides et d’anticorps anti-
cytokines, permettent de progresser dans les essais
thérapeutiques des CAR [12, 26] (Figure 5).

Application des CAR aux tumeurs solides

Les résultats obtenus dans des tumeurs hématologiques
avec les CAR ont incité les équipes a poursuivre I'ingé-
nierie de ces cellules pour des applications aux tumeurs
solides [27]. Les anticorps choisis sont peu nombreux :
peu de protéines de surface strictement spécifiques de
ces tissus tumoraux existent [7]. Des peptides anti-
géniques peuvent étre présentés dans certains types
histologiques de tumeur, mais ils sont souvent partagés
par des tissus sains essentiels. C’est pour cette raison
que des peptides de TAA, comme MART-1 (melanoma-
associated antigen recognized by T cells 1), Ny-€50-1
(New York esophageal squamous cell carcinoma 1),
gpl00 et CAP1 (cyclase-associated protein 1) (issu
de Iantigéne carcinoembryonnaire : ACE), sont dits
« associés aux tumeurs » ou « embryonnaires » [7].
Uoptimisation de la spécificité de tels CAR est donc
complexe.

Le tout premier essai clinique mené en 2010 avec des
CAR construits avec le scFv de I’anticorps ciblant HER2
(human epidermal growth factor receptor 2) a révélé
une toxicité pulmonaire fulgurante et létale, alors
méme que la toxicité de I"Herceptin™, un anticorps
utilisé dans le cancer du sein métastatique HER2* (avec
surexpression de ce récepteur) est modérée [25]. Le
variant 3 d’un récepteur de la méme famille (EGFRvIII)
est une cible intéressante : il est exprimé spécifi-
quement par certaines tumeurs cérébrales [28]. Une
réponse complete et de longue durée a pu étre observée
avec des CAR spécifiques de ce récepteur. lls sont main-
tenant en évaluation dans plusieurs centres.

Des CAR de deuxieme ou de troisieme génération ciblant
HER?2, la mésothéline, ’ACE mais aussi le GD2-0-acétylé
(forme 0-acétylée de GD2), MUC1 (mucine 1), cMET
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Figure 5. Grandes étapes et améliorations
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d’immune checkpoints, des
immunostimulants

(tyrosine-protein kinase Met), ROR1 et ROR2 (receptor tyrosine kinase-
like orphan receptor 1 et 2), CD133 (prominin-1), CD171 (L1CAM : L1 cell
adhesion molecule) sont désormais en évaluation clinique de phase 1/11
aux €tats-Unis, en Chine et en Europe pour différents types de tumeurs
[25, 26].

€n paralléle, une nouvelle voie de ciblage des tumeurs solides s’ouvre
en raison de leurs particularités métaboliques. Les mécanismes de
0-glycosylation souvent anormaux dans les tumeurs sont a I'ori-
gine de I’expression d’antigenes pour lesquels des CAR peuvent étre
congus : les 5€5-CAR ciblent des formes glycosylées particuliéres
de la mucine MUCL (Tn-MUC1) qui sont présentes dans les adé-
nocarcinomes pancréatiques, coliques et de 'ovaire, des tumeurs
contre lesquelles des essais sont menés actuellement [29]. Des CAR
anti-VEGF-R2, le récepteur du VEGF (vascular endothelial growth
factor) permettent également le ciblage du microenvironnement
tumoral [25].

Les obstacles a surmonter pour accéder aux tumeurs solides
D’autres raisons que leur spécificité antigénique expliquent les échecs
observés avec les premiéres générations de CAR dirigés contre des

tumeurs solides et les difficultés rencontrées. Contrairement aux
cellules sanguines anormales, les cellules de tumeur solide sont pro-
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tégées par de multiples barrieres provenant de leur
microenvironnement. La nature fibreuse de la matrice
extracellulaire et les anomalies des cellules endothé-
liales sont ainsi des barrieres physiques a la migration
des CAR qui, provenant du sang, doivent rejoindre le site
tumoral et pénétrer au sein du stroma tumoral. Le pH
acide, I’hypoxie et le trés faible apport en nutriments
(glucose, glutamine, L-arginine) constituent également
un environnement hostile @ la survie et a la multiplica-
tion in situ de ces lymphocytes thérapeutiques [30].
Le métabolisme glycolytique tumoral et I'inflammation
chronique qui s’installent au sein des tumeurs solides
conduisent de plus a de fortes concentrations locales
en molécules et cytokines immuno-régulatrices. Cet
état est favorable au recrutement de lymphocytes T
régulateurs (Treg), de cellules suppressives myéloides
(MDSC), de macrophages immunosuppresseurs (TAM) et
a I'expression de récepteurs inhibiteurs qui s’opposent
a Iactivité des CAR. Ces écueils ne peuvent étre sur-
montés que par le développement de constructions
moléculaires plus élaborées, relevant parfois de la bio-
logie synthétique combinatoire, et dites de « prochaine
génération » (next generation CAR-T cells).



Les améliorations attendues des next generation CAR-T cells

Les efforts d’ingénierie qui visent a optimiser les résultats cliniques en
minimisant les effets indésirables portent sur la spécificité, la survie,
’adressage des CAR & la tumeur et Parrét de leur activité [11, 27]
(Figure 5). La longueur de la construction, la taille et la flexibilité
de la région charniére du CAR sont des caractéristiques qui peuvent
étre optimisées, mais chaque antigéne tumoral est particulier [11].
Par exemple, les propriétés de I"espaceur situé entre la partie scFv et
la région transmembranaire, qui améliorent I"affinité pour I’épitope
reconnu par les CAR spécifiques de ROR1, en essai dans le cancer du
sein, différent de celles d’autres CAR [31].

Les CAR n’ont pas la méme fonctionnalité selon le module de co-stimu-
lation choisi pour leur construction [27]. Les BBzCAR constitués d’un
module intracellulaire dérivé de 4-1BB ont ainsi une biogenése mito-
chondriale accrue qui est favorable a leur différenciation en lympho-
cytes T centraux mémoires ; les 28zetaCAR qui contiennent un module
intracellulaire dérivé de CD28 sont polarisés vers un métabolisme gly-
colytique et une différenciation en lymphocytes T effecteurs mémoires
[32]. Le choix du module intracellulaire de la construction conditionne
ainsi la capacité de division ou d’épuisement des CAR apres leur injec-
tion. Des optimisations sont expérimentées pour des CAR de troisieme
génération en ajoutant un deuxieme module de costimulation, comme
ICOS (inducible costimulator) [33], ou en remplacant le module dérivé
de la chaine CD3( par des séquences de signalisation des cellules NK
(natural killer) [25]. Les CAR de quatriéme génération présentent une
séquence permettant la production de cytokines : la reconnaissance
de la cible entraine ainsi I'activation d’un facteur de transcription
permettant I'expression d’IL-12 ou d’IL-18 [34].

On assiste aujourd’hui a Parrivée des tous premiers multi-CAR en essai
clinique [11, 27, 35]. Ils expriment plusieurs récepteurs chimériques
constitués de scFv spécifiques de différentes cibles antigéniques. Ces
molécules chimériques différentes peuvent étre transduites dans la
méme cellule, c’est la logique du « AND ». Elles peuvent également
étre introduites dans des cellules différentes qui seront combinées au
moment du traitement, c’est la logique du « OR ». Ces combinaisons per-
mettent d’augmenter la reconnaissance spécifique des CAR et de réduire
leur toxicité off target en abaissant les doses de chacune des deux
populations de CAR. Ces stratégies sont en préparation pour des essais
de traitement des glioblastomes dans lesquels des CAR anti-€GFRvlII,
-HER?2, -IL13Ra2 ont déja fait, séparément, I"objet d’essais cliniques et
pourraient étre combinés & des anticorps thérapeutiques anti-PD-1 [36]
Les équipes pionniéres dans le domaine des CAR cherchent aussi de
nouvelles voies d’amélioration a partir de leurs observations cliniques.
Elles tentent en effet de comprendre pourquoi certains patients ont
répondu avec des guérisons spectaculaires. Le cas du patient n® 10 de
I’essai CTLO19 mené a I'université de Pennsylvanie est tres informatif
[37]. Ce patient a guéri de sa leucémie aprés une injection de 5,6x10°
lymphocytes modifiés ; 'analyse de ses lymphocytes circulants, 2 mois
apres I'infusion, a révélé que plus de 98 % de son répertoire était clo-
nal. Le transgeéne s’était inséré dans un locus impliqué dans le méca-
nisme d’activation des lymphocytes T : c’est ce clone qui a guéri le
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patient ! Uinsertion du transgene dans un « bon » locus
par des méthodes CRISP/Cas9 sous I'influence d’un
promoteur adapté est ainsi un objectif poursuivi par
plusieurs équipes [24]. Une insertion dirigée influen-
cerait non seulement la puissance du CAR, mais aussi
sa persistance sans phénoméne d’épuisement [24].
Dans ce cas, les doses de cellules injectées pourraient
étre réduites, ce qui permettrait de diminuer les effets
adverses que I’on observe.

Les prochaines générations de CAR devront éviter les
effets délétéres d’une persistance trop importante des
clones modifiés. Des systemes d’arrét d’activité, comme
I’expression conjointe d’un CAR inhibiteur (iCAR) recon-
naissant un autre antigéne exprimé par les cellules saines
avec des modules de transduction inhibiteurs empruntés
aux molécules PD-1 pourraient permettre d’atteindre
cet objectif [12, 24]. Uactivité du CAR peut aussi étre
modulée en ajoutant un gene de délivrance d’un signal
apoptotique par induction de la caspase 9 [24].

Les essais cliniques actuels sont réalisés avec des cel-
lules autologues pour éviter les risques immunologiques
et de GvHD, mais des transferts de CAR dans des cellules
souches précurseurs de lymphocytes T modifiés pour-
raient permettre d’utiliser des cellules allogéniques et de
développer des CAR « off the shelf » [12, 381 (Figure 5).
Plus de 40 essais cliniques de CAR dans des tumeurs
solides sont actuellement référencés sur le site https://
clinicaltrials.gov/ des National Institutes of Health. lls
combinent parfois I'inhibition de la tolérance par des ICP
et le ciblage de plusieurs récepteurs selon les concepts
des CAR de « prochaine génération ». Des essais sont
en cours en Chine pour des stades avancés de tumeurs
solides avec des anticorps anti-CTLA-4 et anti-PD-1 et
des CAR spécifiques de la mucine MUCL, du récepteur
EGFR et de la mésothéline.

Le transfert de TcR : haTcRT
(TcR-engineered T cell)

Depuis les essais de thérapie adoptive par des TIL dans le
mélanome, il a été montré que des réponses complétes et
durables peuvent survenir lorsque des lymphocytes T CD8
spécifiques des TAA sont injectés aux patients. Leur effi-
cacité est corrélée a I'affinité du TcR qu’elles expriment.
Lorsque ces TIL spécifiques peuvent étre triés et amplifiés,
leur pouvoir thérapeutique peut étre amélioré si I'injection
est précédée d’un conditionnement lymphoablatif [8].
C’est de ces constats, ainsi que des difficultés rencontrées
pour I’expansion des lymphocytes de patients atteints de
cancer [39], qu'a émergé I'idée de modifier des lympho-
cytes T afin de leur faire exprimer un TcR qui soit spéci-
fique de TAA avec une affinité optimale : les haTcRT.
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Le transfert de chaines de TeR a et B dans des lymphocytes T primaires
est une technologie maitrisée depuis 20 ans, mais elle génere des cel-
lules qui continuent d’exprimer leur TcR endogene et la reconnaissance
de I'antigene ciblé nécessite sa présentation par les molécules du CMH
(Figure 2).

€n 2006, R. Morgan, du laboratoire de S. Rosenberg, a publié les pre-
miers résultats cliniques obtenus avec des lymphocytes T modifiés
pour reconnaitre MélanA (ou MART-1, melanoma-associated antigen
recognized by T cells) dans le mélanome métastatique. Deux des 17
patients qui avaient été traités ont montré une réponse, mais les
résultats n’étaient pas supérieurs a ceux obtenus avec des TIL utilisés
dans ce méme essai.

Des essais cliniques ont ensuite été menés dans différents contextes
de CMH, avec des TcR d’avidité et d’affinité optimisées. Dans le
myélome multiple, 80 % de réponses cliniques ont été obtenues en
ciblant NY-£S0-1, sans toxicité. Par contre, d’importantes toxicités
cutanées, oculaires, auditives et de dépigmentation sont survenues
dans la majorité des autres essais [25]. Dans les essais ciblant MAGE-
A3 (melanoma-associated antigen-A3), des toxicités sévéres sont
apparues entrainant parfois le décés du patient moins de 7 jours apres
Iinfusion des lymphocytes T. Actuellement, des essais de haTcRT spé-
cifiques d’antigénes d’HBV (virus de I’hépatite B), d’HPV €6 (human
papillomavirus €6), de MAGE-A3, MAGE-A4, NY-ESO-1, ou WTL, sont en
cours pour le traitement de tumeurs solides ou hématologiques [25].
Les néoantigenes résultant d’instabilités des microsatellites ou d’ori-
gine virale sont également des cibles prometteuses. La spécificité de
ces antigenes tumoraux est importante et leur tolérance est limitée.
Néanmoins, leur développement ne pourra étre réalisé que dans le
cadre de thérapies personnalisées apres le séquencage de I'exome de
leur tumeur.

GLOSSAIRE

CAR : chimeric antigen receptor modified T cells

CRS : syndrome de libération de cytokines ou orage cytokinique

Fab : domaine d’une immunoglobuline responsable de la reconnais-
sance de I'antigene par I'anticorps. Le fragment Fab d’un anti-
corps a une affinité pour I’antigene proche de celle de "anticorps
entier. Il est formé de la chaine légére entiére (V,+C,) et d’une
partie de la chafne lourde (V+Cyy). Il est monovalent

GvHD : graft-versus-host disease

haTeRT : high affinity TcR-engineered T cell

ICP : Immune checkpoints inhibitor

LA : leucémie aigué

LAL : leucémie aigué lymphoblastique

LAM : leucémie aigué myéloblastique

LLC : leucémie lymphoide chronique

LMC : leucémie myéloide chronique

LNH : lymphome non hodgkinien

TAA : tumor-associated antigen

TAM : tumor-associated macrophage

TIL : tumor-infiltrating lymphocyte
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U'analyse des effets toxiques observés avec les haTcRT
révele qu’ils résultent de la reconnaissance, par ces
cellules modifiées, d’antigenes qui sont exprimés par
des tissus sains. Ce risque a pour origine la production
par les cellules de dimeres constitués d’'un mélange de
chaines du TcR endogene et de chaines transgéniques
(Figure 2). Les mésappariements conduisent ainsi a une
off toxicity qui peut étre dramatique lorsque les haTcRT
colonisent le tissu cardiaque ou nerveux, leur puissance
lytique considérable pouvant entrainer une nécrose des
tissus en quelques jours. Les perspectives d’améliora-
tion des haTcRT portent sur I’extinction de I’expression
des chaines de TcR endogénes, des méthodes également
applicables aux CAR. Elles portent aussi sur I’exploita-
tion de ce que les chafnes de TeR d’un lymphocyte Tyd
et celles d’un lymphocyte Taf ne peuvent s’associer
et générer de diméres [40]. Deux options sont ainsi
envisagées : transférer un TcR aff dans des lymphocytes
Tyd exprimant les chaines Vy9Vd2, ou transférer un TcR
Vy9Vd2 dans des lymphocytes Taf. Ces deux optimisa-
tions ajoutent une seconde spécificité antitumorale a
la cellule modifiée : ce TcRYd reconnaitra en effet les
phosphoantigénes® qui sont exprimés dans de nombreux
types de tumeurs [2, 9, 41]7.

Conclusion

Apres des années de preuves de concept soutenant
Iintérét de "immunothérapie des cancers, la biologie
synthétique ouvre une époque dorée (golden age) dans
laquelle la thérapie adoptive par lymphocytes T a une
place de choix. Les lymphocytes T sont des « bombes »
capables de lyser rapidement des masses tumorales
volumineuses. 'avantage des CAR réside dans leur
capacité de reconnaissance spécifique d’une cellule
tumorale en dehors de tout contexte impliquant le
CMH. La restriction due a la présentation par les molé-
cules du CMH est par contre un frein au développement
des haTcRT. Mais ces deux types cellulaires sont aussi
capables de toxicité aigué ou chronique (off ou on
target) et la sécurité de leur utilisation nécessite de
nouveaux développements. Susceptibles de générer

¢ Le TcR des lymphocytes ¥ reconnait spécifiquement les phosphoantigénes. Ce
sont des petits métabolites phosphorylés permettant la biosynthése des isopré-
noides par la voie du DOXP (1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate) chez les eubactéries
ou les protozoaires et par la voie du mévalonate dans les cellules humaines can-
céreuses. Le phosphoantigéne naturel des lymphocytes T Vy9Vd2 dans les cellules
tumorales est I'isopentényl pyrophosphate (IPP) dont la biosynthése est trés
amplifiée dans les cellules cancéreuses.

7. June annongait en 2017 (9*" International Symposium of the clinical use of Cel-
lular Products, Cellular Therapy 2017, 16-17 Mars 2017, Erlangen, Allemagne), que
le gain cumulé de survie avait été de 1 587 années pour les 468 patients injectés
dans la totalité des essais de thérapie par lymphocytes T génétiquement modifiés
en Pennsylvanie.



une auto-immunité, le talon d’Achille de toute immunothérapie,
P’utilisation clinique de ces cellules modifiées incite a beaucoup de
prudence. Ces deux stratégies bénéficieront certainement d’amélio-
rations portant sur leur spécificité, leur affinité et la maftrise de leur
toxicité, amplifiant ainsi leur efficacité thérapeutique. Ces nouveaux
traitements, combinés aux anti-ICP, devraient permettre la révolu-
tion tant attendue de 'immunothérapie des cancers: reconnafitre
spécifiquement la tumeur, amplifier les effecteurs tout en réduisant
les probléemes liés a leur potentiel auto-immun. Malgré les difficul-
tés, les CAR entrainent déja les cliniciens et les investissements des
industriels dans leur sillage. ¢

SUMMARY

Next generation engineered T cells for cell therapy: from lymphoma
to solid tumors

FDA approval and French ATU for chimeric antigen receptor (CAR) T
cells represent an advanced step in the challenge of immunotherapy
to cure cancer. The field of adoptive cell therapy emerged with the
discovery that tumor-infiltrating-lymphocytes (TIL) can be used to
treat melanoma patients. CAR T cells are engineered by gene transfer
to express both receptors that target tumor-associated molecules
and Killing T cell functions. We report here how several decades of
technology combining the specific recognition of an antibody with T
cell function have led to the potent activity of CD19-targeting CAR
KYMRIAH™ and YESCARTA™ i.e, high remission rates in patients with
chemorefractory lymphoma. However, potentially fatal toxicity inclu-
ding cytokine release syndrome and neurotoxicity need next gene-
ration developments. Affinity fine-tuning, combinational CARs and
guidelines for toxicity management are enhancing the safety of more
powerful CAR T. Such CARs are emerging for solid tumor targeting.
Synthetic biology approaches leading to personalized cell therapy
marks the beginning of a new area. ¢
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