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Résumé

Les cellules T a récepteur antigénique chimérique (CAR T-cell) sont une nouvelle classe de traitements
anticancéreux produits en manipulant génétiquement des lymphocytes T autologues ou allogéniques afin de
générer I’expression d’un récepteur chimérique dirigé contre un antigene exprimé sur la membrane de cellules
tumorales. En Europe, le tisagenlecleucel (Kymriah™) dispose d’une autorisation de mise sur le marché (AMM)
pour le traitement de la leucémie aigué lymphoblastique B en rechute/réfractaire chez I’enfant et le jeune adulte
et celui du lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) en rechute/réfractaire. L’AMM de 1’axicabtagene
ciloleucel (Yescarta™) porte sur le traitement du LBDGC et du lymphome primitif & cellules B du médiastin en
rechute/réfractaire. Les deux médicaments de thérapie génique aujourd’hui autorisés en Europe sont constitués
de cellules T autologues génétiquement modifiées pour exprimer un CAR dirigé contre CD19, un antigéne
exprimé tout au long de la différenciation lymphoide B et sur de nombreuses hémopathies malignes B. Ce travail
collaboratif fait partie d’une série de travaux d’experts et a pour but de proposer des conseils pratiques pour aider
les préleveurs a effectuer le prélevement des cellules mononucléées sanguines autologues et fournir le matériel
cellulaire de départ a I’industriel fabricant, en vue de la production pharmaceutique de CAR T-cells.

Mots-clés : CAR T-cells ; cytaphérese ; lymphome diffus a grandes cellules B ; leucémie aigu€ lymphoblastique
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Abstract

Chimeric antigen receptor (CAR) T-cells are a new class of cancer treatments manufactured through autologous
or allogeneic T cells genetic engineering to induce CAR expression directed against a membrane antigen present
at the surface of malignant cells. In Europe, tisagenlecleucel (Kymriah™) has a marketing authorization for the
treatment of relapsed / refractory B-cell acute lymphoblastic leukemia in children and young adults and for the
relapsed / refractory diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). The marketing authorization for axicabtagene
ciloleucel (Yescarta™) is the treatment of relapsed / refractory DLBCL and mediastinal B-cell lymphoma. Both
products are “living drugs” and genetically modified autologous T cells directed against CD19 which is an
antigen expressed throughout B lymphoid differentiation and on many B malignancies. This collaborative work -
part of a series of expert works on the topic - aims to provide practical advice to assist collection facilities that
procure the starting material i.e. blood mononuclear cells for autologous CAR T-cell manufacturing.

Keywords: CAR T-cells; cytapheresis; diffuse large B-cell lymphoma; B-cell acute lymphoblastic leukemia

Introduction

Trente ans se sont écoulés depuis les premicres tentatives expérimentales de manipulation des cellules T pour
leur faire exprimer des récepteurs antigéniques chimériques (chimeric antigen receptors, CAR) (1,2). L’objectif
original était de produire des cellules T a récepteur chimérique de haute affinité pour I’antigene spécifique (CAR
T-cell) permettant d’étudier les mécanismes de signalisation intracellulaire dans la cellule T et la redirection de
la reconnaissance de D’antigéne par la cellule T vers un antigéne tumoral approprié (3). A la suite du
perfectionnement des propriétés de signalisation d’'un CAR dans la cellule T, les progres ont été rapides, du
laboratoire aux essais cliniques, de sorte que les CAR T-cell ciblées sur CD19 représentent une approche
thérapeutique pour plusieurs hémopathies malignes B réfractaires/en rechute, notamment la leucémie aigué

lymphoblastique B (LAL-B) et le lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) (4-8). Les CAR T-cells sont



aussi en cours d’évaluation pour d’autres hémopathies, comme le myélome multiple et la leucémie aigué

myéloide, ainsi que dans des tumeurs solides (5,9-11).

Le tisagenlecleucel (Kymriah™, connu auparavant sous le nom de CTLO019, Novartis, Bile, Suisse) est composé
de CAR T-cell autologues génétiquement modifiées ex vivo a I'aide d'un vecteur lentiviral porteur de la séquence
génétique d'un CAR anti-CD19 incluant un domaine de co-stimulation 4-1BB. Il est indiqué pour le traitement
des enfants et des jeunes adultes jusqu'a 1'dge de 25 ans, atteints de LAL-B en rechute/réfractaire, et a recu
l'autorisation de mise sur le marché (AMM) de la FDA (Food and Drug Administration) aux Etats-Unis le
30 aolit 2017. Le 1 mai 2018, la FDA a étendu son AMM au traitement des patients adultes atteints de
lymphome B a grandes cellules en rechute ou réfractaire apres deux lignes au moins de traitement systémique, ce
qui inclut les lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC) NOS (not otherwise specified, sans autre
précision), les lymphomes B de haut grade et les LBDGC développés par transformation d'un lymphome
folliculaire. Le 22 aotit 2018, I'Agence européenne du médicament (European Medicines Agency, EMA) a donné

son approbation pour des indications similaires.

L'axicabtagene ciloleucel (Yescarta™), connu auparavant sous le nom de KTE-C19, (Gilead, Etats-Unis), est un
produit de CAR T-cell autologues génétiquement modifiées ex vivo a I'aide d'un vecteur rétroviral porteur de la
séquence génétique d’un CAR anti-CD19 incluant un domaine intracellulaire comportant la molécule de co-
stimulation CD28. Il a été approuvé le 18 octobre 2017 par la FDA pour le traitement de patients adultes atteints
de lymphome B a grandes cellules en rechute ou réfractaire aprés au moins deux lignes de traitement systémique,
notamment le LBDGC NOS, le lymphome B primitif a grandes cellules du médiastin (LBPM), le lymphome a
cellules B de haut grade et le LBDGC développé par transformation d'un lymphome folliculaire. LEMA a
autorisé son utilisation dans le LBDGC et le LBPM, apres au moins deux lignes de traitement systémique, le

23 aoiit 2018.

Les spécificités des CAR T-cells, tant dans leur mode de fabrication que dans leur profil d’efficacité et de
toxicité en font une classe thérapeutique a part, trés différente des médicaments produits par synthese chimique
ou par un procédé biotechnologique. Si I’on considere le procédé de fabrication, il s’agit — au moins pour ce qui
concerne les CAR-T cell autologues — d’un médicament personnalisé, fabriqué a facon (le délai de fabrication
appelé « turnaround time » par les Anglo-Saxons doit étre intégré dans le processus de sélection des patients
candidats et dans 1’organisation de leur parcours thérapeutique), marqué par une variabilité¢ interindividuelle

significative, et dont la qualité est affectée par la qualité de la « matiere premiere biologique ». L’obtention par



aphérése de ce matériel de départ revét donc une importance fondamentale. Cet article traite des conditions
d’obtention décentralisée des cellules mononucléées sanguines autologues qui sont le matériel de départ a partir
desquelles les CAR T-cell seront fabriquées dans un processus de production centralisé par un établissement
pharmaceutique. Les éléments logistiques et techniques tels que I'importance de la période de wash-out,

I’efficacité de collecte, I’anticoagulation et la cryopréservation sont explicités de maniere détaillée.

Méthodologie

Ce travail est le fruit d’un consensus d’experts sur les modalités du prélevement des cellules mononucléées
sanguines autologues en vue de la fabrication d’un traitement par CAR T-cells autologues commerciaux. Il
s’inscrit dans une série de travaux menée dans le but d’émettre des recommandations pratiques pour la prise en
charge des patients relevant d’un traitement par CAR T-cell. Les conclusions sont basées sur une revue de la
littérature publiée, sur 1'examen des protocoles d'étude clinique évaluant des CAR-T cells en vue de leur
enregistrement aupres des autorités sanitaires et de 1’obtention de ' AMM et des résumés des caractéristiques du

produit (RCP) des CAR T-cells commercialisées.

Ces recommandations sont destinées a rapporter les meilleures pratiques connues a ce jour dans un domaine
nouveau et rapidement mouvant; elles ont donc vocation a évoluer au fur et a mesure que l’expérience
s’accumule avec les CAR T-cells déja autorisées, et celles qui arriveront prochainement sur le marché. L’objectif
est d’aider la communauté des professionnels de santé a produire des soins de qualité élevée et homogene dans
un domaine fortement innovant. Elles s'appliquent principalement aux CAR T-cells actuellement
commercialisées pour le traitement des hémopathies malignes. En l'absence de données issues d'essais
randomisés, la décision a été prise de renoncer a toute gradation des recommandations. Lorsque les patients
recoivent un traitement par CAR T-cells dans le cadre d'essais cliniques, les praticiens se doivent de respecter les

exigences énoncées dans les protocoles d'études concernés.

Préparation a I'aphérese

Les différentes régles qui s'appliquent actuellement aux prélevements a finalité thérapeutique de cellules et de
tissus humains dans I'Union Européenne dérivent des directives Tissus et Cellules publiées en 2004
(2004/23/CE) et en 2006 (12006/17/CE et 2006/86/CE). La Commission européenne a récemment organisé une

réunion des parties intéressées pour discuter la nécessité ou non de réviser les directives Tissus et Cellules. Bien



qu'un certain nombre d'arguments relatifs notamment a la fabrication de médicaments de thérapies innovantes
(advanced-therapy medicinal products, ATMPs) aient été soulevés en faveur de la révision des directives, le
processus de révision n’a pas formellement débuté a ’heure de la rédaction de ces recommandations, et les
principes généraux relatifs a la sécurité de la personne prélevée et a la tracabilité des éléments dérivés du corps

humains restent en vigueur.

N

Les regles actuelles se rapportent seulement a la relation donneur-receveur, en situation autologue ou
allogénique, et n'abordent pas le probleme de 1'usage prévu du matériel recueilli. Il en résulte que les mémes
exigences s'appliquent aussi bien a la collecte de cellules mononucléées en vue de la greffe de cellules souches
qu'a la fourniture de la matiere premicre pour la fabrication des ATMP, sous réserve d'exigences supplémentaires
spécifiques stipulées par le titulaire de I’AMM. En France, les principes énoncés dans les Directives Tissus -
Cellules sont retrouvés dans les Regles de Bonnes Pratiques de Prélevement (RBPP) récemment révisées et
publiées en février 2020. L'expédition transfrontaliere des produits cellulaires collectés implique le respect des
reglements nationaux dans le pays d'origine et dans le pays de destination. L'obtention d'une autorisation
d'exporter des éléments d'origine humaine autologues imposera de connaitre les sérologies virales du patient et

releve de la responsabilité de I’'unité de thérapie cellulaire partenaire de I’unité de cytaphérese.

Le Tableau 1 présente une checklist qu'il importe de vérifier avant de lancer la procédure de leucaphérese.

Réalisation de la leucaphérese

Le calendrier de la leucaphérese doit étre établi en étroite coordination avec la firme pharmaceutique, en utilisant
les outils informatiques propriétaires mis a disposition garantissant a la fois une planification optimisée et une
tracabilité individuelle des médicaments en cours de production et de leur administration, car l'insuffisance des
capacités mondiales de fabrication est actuellement 1'un des goulots d'étranglement limitant la disponibilité des
traitements par CAR T-cell (13). Il est impératif d'obtenir la confirmation d'un accord sur un créneau de
fabrication avant de fixer la date de l'aphérese. Les délais entre la confirmation du créneau et celui-ci étant
parfois courts, la procédure nécessite également une bonne coordination avec le service de soins cliniques. La
mise en service en cours d’année 2020 — méme retardée par la pandémie COVID-19 — de nouvelles usines de
production localisées en Europe par les deux laboratoires pharmaceutiques détenteurs des AMM pour
tisagenlecleucel et axicabtagene ciloleucel devrait améliorer cette situation dans des proportions encore difficiles

a préciser (14). A mesure des progrés techniques et de l'augmentation prévisible du nombre de candidats



potentiels a ces traitements dans les années a venir, les limites de la capacité des centres a recueillir les cellules
représenteront néanmoins 1‘un des défis a relever. De plus, la procédure nécessite une étroite collaboration avec

le service de soins cliniques et la pharmacie hospitaliere

Les fabricants de CAR T-cell n’ont a ce jour pas émis d’exigence sur la nature des séparateurs cellulaires a
utiliser pour la collecte des cellules mononucléées sanguines autologues. Par contre, les qualifications initiales et
opérationnelles des dispositifs médicaux, le suivi des maintenances préventives et curatives, les validations de
procédés et les preuves de la formation et de 1’habilitation des personnels réalisant les séances de cytaphérese
(incluant les regles spécifiques aux aphéreses pédiatriques, en particulier chez les enfants de petits poids) sont
des éléments documentaires d’importance majeure dans la qualification d’un centre par le détenteur de I’AMM
et par les autorités sanitaires de tutelle. Techniquement, une leucaphérese sans mobilisation ressemble beaucoup
a l'aphérese pour la photothérapie extracorporelle en systeme ouvert ou pour le recueil des cellules mononucléées
allogéniques en vue d'une immunothérapie apres greffe (perfusion de lymphocytes du donneur, DLI [donor
lymphocyte infusion]) ; jusqu'a présent, ni les fabricants de séparateurs de cellules ni les fabricants de CAR-T
n'ont proposé de protocoles d'aphérese spécifiques. Les principes de management de la qualité opposables aux
unités de cytaphérése sont largement identiques a ceux énoncés dans la septieme édition du référentiel FACT-
JACIE (Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy - Joint Accreditation Committee of the
International Society for Cell Therapy and EBMT) Standards for Hematopoietic Cellular Therapies et du
référentiel FACT Standards for Immune Effector Cells, bien que des exigences supplémentaires soient souvent

spécifiées, notamment celles des fournisseurs pharmaceutiques et des autorités de santé (15).

Un seul des fabricants de CAR T-cell commerciaux — Novartis — exige actuellement que la cryopréservation des
cellules mononucléées sanguines autologues soit réalisée sur le site de prélevement, avant expédition vers le site
de fabrication du médicament. I1 est stipulé que le taux de leucocytes doit étre ajusté a la valeur de 1,0 (0,5-2,0) x
10%/L, qu'un cryoprotecteur approuvé (par la firme et par les régulateurs locaux) soit ajouté lentement et que les
cellules soient congelées avec des automates de descente en température programmée (permettant une tragabilité
de la descente en température et I’évaluation de la conformité de ce tracé), avant leur stockage dans l'azote en
phase gazeuse. Pour produire Kymriah™, Novartis accepte des cellules collectées dans les dix-huit mois
précédents. Cette organisation particuliere souleve la question de savoir si chez un certain nombre de patients
sélectionnés a forte probabilité de rechute, il serait opportun de recueillir et cryopréserver de fagon prospective
des cellules mononucléées sanguines autologues destinées a la fabrication ultérieure de CAR T-cell. Cette

proposition a méme été étendue a la population générale par certaines sociétés privées, sans qu’un fondement



médical robuste puisse €tre apporté a 1’appui de telles organisations qui restent non autorisées en France, et que
la société internationale de thérapie cellulaire et génique (International Society for Cell and gene Therapy, ISCT)
a évalué comme inutile (https://isctglobal.org/news/464648/ISCT-issues-patient-advice-and-concern-on-
unproven-T-cell-preservation-services-.htm). Les fabricants demandent que le produit d'aphérese - frais ou
cryopréservé - soit conditionné en respectant leurs instructions et leur organisation, qui incluent la mise a
disposition de leurs propres conteneurs spécifiques de transport. Les produits d'aphérese frais sont conservés au

réfrigérateur (+4-+10 °C) jusqu’a I'expédition.

Les exigences des fabricants pour le contrdle de qualité sur le produit cellulaire collecté sont limitées et la
réalisation de contrdles de qualité sur les produits cellulaires prélevés releve a ce jour essentiellement de
I’initiative des unités de thérapie cellulaire associées aux unités de cytaphérese, de facon a garantir la qualité de
ces produits et de se prémunir en cas de litige avec le fabricant du médicament. Il peut aussi y avoir des
différences entre les exigences de la FDA et celles de 'EMA (16). Il est recommandé de n'utiliser pour les
différents tests que des méthodes validées et/ou accréditées. Outre les marqueurs sérologiques déja mentionnés et
obligatoires, les contrdles de qualité sur le produit peuvent logiquement inclure des tests microbiologiques ainsi
que certaines données cellulaires permettant d’évaluer la représentation des cellules cibles de la manipulation
génétique et leur fonctionnalité (quantification des leucocytes et sous-populations, cellules CD3+ et cellules
CD45+ viables, viabilité cellulaire globale et plus spécifiquement viabilité des CD3). L'échantillonnage du
produit cellulaire collecté doit étre réalisé en conditions aseptiques (classe A : PSM ou flux laminaire) et

respecter les exigences du fabricant de facon a ne pas compromettre les étapes de transformation en aval

Bien que l'aphérése puisse étre réalisée chez des patients ayant une lymphopénie aussi profonde que 0,2 x 10°/L,
la probabilité d'atteindre le nombre cible de lymphocytes autologues et de fabriquer avec succes le produit
cellulaire est plus élevée chez les sujets dont le compte absolu de lymphocytes (CAL) est supérieur a 0,5 x 10%/L.
La réalisation de plusieurs séances de cytaphérése est possible avec Kymriah™ et parfois nécessaire en
particulier pour les enfants de petits poids candidats a un traitement pour LAL-B réfractaire ou en rechute, car la
congélation est réalisée sur place, mais rarement nécessaire pour disposer du nombre suffisant de cellules T. Au-
deld du nombre de lymphocytes T circulants, leur qualité fonctionnelle est vraisemblablement un élément
important pour la qualit¢ du produit final. I existe des raisons de penser que les traitements antérieurs
(corticoides, chimiothérapie, immunothérapie, greffe...) peuvent compromettre la qualité des cellules T
circulantes. En 1’état actuel des connaissances, nous ne disposons pas d’un biomarqueur prédictif de la

fonctionnalité des lymphocytes T, qui soit facilement utilisable en clinique. En fonction de la vitesse de

6



progression tumorale, il peut €tre nécessaire d’administrer au patient une chimiothérapie d’attente (« bridging
chemotherapy ») pendant la période de fabrication du médicament, donc apres le prélevement du matériel

cellulaire permettant d’initier cette fabrication.

La tolérance clinique de la cytaphérese est en regle générale satisfaisante, et les effets indésirables souvent moins
séveres que ceux associés a la plupart des thérapies systémiques administrées aux patients candidats & un
traitement par CAR-T Cells ; une exception a cette affirmation générale est représentée par les enfants de petits
poids pour lesquels une procédure de collecte minimisant le volume sanguin extracorporel est préférentiellement
choisie, et pour lesquels le prélevement est conduit dans un contexte médicalisé plus complexe que celui d’un
patient adulte. L’évaluation anticipée de 1’état général et des complications dont le patient souffre est nécessaire
a la fois lors d’une consultation en amont de la cytaphérese (lors de la visite d’aptitude, permettant la validation
ou non du capital veineux) et surtout la veille de la cytaphérese. Il est important de prendre en charge des
douleurs ou des complications (dyspnée, fievre...) pour permettre une séance de cytaphérese efficace et
confortable surtout en cas de lymphopénie. En effet, les patients collectés pour CAR-T cells ont des pathologies
évolutives et sont collectés a distance d’un traitement par chimiothérapie ou d’une corticothérapie. Le Tableau 2
fournit des recommandations pour les périodes de sevrage/élimination a respecter apres différents traitements de
sauvetage avant de commencer la leucaphérese. Il faut insister a ce propos sur le fait que 1'usage antérieur de

blinatumomab n'est pas une contre-indication a la thérapie cellulaire par CAR-T anti-CD19 (17).

Prélevement des cellules mononucléées sanguines autologues

L'expérience d'aphérese locale doit étre utilisée pour comparer les résultats d'aphérese, quelle que soit la finalité
du prélevement (greffes ou productions de MTI) (18-20), et plus important encore, l'efficacité de collecte (EC)

(21).
L'EC pour les cellules T et de méme pour les cellules mononucléées totales est calculée a 1'aide de la formule:
EC = lymphocytes T par poche/(Lymphocytes T périphériques (G/1) / x volume sanguin traité en litres) x 100 %

Ainsi, chez un donneur de DLI classique avec un nombre de cellules T du sang périphérique de 2 x10° / L au
début de 1'aphérese et 10 x10° de cellules T dans la poche aprés une aphérése de 8 litres, I'EC est calculée comme

suit :

EC = 10x10%(2x10° x 8) x 100 % = 10/16 x 100 % = 62.5%



L'EC est ensuite utilisée pour estimer le volume qui devra étre traité pour atteindre la dose cible de lymphocytes
T. Pour les fabricants indiquant des doses cibles pour les cellules mononucléées, 'EC peut étre calculée en
utilisant cette méthode et les volumes cibles calibrés en conséquence (voir ci-dessous). Cependant, tous les
fabricants commerciaux de CAR T-cell ne fournissent pas le nombre de cellules cibles pour le produit
d’aphérese ; certains demandent plutdt le traitement d'un certain volume sanguin, indépendamment de la taille du
patient et du nombre de lymphocytes. Une dose d'un a deux milliards de cellules T est généralement suffisante
pour démarrer la fabrication de CAR T-cell. L'EC et un nombre cible permettent d’estimer le volume sanguin a

traiter pour atteindre cet objectif.

La formule pour calculer le volume de processus cible est la suivante :

Volume traité (litres) = dose cible de lymphocyte T/(EC x concentration de lymphocytes T dans le sang)

Si un patient a, par exemple, un taux de CD3+ dans le sang périphérique de 0,2 x 10%/L dans ce cas, le volume

cible sera calculé comme suit :

VC=LT cible / (LT sang x EC)

VC =10% ((0,4 x 200 x 10) / Litres) = 1 000/80 Litres = 12,5 Litres

Dans ce cas, la valeur utilisée pour I’EC correspond a I’EC associé au séparateur de cellules utilisé. Bien que
I'EC de 62,5 % utilisé dans le calcul de notre premier exemple soit un EC assez élevé, une variation
interindividuelle importante entre patients nécessite de travailler avec une marge d'erreur importante. Nous
recommandons donc de travailler avec une efficacité de collecte atteinte par au moins 90 % des patients, sur la
base des expériences locales. Le CE a 40 % utilisé dans le deuxiéme exemple est basé sur ce principe. Il est
recommandé de comparer ses propres performances d’aphérese. L’usage d’un algorithme comme celui-ci pour
personnaliser le volume de collecte et le paramétrage du séparateur est souvent remplacé chez les patients
adultes par une approche pragmatique substituant un paramétrage harmonisé prévoyant de traiter un nombre fixe
de volumes sanguins (2 ou 3), mais peut a ’inverse &tre un facteur important a prendre en compte chez les

enfants.

Pour la leucaphérese, deux lignes d'acces veineuses de gros calibre soutenant un flux sanguin adéquat sont
nécessaires. Les voies veineuses récentes sont préférables aux cathéters de longue durée en raison du risque de
contamination bactérienne. Pour les adultes, les adolescents et les enfants pesant plus de 15 kg, l'accés veineux

périphérique suffit généralement. Chez les enfants de faible poids ainsi que trés occasionnellement chez les



adultes, la mise en place d’un cathéter veineux central simple ou double voie de gros calibre peut étre nécessaire
et doit étre idéalement planifié immédiatement avant la procédure de leucaphérese. Comme pour toute aphérése
utilisant une voie centrale, le compte rendu de pose de la voie veineuse centrale — incluant la vérification de son
bon positionnement - devra obligatoirement tre transmis au médecin d’aphéreése avant toute mise en route du
recueil. Avant l'aphérese, 1'identité du patient est confirmée a 1'aide de procédures locales standard et la poche
d'aphérese est étiquetée conformément aux exigences réglementaires, du référentiel FACT-JACIE et du
laboratoire pharmaceutique. Les identifiants spécifiques des patients requis par un fabricant donné de CAR T-
cell peuvent varier, sont en regle générale anonymisés dans le cas d’un essai clinique, et sont nominatifs dans le
cas de médicaments bénéficiant d’'une AMM ; l'utilisation d’un identifiant unique par don (DIN : Donation
Identification Number) est essentielle car il sera la base de toute la chaine de tragabilité du prélevement (« Chain
of custody » | « chain of identity ») depuis le prélevement jusqu’ a la réinjection. L'étiquetage de la poche de

recueil des cellules mononucléées sanguines autologues est réalisé au début de la procédure d’aphérese.

L'anticoagulation est obtenue avec 'ACD-A habituellement a un rapport de 1:11 a 1:13, bien que cela puisse étre
réduit au fil du temps. La plupart des fabricants interdisent 1'utilisation supplémentaire d'héparine car sa présence
dans la poche de recueil peut interférer avec le traitement en aval. La quantité d'ACD-A autorisée par minute et,
par conséquent, le débit d'entrée, est limitée par le volume sanguin total du patient. Si les veines le permettent,
un débit plus élevé peut étre obtenu en augmentant le débit de perfusion de I'ACD-A ; cela prédispose les
patients a des changements électrolytiques importants qui doivent étre surveillés régulierement et, si nécessaire,
corrigés par supplémentation en électrolytes (principalement du calcium et parfois du magnésium si persistance
des signes d’hypocalcémie) en continu au pousse-seringue. Le prélevement d'aphérese doit avoir un hématocrite
cible inférieur a trois pour cent correspondant a une couleur claire sur les colorgrammes des séparateurs de
cellules. 11 est important d’éviter la collecte des polynucléaires qui peuvent entrainer des phénomenes
d’agrégation lors de la phase de congélation/décongélation et peuvent &étre responsables d'une diminution de
viabilité et donc de rendement des lymphocytes apres décongélation. Les faibles dénombrements de cellules
mononucléées typiques, observés chez les patients, permettent de réduire les débits de collecte, limitant ainsi la
taille du produit et le prélevement plasmatique du patient. Pour respecter ces objectifs, les reégles et parametres
qui prévalent pour les collectes de cellules mononucléées sanguines autologues ou allogéniques a des fins de
greffe peuvent étre utilisés, aucun fabricant de CAR-T cells n’ayant a notre connaissance émis de

recommandation ou d’exigence sur les valeurs du débit de la pompe a collecte ou du facteur de compactage par

exemple. La poche de recueil des cellules mononucléées sanguines autologues sera préparée avant I’envoi a



I’aide de dispositifs de soudure stérile des tubulures en prenant en compte les exigences spécifiques des firmes
pharmaceutiques relatives & la longueur minimale de tubulures restantes, a la conservation ou a I’élimination des
ports d’échantillonnage ou d’injection présents sur le kit initial de prélevement, aux modalités de soudures
stériles de facon a permettre la mise en ceuvre des étapes suivantes du procédé de production propre a chaque
médicament et a chaque fabricant. Les données d'aphérése doivent étre enregistrées conformément a la
réglementation et doivent comprendre, a minima, les heures de début et de fin d'aphérese ainsi que le volume du

produit. Toutes ces données sont a renseigner dans le systeme informatique permettant de communiquer avec le

laboratoire pharmaceutique fabricant.

Conclusion

La cytaphérese réalisée pour les CAR T-cell commerciaux présente peu de spécificités techniques par rapport
aux autres techniques de prélevements de cellules mononucléées sanguines. Les régles qui s’appliquent lors de
I’exécution de la cytaphérese sont donc essentiellement celles s’appliquant a I’exécution d’une cytaphérese dont
la finalité serait le prélevement de cellules souches sanguines ou de cellules mononucléées sanguines a des fins
de greffes de cellules hématopoiétiques autologues ou allogéniques. La préparation de 1’équipe d’aphérese et de
I’équipe de ’unité de thérapie cellulaire au partenariat avec un acteur industriel nécessite cependant une solide
implantation de la culture du management de la qualité dans ces équipes (incluant une grande discipline et une
grande attention portée aux détails tels que les conditions et le format dans lesquels des informations critiques
sont collectées et transmises a 1’industriel), et un investissement conséquent en temps pour subir les évaluations
et audits imposés par chaque laboratoire pharmaceutique détenteur d’'une AMM, et pour participer aux
nécessaires formations sur les exigences spécifiques en termes de prélevement et d’expédition du produit
cellulaire collecté (22). Certaines conditions relatives au patient et a son histoire médicale doivent étre évaluées
par anticipation afin d’éviter un échec de prélevement ou un prélevement de mauvaise qualité susceptible de
contribuer a un échec de production, ou a la production d’un médicament non conforme (« Out-of-
Specification » ou OOS), en particulier le taux de lymphocytes et la période de wash-out apres le dernier
traitement antitumoral. Pendant la procédure, il convient de vérifier la bonne tolérance en particulier concernant
le risque d’hypocalcémie. Une fois la poche d’aphérese prélevée, celle-ci sera soit cryopréservée sur place, soit

expédiée a I’état frais selon les procédures de chaque laboratoire pharmaceutique.
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Tableau 1. Checklist avant 'aphérese

Avant l'aphérese
Indice de performance
ECOG

Recommandations
ECOG <2

Commentaire
A la discrétion du praticien d'aphérese. Les patients éligibles a
un prélevement de cellules souches sanguines autologues sont
potentiellement des patients également éligibles pour un
traitement par CAR T-cells. Si nécessaire le prélevement peut
étre fait en secteur de soins intensifs.

Jours apres la derniere

Attendre la récupération

chimiothérapie hématologique apres la
chimiothérapie cytotoxique
Corticothérapie Idéalement, sept jours sans Une période plus courte, voire réduite a trois jours, est

corticothérapie pour minimiser
l'effet sur le recueil et la
fonctionnalité des lymphocytes

considérée comme acceptable par Kansagra et al. (12)
Hydrocortisone a dose physiologique de substitution autorisée

Tests sanguins indispensables

Hépatite B, hépatite C,
VIH, syphilis et
HTLV

Obligatoires en France. Résultats
datant de moins de 30 jours. Les
résultats doivent étre disponibles
lors du transfert du produit
cellulaire prélevé vers le
transporteur en charge de
I’acheminer vers 1’établissement
pharmaceutique destinataire

Seuls les tests sérologiques sont exigés ; les tests moléculaires
ADN ou ARN ne sont pas nécessaires si toutes les sérologies
sont négatives

Tests sanguins pour vérifi

er la faisabilité de 1I'aphérese

CRP

Recommandé

Chez les patients avec infection active, 1'éligibilité pour
I'aphérese devra étre jugée au cas par cas

Tonogramme sanguin
et fonction rénale

Recommandé

L'aphérese est susceptible d'augmenter le risque de désordres
hydro-électrolytiques et de diminuer la tolérance des apports
liquidiens

Valeurs hématologiques exigées pour

une performance optimale de 1'aphérese

Hémoglobine

Adulte : Hb > 9 g/dL, Ht > 0,24
Enfant : Hb > 12 g/dL, Ht > 0,38

Pour optimiser l'interface durant le recueil. Transfusion autant
que de besoin de concentrés globulaires (produits irradiés)

Compte absolu des
neutrophiles (CAN)

> 1,0 x 10%L

Témoignant de la récupération de la chimiothérapie précédente

Compte absolu des
lymphocytes (CAL)

> 0,2 x 10%/L*

Un compte plus élevé est exigé chez les jeunes enfants

Plaquettes Adulte : > 30 x 10°/L Transfusion autant que de besoin
Enfant : > 50 x 10°/L
Hémogramme A réaliser le jour de I’aphéreése, en | Permet la programmation du séparateur.
complet amont et en aval de la procédure. L'aphérese peut éliminer plus de 30 % des plaquettes

A répéter au terme de la procédure
d'aphérese

circulantes

Autres

Bilan cardiologique
avec ECG

Recommandé

Tracé ECG de référence pour prise en charge si hypocalcémie
majeure liée au citrate

En fonction du contexte

PCR SARS-COV 2

Prélevement naso-pharyngé

Recommandation susceptible de varier selon le contexte

épidémique

Abréviations : ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group ; CRP : protéine C-réactive ; Hb : taux d'hémoglobine ; Ht :

hématocrite.

* Ce seuil s'applique spécifiquement a la récupération apres corticothérapie, ott un CAL > 0,2 x 10%L est un marqueur de
l'effectivité du sevrage des corticoides




Tableau 2. Période de sevrage thérapeutique et d'élimination (wash-out) avant la leucaphérese (adapté d'apres

Kansagra et al., BBMT 2018) (12)

Type de traitement

Recommandations

Commentaire

l'intensité de la chimiothérapie

Allo-CSH Les patients doivent étre sevrés | Un délai minimum d'un mois est recommandé
d'immunosuppression et sans
signes de GYHD
DLI 4 semaines Un délai de 6-8 semaines est plus siir pour écarter
tout risque de GvHD
Chimiothérapie 3-4 semaines, en fonction de Récupération des cytopénies exigée

Traitement ciblé sur le SNC

Une semaine

Agents
cytotoxiques/antiprolifératifs
de courte durée d'action

3 jours

Récupération des cytopénies exigée

Corticothérapie par voie
générale

Idéalement, sept jours pour
minimiser I'effet potentiel sur
le recueil des lymphocytes

Un délai plus court, voire réduit a trois jours, est
considéré comme acceptable.

Quel que soit le calendrier, un CAL > 0,2 x 10%/L
est souhaitable, en raison de l'effet probable d'une
corticothérapie récente sur la qualité des
lymphocytes.

Abréviations : allo-CSH : allogreffe de cellules souches hématopoiétiques ; GVHD : maladie du greffon contre I'h6te ; DLI :

perfusion de lymphocytes du donneur (donor lymphocyte infusion) ; CAL : compte absolu des lymphocytes.






