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H Résumé

Les leucémies aigués lymphoblastiques B (LAL- B) représentent la premiére cause de cancer chez
I'enfant. Malgré un taux de survie a 5 ans supérieur a 90 %, les LAL sont une des causes majeures
de décés lié au cancer dans I'enfance. Une nouvelle classe d'immunothérapie se basant sur des
lymphocytes T génétiquement modifiés pour exprimer a leur surface un récepteur antigénique
chimérique (CAR) ciblant le CD19, marqueur présent sur la majorité des cellules leucémiques B,
va potentiellement révolutionner la prise en charge des LAL B en rechute ou réfractaire. Les taux
de réponse au traitement vont de 60 % a 90 % dans des essais de phase I/1l incluant des patients
en deuxieme rechute ou plus ou porteurs d'une maladie réfractaire. Des rémissions persistantes
voire des guérisons ont été observées. Ces trés bons résultats préliminaires permettent d’envisa-
ger dans un futur proche leur utilisation en 1% ligne dans le cas de maladies de particulierement
mauvais pronostic. Cependant la production de ces cellules, leur codt ainsi que la gestion des
effets secondaires sont des enjeux majeurs pour le futur de cette thérapeutique. La survenue de
rechutes « (D19 négatives » a conduit a élaborer des CARs multispécifiques. Les CAR-T cells allogé-
niques permettraient quant a elles d’avoir a disposition un arsenal thérapeutique adapté a la cible
dés le diagnostic. Les perspectives de développement des CAR T cells résident désormais dans
I'optimisation des techniques dans les leucémies et lymphomes et dans I'extension des domaines
d’application aux tumeurs solides de I'enfant.

B Abstract
CART cells: current indications in children and perspectives

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the first cause of cancer in children. Five-year overall sur-
vival is greater than 90% but leukemia remains a major cause of death from cancer in children.
A new class of immunotherapy based on a chimeric antigen receptor “CAR” targeting the (D19
on the B leukemic cells and that is transduced in an autologous or allogenic T lymphocyte will
allow to transform the prognosis of refractory or relapsed B-ALL. Overall response rates range
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from 60 to 90% in phase I- Il studies in patients with second relapse or more or with refractory
disease. Persistent remissions and even cures have been observed. These very good results could
lead to use this treatment in first line for patients with very high-risk disease. However, CAR-T cells
production, costs and adverse events management represent major issues for the future of this
therapeutic. The occurrence of (D19 negative relapses has led to develop bispecific CAR-T cells.
Allogeneic CAR would permit to obtain a “CAR garage” off the shelf available from the diagnosis.
Perspectives for CAR-T cells are immense but will involve technological progresses around the CAR
conception and production, leading to further improve results in leukemias (ALL but also AML) and
lymphomas and hopefully to the emergence of efficacy in childhood solid tumors.

Cet article fait partie du numéro supplément Les cellules CAR-T : une révolution thérapeutique ?

réalisé avec le soutien institutionnel des partenaires Gilead : Kite et Celgene.

Principes

Les CARs sont des récepteurs composés d’un domaine de liaison
extracellulaire se liant a un antigene défini spécifique de la cellule
tumorale cible, combiné & un domaine de signalisation intra-
cellulaire d’un lymphocyte T. Le domaine de liaison a I'antigéne
consiste en la combinaison de chaines protéiques issues de la
région variable d’une chaine lourde (VH) et d’une chaine légere
(VL) d’'une immunoglobuline reliée entre elles par un « linker » de
petite taille (de 10 a 25 AA) pour former une protéine de fusion :
scFv (pour single chain fragment variable). Cette protéine de
fusion linéaire est hautement spécifique de son antigene cible. Le
récepteur chimérique peut donc reconnaitre une cellule tumorale
portant cet antigene cible sans que celui-ci ne doive étre présenté
par une molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilité. Des
antigenes tumoraux de nature non protéique peuvent aussi étre
ciblés. Le domaine intracellulaire du CAR transmet I'activation et
les signaux de costimulation par I'intermédiaire de la chaine zeta
du (D3 (signal 1) et de molécules de costimulation nécessaires
aux fonctions effectrices et a la multiplication du lymphocyte T
(signal 2) [1].

Le processus de production des CAR T cells repose sur le respect
de regles de bonnes pratiques de fabrication (« GMP ») permet-
tant d’assurer la sécurité, I'efficacité et la reproductibilité de la
production. Les lymphocytes du patient ou d'un donneur sain sont
prélevés par leucaphérese puis isolés et activés par des anticorps
anti (D3 et/ou anti CD28. Parallelement une construction génique
contenant le scFv et les molécules de costimulation est intégrée a
un vecteur de type lentivirus ou gamma-retrovirus dans la plupart
des cas. L'utilisation d'un gamma retrovirus permet un processus
simplifié par rapport au lentivirus qui nécessite des transfections
répétées. Ce vecteur ADN ou ARN est ensuite introduit dans les
lymphocytes du patient ou du donneur sain apres stimulation ex
vivo, ce qui facilite la transduction du vecteur. Une fois transduites
les cellules monospécifiques pour le scFV sont amplifiées jusqu’a
un nombre suffisant pour leur application clinique. Ils donnent
lieu aux CAR autologues lorsqu’il s"agit de lymphocytes du patient
ou aux CAR allogéniques lorsqu'il s'agit de lymphocytes d’'un
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donneur sain. Ils sont administrés au patient aprés contréle de
fonctionnalité et de I'absence de contamination infectieuse.
La purification des lymphocytes T, leur modification génétique
puis leur expansion en culture nécessitent une durée totale de
production de I'ordre de 2 a 3 semaines [2,3]. Il estimportant de
noter que le produit final, bien que constitué de cellules vivantes,
a un statut de médicament (« living drug ») puisqu'il sagit de
cellules transformées.

Evolution des CAR T cells

Depuis leur développement initial en 1989 les CAR T cells ont
évolué en générations successives suivant les caractéristiques
de leur domaine intracellulaire (Figure 1) [4].

Les CAR de 17 génération contiennent uniquement la sous-unité
zeta de la molécule (D3 du complexe TCR/CD mais ne permettent
pas de générer un effet anti tumoral satisfaisant [5].

Les CAR de 2¢ génération contiennent, en plus de la sous-unité
zeta de la molécule (D3, un autre gene exprimant le domaine
de transduction du signal CD137 ou (D28 ou 4-1 BB [6,7]. lls
ont montré leur supériorité dans leurs capacités d’expansion
et de persistance a long terme ainsi que dans I'obtention de
réponses cliniques objectives par rapport aux CAR-T de premiére
génération [8].

Les CAR de 3¢ génération utilisent 2 unités de costimulation au
choix parmi CD28, 4-1BB, IC0S, 0X40, (D27, NKG2D. L'addition
de molécules de costimulation supplémentaires permettrait une
augmentation de la prolifération ainsi que de la survie des CAR
T cells [9].

Les CAR de 4 génération contiennent en plus une cassette
d’expression génique induite par le CAR (TRUCK), capable de
sécréter des cytokines suite a la reconnaissance de I'antigene
par le CAR [10].

Actuellement, dans la plupart des études utilisant des CAR
autologues, les patients recoivent une chimiothérapie de
lymphodéplétion par cyclophosphamide et fludarabine suivie
de l'injection des CAR T cells. En effet les 8 premiéres études
rapportant les 38 premiers patients avec lymphome non
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FIGURE 1
Evolution des CAR T cells.
VL = chaine légere, VH = chaine lourde, VH + VL + Linker = scFv

hodgkinien ayant recu des CAR T cells de premiére ou deuxieme
génération sans conditionnement préalable n’ont pas présenté de
réponse objective [2]. Une étude de phase | a confirmé l'intérét
de I'utilisation d’une chimiothérapie de lymphodéplétion pour
obtenir une meilleure expansion et une meilleure persistance des
CAR T cells. La supériorité de |'association cyclophosphamide et
fludarabine sur le cyclophosphamide seul a été confirmée dans
une étude incluant des patients adultes présentant une LAL B en
rechute ou réfractaire avec une meilleure persistance des CAR T
cells et une meilleure survie sans maladie [11,12].

Indications actuelles en pédiatrie

L'utilisation de CAR T cells a pour objectifs de cibler un antigene
associé aux tumeurs. L'antigene doit étre le plus spécifique
possible de la cellule maligne afin d’obtenir un effet sélectif
sans effet secondaire sur les cellules saines.

Le CD19 est considéré comme étant proche de I'antigene idéal.
Il sagit d’'une protéine exprimée a la surface des cellules B et
de leurs précurseurs ainsi que dans la majorité des leucémies
aigues lymphoblastiques B (LAL-B) de I'enfant. Le (D19 n’est pas

Bulletin du

tome 105 > Supplément 2 > Décembre 2018

exprimé par les cellules souches hématopoiétiques. Son expres-
sion est donc restreinte a une lignée cellulaire dont I'absence peut
étre palliée par des injections substitutives d'immunoglobulines
polyvalentes. Les LAL-B CD19+ sont ainsi I'indication de choix
en pédiatrie pour I'utilisation des CAR T cells (D19 (Tableau 7).

Leucémie aigué lymphoblastique B : cibler le CD19
(Tableau 2)

Les premiéres observations pédiatriques

Deux patients, un présentant une LAL-B en 2¢ rechute a 2 ans
du diagnostic initial et un présentant une LAL-B en 2¢ rechute
post allogreffe de moelle, ont recu une injection de CAR T cells
transduits avec un lentivirus comportant les genes codant pour un
CAR anti CD19 et 2 molécules de costimulation du lymphocyte T
(CD3 zeta et 4-1BB). Le taux d’expansion des CTL étaient 1000 fois
supérieur au taux initial de cellules injectées. Les cellules étaient
détectées dans la moelle osseuse et dans le liquide céphalo rachi-
dien. Une rémission compléete a été obtenue chez les 2 patients.
La premiere patiente est actuellement considérée comme guérie
puisque sa survie sans rechute est supérieure a 6 ans. Le second
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TaBLEAU 1
Nombre d’essais recensés dans le monde (a gauche)
et en France (a droite) chez I’enfant d’apres Clinicaltrials.gov
au 02/07/2018.
Pathologies
Cibles Leucémies Lymphomes Tumeurs
des CAR aigues solides
D19 77/1 43/0
D22 13/0 13/0
(D33 5/0
123 7/0
(D20 7/0 8/0
D30 1/0 9/0
D5 1/0 1/0
7 0/0 0/0
GD2 11/0

a présenté une rechute sous la forme de cellules leucémiques
(D19 négatives, 2 mois apres le traitement [13].

Etudes pilotes

Au National Cancer Institute (Bethesda, Ma, Etats-Unis), un pre-
mier essai de phase | d’escalade de dose a étudié 21 patients. Ces
patients présentaient une LAL-B ou un lymphome non hodgkinien
et il s’agissait de CAR T cells CD19 autologues transduits avec un
retrovirus comportant le géne codant pour un scFV anti-CD19
plus les génes codant pour CD28 et (D3 zeta. La dose maximale
tolérée a été définie a 1x10¢ CAR T CD19 par kg. Tous les effets
secondaires ont été réversibles sans aplasie B secondaire [14].
14 % des patients ont présenté un syndrome de relargage cyto-
kinique (CRS, voir plus loin). Quatorze sur 21 patients ont obtenu
une réponse compléte a )28 post injection. Douze sur 20 patients

TABLEAU 2

Lee et al. 2015 [14]

Nb patients 21 2

Age médian 15 ans 7 et 10 ans
Allogreffe 8 1

MRD négative 12/20 2/2

MRD : méthode CMF CMF
d’évaluation

EFS

0S A'9,7 mois : 51,6 %

CRS 16

Evénement 6

neurologique

avec une LAL B étaient en rémission moléculaire. Dix patients
ont ensuite été traités par une allogreffe de moelle et étaient
toujours en rémission a un an de l'injection. Deux patients qui
n'avaient pas bénéficié d'une allogreffe de moelle ont rechuté
sous la forme d’une LAL B (D19-.

A I'Université de Pennsylvanie, une cohorte de 30 patients
présentant une LAL B en rechute ou réfractaire (25 de moins de
22 ans, 5 de plus de 26 ans) a été traitée. Parmi les 30 patients,
18 présentaient une rechute post allogreffe de moelle, 3
présentaient une maladie réfractaire au blinatumomab (anti-
corps bispécifique « BITE »). Les patients recevaient de 0,76 a
20,6 x 106 CTLO19 par kg (CAR T cells de 2¢ génération, transduits
avec un lentivirus codant pour un scFV anti CD19 et pour les
domaines (D3 zeta et 4-1 BB) apres une chimiothérapie de
lymphodéplétion. 90 % des patients (27,/30 patients) étaient
en rémission morphologique complete a 1 mois. Parmi les 27
patients en rémission cytologique 19 ont conservé leur réponse
sur une durée médiane de suivi de 7 mois. Parmi les 3 patients
réfractaires au blinatumomab, 2 ont obtenu une rémission
compléte apres l'injection de CAR-T cells. Les 2 patients qui
présentaient des blastes dans le LCR au moment de la réinjection
ont également obtenu une réponse compléte y compris au niveau
du systéme nerveux central. A 6 mois, la survie sans événement
était de 67 % (intervalle de confiance 95 % : 51 a 88 %) et la
survie globale de 78 % (IC 95 % : 65 a 95 %). La probabilité de
persistance des CTLO19 a 6 mois était de 68 % (IC 95 % : 50 a
92 %). Parmi les 18 patients traités par CTLO19 apres allogreffe
de moelle la survie sans événement et la survie globale ne
différaient pas de facon significative de I'ensemble des patients
de I'étude. Apres traitement par CTLO19 5 patients ont recu une
thérapeutique supplémentaire dont 3 une allogreffe de moelle en
rémission. Les effets secondaires rapportés étaient de 2 ordres :
aigus et a long terme. L'effet secondaire majeur aigu était le
syndrome de relargage des cytokines (CRS) associant élévation
des cytokines inflammatoires, activation des lymphocytes T et
prolifération. Le (RS était mineur a modéré chez 22 patients et

Etudes cliniques de phase précoce chez des patients d’age pédiatrique traités par CAR T cells anti CD19.

Grupp et al. 2013 [15] Maude et al. 2014 [16] Maude et al. 2018 [17] Gardner et al. 2017 [18]

30 75 45

14 ans 12,2 ans

18 28

22/30 81 % 89 %

CMF CMF CMF

A 6 mois : 67 % A 6 mois : 73 % A 12 mois : 50,8 %
A 6 mois : 78 % A 6 mois : 90 % A 12 mois : 69,5 %
100 % 77 % 93 0

13/30 40 % 49 %

Nb = nombre ; MRD = maladie résiduelle ; EFS = survie sans événement, OS = survie globale, CRS = syndrome de relargage cytokinique.
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sévere chez 8 patients avec nécessité d'utilisation d’amines vaso-
pressives. Neuf patients recurent une injection de tocilizumab,
anticorps bloquant le récepteur a I'lL-6, permettant une résolution
des symptomes. Le second effet secondaire notable aigu était
neurologique pour 13 patients. Les symptomes allaient de Ia
confusion a I'encéphalopathie. Aucun patient n’a conservé de
séquelle neurologique. A long terme, tous les patients qui pré-
sentaient une réponse au traitement ont développé une aplasie B
qui a persisté jusqu’a un an apres l'injection des CTLO19. Sept
patients ont présenté une rechute entre 6 semaines et 8,5 mois
apreés l'injection, dont 3 patients aprés une perte précoce des
CAR T cells. Apres récupération de lymphocytes B (2 a 3 mois),
3 autres patients présentérent une rechute. Le dernier présenta
une rechute cytologique a 6 semaines [15].

A Seattle, une étude de phase | a également rapporté I'efficacité
de CART cells anti-CD19, également transduits avec un lentivirus
codant pour un scFV anti CD19 et pour les domaines (D3 zeta et
4-1 BB, mais ici caractérisés par un ratio (D4/CD8 défini, chez
45 patients agés de 12 mois a 27 ans [11]. L'dge médian était de
12,2 ans. Le statut de la maladie au moment de I'injection était
réparti comme suit : 3 en maladie réfractaire, 15 en premiére
rechute, 22 en seconde rechute, 5 en 3¢ rechute ou au-dela.
Dix-sept patients n'avaient pas été allogreffés au préalable.
Neuf patients présentaient un envahissement neuroméningé.
Six patients avaient préalablement recu du blinatumomab. Le
taux de rémission complete avec maladie résiduelle (MRD)
négative était de 89 %. Il était de 100 % pour les patients ayant
recu une chimiothérapie de lymphodéplétion par fludarabine
cyclophosphamide. Quatre des 6 patients ayant recu du blinatu-
momab antérieurement ont présenté une rémission compléte
avec MRD négative. La survie sans événement (EFS) estimée
3 12 mois était de 50,8 % (IC95 %, 36,9-69,9 %) et la survie
globale (0S) de 69,5 % (IC95 %, 55,8-86,5 %) avec une durée
meédiane de suivi de 9,6 mois. Dix-huit patients qui présentaient
une réponse compléte ont rechuté dont 17 uniquement au niveau
meédullaire et 1 au niveau méningé isolé. Sept rechutes étaient
(D19-. Sur les 11 rechutes (D19+ la durée médiane entre injection
et rechute était de 5,98 mois (1,25-14) avec une durée médiane
entre la perte de I'aplasie B et la rechute de 3,7 mois (0-11).
Onze patients ont été consolidés par une allogreffe de moelle
dont 2 rechuterent. L'analyse des 40 patients ayant obtenu une
rémission complete MRD- a permis de mettre en évidence que la
perte de I'aplasie B, reflet de la perte de CART cells fonctionnels,
augmentait le risque de rechute (D19+. Huit patients recurent une
seconde injection de CAR T cells apres perte précoce des cellules
mais seulement 2 présentérent une expansion de ces cellules.
Les 6 patients n'ayant pas présenté une expansion des cellules
avaient recu une chimiothérapie initiale peu immunosuppressive
(sans fludarabine). L'incidence globale de CRS était de 93 9%,
classé sévere pour 23 %. Seize patients recurent du tocilizumab,
10 patients des corticoides. L'incidence globale d’événement
neurologique était de 49 %, sévere pour 21 %. L'existence d’'un
(RS sévere était prédictive de la survenue d’une neurotoxicité
sévere (p = 0,01).
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Ftude de phase 2

Une étude internationale de phase 2 multicentrique, ELIANA,
menée sur 25 sites (dont 2 sites francais) dans 11 pays, a
confirmé ces excellents résultats sur une cohorte de 75 patients
d’age pédiatrique ou adultes jeunes traités pour une LAL B (D19+
en rechute ou réfractaire avec le produit CTLO19 [16]. Quarante-
six patients (61 %) avaient recu une allogreffe de moelle. Le
pourcentage médian de blastes au diagnostic était de 74 %
(5-99 %).Le taux de rémission compléte a 3 mois était de 81 %
avec une maladie résiduelle négative en CMF. Le taux de survie
sans événement et de survie globale était de 73 % (IC95 %, 60
3 82 %) et 90 % (1C95 %, 81 a 95 %) respectivement a 6 mois,
et de 50 % (IC95 %, 35 a 64 %) et 76 % (1C95 %, 63 a 86 %) a
12 mois. 73 % des patients ont présenté des effets secondaires
de grade 3-4. Un syndrome de relargage cytokinique est survenu
chez 77 % des patients et 48 % d’entre eux ont d recevoir du
tocilizumab. Trente-cinq patients ont été transférés en unité de
soins intensifs pour la gestion du CRS pendant une durée médiane
de 7 jours : 19 ont recu des amines vasopressives, 33 ont eu
besoin d’apport d’oxygéne dont 10 une ventilation mécanique, 7
ont été dialysés. 40 % des patients ont présenté une complication
neurologique sans cedeme cérébral dont 10 patients avec un
grade 3. Tous les patients qui ont présenté une réponse au
traitement ont développé une aplasie B avec une probabilité
de maintien de cette aplasie a 6 mois de I'injection de 83 %
(IC95 %, 69 & 91 %).

Suite aux résultats de ces études de phase précoce, les CTLO19,
tisagenlecleucel (CAR T cells de 2¢ génération intégrant la sous
unité zeta du CD3 et le domaine de costimulation 4-1 BB) a
obtenu |'approbation de la FDA en aodt 2017 dans le traitement
des LAL B réfractaires ou apres 2 rechutes ou plus chez I'enfant
et I'adulte de moins de 25 ans.

Une étude d’expansion internationale (CTLO19 B2001X), ouverte
aussi en France, propose a des patients de moins de 25 ans, pris
en charge pour une LAL B (D19+ réfractaire ou en rechute et
inéligibles a une allogreffe de moelle, une injection de CTLO19
apreés chimiothérapie de lymphodéplétion (NCT02435849).

Lymphomes B

Depuis octobre 2017 I'axicabtagene ciloleucel, ciblant également
le (D19 est le 2¢ médicament a base de CAR T cells a avoir obtenu
I'approbation de la FDA aux Etats-Unis, dans les lymphomes B
diffus a grandes cellules (DLBCL, lymphome non hodgkinien le
plus fréquent chez I'adulte), les lymphomes de haut grade et les
lymphomes B primitifs du médiastin réfractaires de I'adulte. Le
tisagenlecleucel a également obtenu I'approbation de la FDA en
mai 2018 dans le traitement des DLBCL, lymphome B a grandes
cellules de haut grade réfractaire ou rechute de I'adulte.

Dans une étude multicentrique de phase Il menée chez
111 patients adultes traités pour un lymphome B réfractaire ou en
rechute, les taux de réponse objective et de rémission complete
apres ce traitement étaient de 82 % et 51 % respectivement [17].
Le taux de survie globale a 18 mois était de 52 %. Un syndrome
de relargage cytokinique de grade 3 ou supérieur survint chez
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13 % des patients, une complication neurologique chez 28 %
des patients.

Dans une revue publiée en 2017 sur I'utilisation de I'axicabtagene
ciloleucel dans les lymphomes non hodgkiniens agressifs, 5 études
principales sont rapportées, initialement monocentriques puis
pluricentriques nationales [18]. Dans les 3 études monocentriques
réalisées sur 7 a 22 patients évaluables, une réponse objective
était obtenue pour 73 a 92 % des patients avec un taux de réponse
complete de 14 a 62 %. Dans les 2 études nationales de phase |
puis de phase Il réalisées sur 7 et 101 patients respectivement,
le taux de réponse objective était de 71 a 82 % avec un taux
de réponse complete de 54 a 57 %. Parmi les 101 patients de
I'étude de phase II, 13 % ont présenté un CRS supérieur ou égal
a un grade 3 et 28 % un événement neurologique supérieur ou
égal a un grade 3.

Aucune étude n’est publiée sur Iutilisation de CAR anti CD19 dans
les lymphomes de I'enfant.

Actuellement, en France, aucun essai thérapeutique basé sur
I'utilisation de CAR T cells CD19+ n’est ouvert pour les patients
de moins de 18 ans présentant un lymphome B réfractaire ou
en rechute. Deux essais sont ouverts chez I'adulte dans le lym-
phome du manteau et les lymphomes diffus a grandes cellules
(NCT03484702, NCT02601313). Vingt-six essais de phase | et
17 essais de phase Il sont ouverts dans le monde pour les patients
d’age pédiatrique présentant un lymphome B.

Indications émergentes en pédiatrie

Par ailleurs, de nouvelles cibles se développent :
- Pour permettre de lutter contre I'émergence de cellules
leucémiques (D19 apres traitement par CAR T cells CD19.
- Pour cibler d’autres pathologies lymphoides (LAL T, lym-
phome de Hodgkin) ou myéloides (LAM).
- Pour cibler des tumeurs solides comme le neuroblastome.

Leucémies aigués lymphoblastiques B :

cibler le (D22

Le marqueur de surface (D22 est exprimé sur la plupart des
cellules leucémiques de la lignée B. La perte de I'antigéne (D19,
dont les mécanismes sont divers, est logiquement a |'origine
d’une résistance a I'immunothérapie anti (D19 [19,20]. Des
études pilotes sont actuellement en cours chez I'enfant afin de
tester la faisabilité d’un traitement par CAR T cells CD22+ dans
le cadre de la prise en charge de LAL B réfractaire ou en rechute.
Des constructions de CAR se basant sur différents épitopes de
(D22 ont permis de démontrer une potentielle efficacité en
I'associant aux domaines de signalisation du TCR 4-1 BB et (D28
[21]. Une étude de phase | avec escalade de dose a rapporté les
résultats obtenus chez 21 patients d’age pédiatrique et adulte
incluant 17 patients préalablement traités par immunothérapie
anti (D19. A une dose supérieure a 1 X 106 (D22-CAR T cells par
kg, 11 patients sur 15 ont obtenu une rémission complete. La
durée médiane de rémission était de 6 mois. Les rechutes étaient
associées a une diminution de la densité d’expression du (D22
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[22]. Un essai est actuellement ouvert a Stanford testant un CAR
bispécifique antiCD19 /anti (D22 (NCT03241940)

Actuellement en France aucun essai thérapeutique n’est ouvert
se basant sur ce traitement chez I'enfant.

Leucémie aigiie lymphoblastique T :
cibler le CD5 et/ou le (D7

Problématique

Etendre I'indication des CAR T cells aux pathologies malignes
T est problématique car la plupart des marqueurs T de surface
pouvant étre ciblés sont partagés par les cellules T normales et
pathologiques. Cibler un marqueur T comme le (D5 ou le CD7
conduirait a une aplasie T et a une « lutte fratricide » a I'origine
d’une destruction des cellules injectées. Cependant des études
in vitro et précliniques montrent la faisabilité de cette démarche.
Apres cette « |utte fratricide » transitoire, les lymphocytes T acti-
vés transduits avec un CAR (D5 s’expandent. Ils ont la capacité
de reconnaitre et tuer des lignées de cellules T malignes, des
cellules lymphoblastiques T primaires et de contréler une maladie
progressive dans des modeles murins de xénogreffe. La limitation
de leur efficacité est due 3 une perte de I'expression du (D5 3 la
surface de cellules cibles [23].

Perspectives

Afin de réduire la « lutte fratricide » au cours de I'expansion
des cellules T transduites plusieurs méthodes sont utilisées en
préclinique : bloquer I'expression du (D7 par I'intermédiaire d’un
PEBL (protein expression blocker) ou générer une disruption du
géne (D7 au sein de lymphocytes T exprimant le CAR [24] sans
compromettre leurs fonctions cytotoxiques.

Actuellement il existe un essai de phase | ouvert aux Etats-Unis
utilisant les CAR (D5 (NCT03081910).

Leucémie aigué myéloide : cibler le (D33

et/oule (D123

Le CD33 est un marqueur présent sur les cellules de leucémies
aigues myéloides (LAM) dans 87 % des cas mais également sur
les progéniteurs myéloides normaux. Il est considéré comme une
cible de choix depuis I'utilisation du gemtuzumab ozogamycin,
anticorps monoclonal anti CD33 conjugué a I'immunotoxine
calicheamicin, en combinaison avec de la chimiothérapie dans
les LAM. L'utilisation de CAR T cells CD33 dans des modéles
précliniques murins de LAM conduit a une éradication des blastes
myéloides humains mais également a une myélotoxicité sévere.
Afin d’éviter cet effet secondaire a long terme, des CAR T cells
(D33 sont développés de maniere a étre exprimés de facon
transitoire par I'utilisation d’'un ARN modifié. Cette approche
pourrait étre utilisée pour obtenir une réponse satisfaisante avant
allogreffe de moelle [25].

Le (D123 est un marqueur présent dans 78 % des LAM, mais
également sur les progéniteurs et les cellules hématopoiétiques
matures des cellules de la lignée myéloide. Il est une cible de
choix en s’attaquant aux cellules souches leucémiques. Des
modeles précliniques montrent une efficacité in vivo de CAR
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bispécifiques CD33/CD123 de 2¢ génération et dont |'expression
est uniquement transitoire [26].

L'expression de NKG2DL a la surface des cellules de LAM est
rapportée dans plus de 2/3 des cas. Des lymphocytes T auto-
logues ont été modifiés afin d’exprimer un CAR comprenant un
récepteur NKG2D associé a la chaine zeta du CD3. L'avantage est
que les molécules NKG2DL sont tres peu voire pas exprimées a
la surface des cellules de tissu sain, ce qui rend ce traitement
tres spécifique des cellules tumorales. Cette technologie a été
utilisée avec succes chez un patient de 52 ans présentant une
LAM en rechute [27].

Lymphomes B : cibler le (D20

Le CD20 est un antigéne présent a la surface des cellules B du
stade pré B au lymphocyte B mature. Il est un marqueur de surface
pour les lymphomes B comme le lymphome B diffus a grandes
cellules. Les anticorps monoclononaux type rituximab ont trans-
formé le pronostic des lymphomes B folliculaires et des DLBCL.
Des essais précoces sont en cours pour cibler les lymphomes B
réfractaires de I'adulte par des CAR T cells CD20+. Des CARs de
premiére génération CD20+ ont été utilisés dans 2 études publiées
avec des réponse obtenues respectivement pour 2/7 patients
atteints d’'un lymphome folliculaire ou du manteau et 0/2 patients
atteints d’un lymphome B diffus a grandes cellules en rechute [1].

Lymphome de Hodgkin et lymphome anaplasique

a grandes cellules : cibler le (D30

Le CD30 est un antigene présent dans les pathologies lymphoides
type lymphome de Hodgkin (LH) et lymphome anaplasique &
grandes cellules (ALCL). Une étude de phase I d’escalade de dose
a été menée chez 9 patients réfractaires ou en rechute d’un LH ou
d’un ALCL. Une injection de CART cells CD30+ exprimant la molé-
cule de costimulation (D28 a été réalisée sans chimiothérapie
préalable. Aucune toxicité n'a été attribuée aux CART cells. Sur les
7 patients présentant un LH, un patient a obtenu une rémission
compleéte plus de 2 ans et demi apres la 2¢ injection, un patient
pendant 2 ans et 3 ont connu une stabilisation de la maladie.
Sur les 2 patients présentant un ALCL, un patient a été mis en
rémission complete pendant 9 mois apreés la 4¢ injection [28].
Actuellement, des essais cliniques précoces de CAR CD30 sont
en cours, notamment aux Etats-Unis, dans les lymphomes
Hodgkiniens et non hodgkiniens réfractaires CD30+. En France,
aucun essai n‘est ouvert dans cette indication, ni chez I'enfant,
ni chez I'adulte.

Tumeurs solides : identifier la cible spécifique

Problématique

Plusieurs cibles surexprimées dans les tumeurs solides de I'adulte
font I'objet de CAR T cells dédiées. La plupart des antigénes
associés aux tumeurs sont également présents au sein de cellules
normales. Cibler des antigenes de surface présents de facon non
exclusive sur les cellules malignes conduit a des effets secon-
daires a court et/ou long termes plus ou moins acceptables. avec
une augmentation des effets « on target / off tumor », soit une
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augmentation de la toxicité [29]. De plus, le microenvironnement
tumoral est a l'origine de 3 types de barriéres empéchant une
bonne accessibilité des CARs a la tumeur : environnementale
(dysfonction des cellules endothéliales, hypoxie), inflammatoire
(recrutement de cellules immunosuppressives, sécrétion de TGF
beta, et de leucotriénes), et immunosuppressive (expression de
ligands de PD -1).

Chez I'adulte I'utilisation de CAR T cells ciblant le récepteur tyro-
sine kinase ERBB2/HER2 a conduit a un déces chez le premier
patient traité. Ce déces a été expliqué par la présence de cellules
ERBB2+ a la surface de |'épithelium pulmonaire, conduisant a une
défaillance pulmonaire et un syndrome de relargage cytokinique.
Une défaillance hépatique est survenue apres I'utilisation de CAR
T cells ciblant le carbonic anhydrase IX (CAIX), antigéne présent
a la surface des cellules de carcinome rénal mais également sur
I'épithélium biliaire sain.

Neuroblastome

Une des cibles actuellement étudiées dans les tumeurs solides
est le GD2, ganglioside présent a la surface des neuroblastes mais
également en moindre proportion sur les cellules nerveuses péri-
phériques et le cervelet. L'utilisation sur des modéles précliniques
de CAR T cells ciblant le GD2 a conduit 3 une neurotoxicité fatale
[30]. Un essai de phase I a rapporté I'expérience de CAR GD2 de
1re génération chez des patients atteints d’'un neuroblastome.
Sur 8 patients évaluables 2, ont obtenu une réponse objective.
Cependant I'utilisation de CAR de 2¢ génération a été décevante
avec une absence de réponse chez 11 patients apres la 6¢ semaine
de traitement et I'absence de persistance des CAR [31].

Glioblastome

Une revue a rapporté récemment 3 études utilisant des CAR
T cells en traitement des glioblastomes, pathologie dont Ia
durée médiane de survie a la rechute n’excéde pas 9 mois
[32]. Une étude de phase | d’escalade de dose a évalué la
faisabilité de I'administration de CAR T cells ciblant HER2 chez
des patients présentant un glioblastome progressif sans lym-
phodéplétion préalable. Dix-sept patients ont été inclus dont 7
de moins de 18 ans avec une durée médiane de suivi de 8 mois
(10 semaines-29 mois). Sur 16 patients évaluables, 1 a obtenu
une réponse partielle pendant 9 mois, 7 une maladie stable
pendant 8 semaines a 29 mois, 8 ont progressé. La survie globale
médiane était de 11,1 mois (1C95 %, 4,1-27,2) apres l'injection
des CAR T cells [33].

L'injection locale de CAR T cells ciblant la sous unité a2 du
récepteur de l'interleukine 13 dans les glioblastomes a montré
une activité clinique sans toxicité notable (qui aurait pu étre
attendue apres injection par voie systémique) [34]. L'injection
intra tumorale pourrait étre une voie d’amélioration dans I'uti-
lisation des CAR T cells dans les tumeurs du systeme nerveux
central.

Enfin, une étude de phase | a évalué I'utilisation de CAR T cells
EGFRVIII chez des patients présentant un glioblastome résiduel ou
en rechute. Cette étude a montré Ia faisabilité, sans CRS ni autre
toxicité, de I'administration de CAR T cells dans cette indication.
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Elle a également permis de montrer que I'injection intraveineuse
de ces lymphocytes T modifiés avaient la capacité de passer la
barriere hématoencéphalique car ils étaient retrouvés au sein
de la tumeur [35].

Sarcomes

Une étude de phase I/l a évalué la faisabilité de CAR ciblant
HER2 dans les sarcomes. Dix-neuf patients ont été inclus dont 12
de moins de 18 ans. Sur 17 patients évaluables, 4 ont présenté
une maladie stable pendant 12 semaines a 14 mois sans toxicité
significative [36].

Perspectives de développement
et moyens

Place dans I’arsenal thérapeutique des LAL B
Actuellement, I'indication validée aux Etats-Unis (et en attente
en Europe) des CAR T cells est le traitement des LAL-B D19+
réfractaires ou en 2¢ rechute ou plus, chez des patients de moins
de 25 ans. Devant les taux de réponse importants secondaires a
I'administration de cette thérapeutique il serait envisageable de
considérer leur utilisation i) a la place d’une allogreffe de moelle
pour les patients avec une maladie avancée (plus de 2 rechutes,
rechute post allogreffe de moelle) puis pour les 17 rechutes
de haut risque et en 1 ligne pour les LAL réfractaires et ii) a
la place d’une chimiothérapie intensive prolongée en 1% ligne
pour les LAL de haut risque. Pour envisager cette indication,
il est nécessaire de confirmer les résultats initiaux en termes
d’efficacité (plus de patients traités et suivi plus prolongé) et de
comprendre et maitriser les effets secondaires spécifiques liés
aux CAR T cells. Il est également indispensable d’améliorer leur
accessibilité. En effet les CAR autologues ont I'inconvénient de
requérir la présence d’un nombre suffisant de lymphocytes T chez
le patient ainsi qu’un temps d’ingénierie parfois trop long. Ainsi
sont développés des CAR allogéniques permettant de disposer a
tout moment de lymphocytes T dirigés contre les cellules cibles
définies (cf infra).

La place de I'allogreffe de moelle par rapport a I'administration
des CAR T cells est également discutée. En effet la survie des
patients traités par CAR T cells ne differe pas selon qu’ils ont recu
une allogreffe de moelle au préalable ou pas [11]. Le traitement
par CAR T cells permettrait soit d’obtenir une maladie résiduelle
négative, facteur prédictif d'un meilleur succés de la greffe, soit
de se passer d’'une allogreffe de moelle, pourvoyeuse d’effets
secondaires non négligeables.

Amélioration de I'accessibilité

CAR allogéniques

Le développement de CARs universels a partir de lymphocytes
T issus de donneurs sains présente de nombreux avantages. Il
permet de passer outre les difficultés de recueil de lymphocytes
chez un patient préalablement traité par chimiothérapie. Il per-
met également de mettre a disposition immédiate des cellules
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T modifiées « sur I'étagére » (off the shelf) selon la cible choisie.
Le principe est d’inactiver le TCR endogene de la cellule T en
question pour ainsi limiter le risque de réaction du greffon contre
I'h6te. Deux nourrissons en rechute de LAL B avec réarrangement
de MLL, ont ainsi recu des CAR allogéniques anti-CD19. Ceux-ci
subissent une triple manipulation 1) délétion de la chaine alpha
du récepteur T (TCR), 2) délétion du gene codant pour (D52 grace
3 des « ciseaux moléculaires » (TALEN : transcription activator
like effector nuclease), 3) insertion par vecteur lentiviral d'une
construction (scFV anti-CD19-41BB-(D3 zeta). Les enfants ont recu
une lymphodéplétion intensifiée : Fludarabine, Cyclophosphamide
et alemtuzumab (anti (D52). Malgré cela, I'expansion des cellules
a été restreinte dans le temps. Une des hypotheses expliquant
cette difficulté est la reconnaissance puis la destruction de ces
lymphocytes modifiés par les cellules NK qui ont la capacité de
cibler les cellules déficientes en CMH de classe I. Un des patients,
non compatibles pour les alléles du CMH de classe 1, a développé
une réaction du greffon contre I'h6te par contamination lors de
I'injection des CAR T cells par des lymphocytes T pour lesquels
I'inactivation du TCR n’avait pas fonctionné [37]. Néanmoins, ces
deux enfants ont recu une allogreffe post CAR et vont bien avec
un recul significatif (3 ans pour le premier patient).
Actuellement, deux essais internationaux de phase 1/1l sont
en cours. lls évaluent la faisabilité de I'utilisation de ces CARs
universels anti-CD19 chez des patients d’age pédiatrique (étude
PALL, NCT02808442) ou adulte (étude CALM, NCT02746952)
pris en charge pour une LAL B réfractaire ou en 2¢ rechute (ou
1re rechute si post-greffe). L'utilisation des CAR allogéniques se
concoit actuellement plus comme un pont vers la réalisation
d’une allogreffe de moelle en situation de meilleur minimum
tumoral.

D’autres CAR T cells allogéniques sont en cours d’essai, notam-
ment anti CD123 (NCT03190278).

CAR multispécifiques

Deux stratégies de combinaisons de CAR sont développées, a
I'origine de CAR bi-spécifiques ou dual-CAR. Soit le lymphocyte T
exprime un CAR contenant 2 domaines de liaison différents « en
tandem » (TanCAR) soit le lymphocyte T exprime 2 CAR différents
(dual-CAR).

Cibler un antigéne unique peut étre insuffisant pour discriminer
de facon certaine la cellule tumorale des cellules saines. Pour
augmenter la spécificité, il est possible de créer un lymphocyte T
qui, lorsqu'’il reconnait une cible n°1 par un CAR, entraine un
signal d’activation de la transcription d’un gene codant pour un
CAR n°2, les 2 CAR reconnaissant 2 cibles spécifiques de la cellule
tumorale, c’est le dual CAR [38]. Il permet de limiter la toxicité
sur les cellules saines.

De plus, environ 20 % des rechutes de LAL B post injection
de CAR (D19 sont liées a la perte d’expression du (D19 3 la
surface de la cellule leucémique. Ce phénomene serait da soit
a I'élimination des cellules porteuses de cet antigene soit a la
sélection positive de sous clones (D19~ existant avant I'injection
de CAR. L'utilisation de Tan-CAR CD19+CD22+ ou CD19+CD123+
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permettraient ainsi de limiter cette pression de sélection. Ils ont
montré leur efficacité dans I'émergence de rechutes CD19- en
préclinique [39].

Ces combinaisons de CAR ont montré une activité tumorale supé-
rieure aux CAR ciblant un antigene unique in vivo en préclinique
[40].

CAR combinés a une autre immunothérapie
L'utilisation de I'inhibiteur de tyrosine kinase Bruton, ibrutinib en
préclinique dans les pathologies B malignes a montré une aug-
mentation de I'activité des CAR T cells en diminuant la présence
de récepteurs inhibiteurs a leur surface [41].

La combinaison de I'inhibiteur de PD1 pembrolizumab a des CAR
T cells CD19 a été étudiée chez 4 enfant pris en charge pour une
LAL B en rechute. L'administration du pembrolizumab a permis
une augmentation de la détection et de la persistance des CAR
associée a des réponses cliniques objectives [42].

Amélioration de I'efficacité

dans les tumeurs solides

L'accessibilité des CAR T cells a la cible joue également un role
indispensable dans les tumeurs solides. Le microenvironnement
tumoral constitué de lymphocytes T réqgulateurs, cellules myé-
loides immunosuppressives, checkpoints immuns peut diminuer
I'efficacité des CART cells. Des essais cliniques sont actuellement
menés évaluant l'intérét de combiner des anticorps bloquant
PD1/PD-L1 a des CAR T cells GD2 dans les neuroblastomes [43].
Dans les tumeurs du systeme nerveux central, le role de la barriére
hématoencéphalique ainsi que la circulation des lymphocytes T
dans le SNC sont des freins éventuels a I'accessibilité des CAR
au sein de la tumeur [32]. Enfin, les tumeurs solides peuvent
présenter un défaut de présentation d'antigene a la surface
cellulaire ce qui réduit I'action des CAR injectés.

Diminution de la toxicité

La toxicité aigie induite par les CAR T cells nécessite une prise
en charge adaptée. Des recommandations francaises ont été
élaborées afin de définir les pré requis a la mise en place de
protocoles de recherche clinique évaluant I'efficacité et la
toxicité de cette thérapie, incluant la proximité de services de
réanimation adaptés [44]. Néanmoins d'autres innovations en
termes d’ingénierie permettent d’espérer diminuer les effets
secondaires a plus long terme.

CAR d’expression transitoire

Pour diminuer le risque d’auto immunité induite par les CAR,
il est possible d’introduire un systéme inductible au sein du
lymphocyte T modifié capable de déclencher sa mort cellulaire
lors de I'administration d'une molécule spécifique [45].

CAR inductible

La derniére génération de CAR en cours de développement
consiste en I'utilisation d’un récepteur chimérique en 2 parties :
une partie intracellulaire et transmembranaire sur la cellule
qui contient les domaines d’activation et de costimulation du
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lymphocyte et une partie qui formera le domaine extracellulaire
que l'on injecte secondairement. Cette partie contient la sous
unité capable de reconnaitre I'antigéne cible. Ces 2 parties
sont reliées par un domaine leucine zipper et permettent de
combiner plusieurs sous unités reconnaissant différentes cibles a
la surface de la méme cellule T. Leur activité peut également étre
stoppée par l'injection d'une molécule inhibitrice qui se fixe par
I'intermédiaire du domaine leucine zipper [46]. Cette méthode
pourrait augmenter la facilité d’acces aux CAR en limitant le
temps de préparation des cellules et limiterait la survenue d’effets
secondaires par la possibilité de stopper leur activité.

CAR NK

Les lymphocytes NK sont des cellules du systeme immunitaire
inné qui peuvent cibler les cellules tumorales directement. Elles
ne sont pas a la source de réaction du greffon contre I'hdte et
peuvent constituer une source de CAR universels a disposition
avec une bonne activité antitumorale et sans alloimmunité. De
nombreuses études précliniques ont testé les CAR NK avec de
multiples antigenes cibles dans les pathologies hématologiques
malignes et les tumeurs solides. Un essai précoce est en cours aux
Etats-Unis dans les pathologies lymphoides B (D19 réfractaires
ou en rechute. Le CAR est transduit par un vecteur contenant
également une expression d’IL15, nécessaire a la prolifération
des cellules NK, et une caspase 9 inductible, gene suicide capable
de déclencher I'apoptose de la cellules T pouvant étre activé
pharmacologiquement si nécessaire [47].

Vecteur alternatif de transduction

La plupart des CAR T cells utilisés actuellement en clinique sont
transduits par I'intermédiaire de vecteurs type lentivirus ou
rétrovirus. La construction de vecteurs rétroviraux est standardisée
mais nécessite un processus long et laborieux. L'utilisation de
lentivirus est encore plus contraignante économiquement. Il est
donc nécessaire d'évaluer de nouveaux systémes de vectorisation
comme les transposons non viraux. Des études précliniques
testent actuellement la production de CARCIK (D19, cellules
« cytokine induced killer » issues de donneurs qui expriment le
CAR par l'intermédiaire d’un transposon. Ces cellules exercent
un effet antitumoral dose-dépendant et persistent in vivo sur
des modeles de xénogreffes issues de patients. Elles présentent
comme avantage d'étre moins codteuses, plus faciles d'accés et
utilisables chez des patients lymphopéniques [39].

La transduction de CAR par l'intermédiaire d’un transposon
type « sleeping beauty » et/ou « minicircle » , a été montrée
comme étant plus efficace : augmentation du nombre de cellules
transduites et augmentation de la stabilité de la transduction,
et plus sre car non viral par rapport a I'utilisation de plasmides
conventionnels [48,49]. Un essai est actuellement en cours a
Monza en Italie.

Conclusion

Si leurs résultats se confirment a plus long terme, les CAR T cells
vont vraisemblablement révolutionner le traitement des LAL de
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la lignée B de I'enfant et du jeune adulte, voire de |'adulte [39].
Cependant, cette thérapeutique pose de multiples problemes :
complexité de mise en ceuvre, colt extréme (tisagen lecleucel :
475000 dollars aux Etats-Unis), délais de production, toxicité
immédiate et a moyen, voire long terme. Les rechutes liées a
I'évolution clonale amenent a élaborer des stratégies d’opti-

indication [43].

misation avec |'utilisation de CAR multispécifiques. Les effets

secondaires induits ont conduit a créer des nouvelles technologies
qui permettront d’« allumer » ou d’« éteindre » le CAR en fonction
de la réponse souhaitée et des effets secondaires rencontrés.

La place exacte de ce traitement dans I'arsenal thérapeutique
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des LAL B en rechute ou réfractaire reste encore a définir. Les
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