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Résumé :

Les cellules CAR-T représentent une nouvelle approche d’immunothérapie cellulaire anti-tumorale
permettant de combiner la reconnaissance d’antigénes tumoraux sur les cellules cibles et la capacité
d’activation, de prolifération et de cytotoxicité des lymphocytes T. Des résultats cliniques
impressionnants ont été obtenus avec des cellules CAR-T ciblant I’antigéne CD19 dans les lymphomes
malins et les leucémies aigués lymphoblastiques B en rechute ou réfractaires avec des taux de réponses
complétes de 40 a 90%. Cependant, 30 a 50% des patients répondeurs dans les hémopathies malignes B
vont secondairement échapper au traitement et 1’efficacité de ces approches dans les tumeurs solides
reste limitée. Différents mécanismes de résistance primaire et/ou d’échappement aux cellules CAR-T
ont été décrits. Cette revue a pour objectif de décrire ces mécanismes et d’explorer les voies potentielles
d’optimisation. Nous verrons que la réponse initiale et sa persistance a long terme est dépendant de
plusieurs parametres : les caractéristiques fonctionnelles des cellules CAR-T in vivo, I’expression de
I’antigéne cible sur les cellules tumorales, le développement d’un micro-environnement
immunosuppresseur ou d’une réponse immunitaire dirigée contre la molécule CAR. Dans les tumeurs
solides en particulier, la spécificité antigénique et le « homing » des cellules CAR-T dans le site tumoral
sont des éléments supplémentaires & prendre en compte. Une meilleure connaissance des mécanismes
de résistance permet d’envisager des modulations dans la construction et la production des futures
cellules CAR-T et/ou de les associer a des approches d’immunothérapie complémentaire pour controler

le microenvironnement tumoral.

Mots clés :
Cellules CAR-T, échappement tumoral, perte d’antigéne, épuisement lymphocytaire,

microenvironnement immunosuppresseur.



Abstract:

CAR-T cells represent a new approach to anti-tumor cellular immunotherapy allowing to combine the
recognition of tumor antigens on target cells and the activation, proliferation and cytotoxic capacity of
T lymphocytes. Impressive clinical results have been obtained with CAR-T cells targeting the CD19
antigen in relapsing or refractory B cell malignant lymphomas or acute lymphoblastic leukemias, with
complete response rates of 40 to 90%. However, 30 to 50% of responding patients in B malignancies
will escape treatment secondarily, and the effectiveness of these approaches in solid tumors remains
limited. Different mechanisms of primary resistance and / or escape to CAR-T cells have been described.
This review aims to describe these mechanisms and explore potential ways for optimization. We will
see that the initial response and its long-term persistence depends on several parameters: the functional
characteristics of the CAR-T cells in vivo, the expression of targeted antigens on tumor cells, the
development of a immunosuppressive microenvironment. or of an immune response directed against the
CAR molecule. In solid tumors in particular, the specificity of the antigen target and the “homing” of
CAR-T cells in the tumor site are additional elements to consider. A better knowledge of mechanisms
of resistance will help to improve the clinical outcomes by either modulating the construction and the
production of CAR-T cells and / or to combine them with other immunotherapeutic approaches to better

control the tumor microenvironment.

Key words:
CAR-T cells, tumor escape, loss of antigen, lymphocyte depletion, immunosuppressive
microenvironment.



Introduction

Les cellules T portant un récepteur antigénique chimérique (cellules CAR-T) sont des lymphocytes T
génétiquement modifiés pour exprimer la fraction variable d’'une immunoglobuline reconnaissant un
antigéne tumoral et des molécules de signalisation intracellulaire permettant I’activation, la prolifération
et la cytotoxicité du lymphocyte T apres contact avec la cellule cible [1]. La production de cellules CAR-
T implique d'abord la collecte des cellules T du patient, I'activation et la transduction des CAR dans les
lymphocytes, I'expansion des lymphocytes exprimant le CAR et enfin Il'administration d'une
chimiothérapie de déplétion lymphocytaire, suivie de la perfusion des cellules CAR-T [2]. Les premieres
cellules CAR-T ayant fait la preuve de leur efficacité ciblent CD19 et sont autorisées depuis 2018 pour
le traitement des leucémies aigués lymphoblastiques B (LAL-B) réfractaires ou en rechute (R/R) chez
les enfants et jeunes adultes et les lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) R/R de I’adulte.
D’autres indications de cellules CAR-T anti-CD19 sont en cours de développement : le lymphome du
manteau, la leucémie lymphoide chronique B et le lymphome folliculaire. Dans la LAL-B, le taux de
rémission compléte est tres élevé (80 a 93%). Néanmoins, le traitement par cellules CAR-T est associé
a des toxicités potentiellement graves telles que le syndrome de libération de cytokines (CRS) et le
syndrome de neurotoxicité associé aux cellules immunitaires appelé ICANS [3]. Cependant, environ
30% des patients en rémission précoce vont échapper dans un deuxieme temps, conduisant a une survie
sans rechute de 50 a 60 % 12 mois apres traitement [4]. Dans les DLBCL et le lymphome du manteau,
les taux de réponse objective varient de 50 a 80% dont 40 a 60% de rémission compléte avec une survie
sans évenement (EFS) a 2 ans de I’ordre de 40% [5,6]. Dans la leucémie lymphoide chronique B (LLC-
B), le taux de résistance primaire est élevé, avec un taux de réponse compléte (RC) de 15 a 30% [7].
Des cellules CAR-T contre I’antigéne de maturation des lymphocytes B (anti-BCMA) ont été
développées pour le traitement du myélome multiple R/R avec des taux de réponse de 50 a 80%, mais
des taux de RC de I’ordre de 30% et une médiane de survie sans progression (PFS) de 7 mois [8]. Dans
les tumeurs solides, I’efficacité clinique des cellules CAR-T est a ce jour relativement limitée. Les essais
avec les résultats plus positifs ont été obtenus avec des CAR contre le disialoganglioside de type 2 (anti-
GD2) pour cibler le neuroblastome (3 des 11 patients ont eu une rémission complete avec une durée de
réponse > a 60 mois) [9], des CAR contre la claudine 18.2 (anti-CLDN-18.2) dans les adénocarcinomes
gastriques et pancréatiques (9 des 11 patients ont eu une réponse clinique avec une PFS de 130 jours)
[10] et des CAR anti-Mesotheline pour le mésothélium (11 des 14 patients ont eu une réponse clinique)
[11]. Les différences en termes de taux de réponse et de risque de rechute aprés traitement entre les
différentes pathologies tumorales s’expliquent par I’existence de mécanismes de résistance primaire
et/ou d’échappement multiples et variables selon le type de cellules CAR et tumeur. Cet article a pour
objectif de synthétiser les connaissances actuelles sur ces mécanismes et de discuter des voies

d’optimisation envisageables.



Facteurs liés aux caractéristiques des cellules CAR-T

v’ Capacité d’expansion et de persistance des cellules CAR-T

Le taux d'expansion des cellules CAR-T anti-CD19 dans les jours et premiéres semaines qui suivent
I’administration est associé au niveau de réponse dans les LAL, la LLC, les lymphomes et le myélome.
Une faible détection dans le sang périphérique des cellules CAR-T est fréquemment observée chez les
patients non répondeurs [7,12]. Par ailleurs, la persistance des cellules CAR-T a long terme semble étre
un facteur prédictif de rémission de longue durée, en particulier dans les LAL-B [6-8,13-15]. Différents
facteurs influent sur la capacité d’expansion et la persistance des cellules CAR-T et par conséquent le

risque d’échec du traitement.

v Degré de différenciation et phénotype des lymphocytes T

Les lymphocytes T se différencient depuis le T naif (Tn) en T souche mémoires (Tscm) puis T central
mémoire (Tcwm), T effecteur mémoire (Tem) et T effecteur mémoire terminal (Temra). En raison de leur
propriété d'autorenouvellement, les Tscm ont une meilleure capacité de prolifération et de persistance
que les T mémoires différenciés [16], qui acquiérent au fur et & mesure de leur différenciation en Tcw,
Tem et Temra des propriétés cytotoxiques croissantes au détriment de leur capacité proliférative [17]. Il
a été montré que les cellules CAR-T de phénotype Tn jusqu’a Tem sont plus efficaces que les T effecteurs
mémoires pour contrdler la tumeur dans les modeles précliniques [18]. En ce qui concerne le phénotype
CD4 ou CD8 des cellules CAR-T, des modeles précliniques ont montré qu’un rapport 1:1 entre les
cellules CAR-T CD4* et CD8" favorisait la survie de ces derniers et leurs capacités cytolytiques [19].
La qualité du produit d’aphérese et le niveau de différenciation des lymphocytes T avant transduction
semblent pouvoir impacter la capacité des lymphocytes T a proliférer in vitro et la qualité de la réponse
au traitement. Il a été rapporté qu’un prélévement d’aphérése pauvre en lymphocytes T CD8 mémoire
précoce (CD45ROCD27*) ou riche en lymphocytes T CD8 mémoires exprimant les molécules
d’épuisement PD1 et/ou TIM3 et/ou LAG3 était associé a une moindre expansion des cellules CAR-T
aprés administration et une moins bonne réponse clinique dans la LLC et la LAL-B [7,20]. Les
chimiothérapies répétées altérent le phénotype et la fonctionnalité des lymphocytes T en déplétant les
cellules T naives ou mémoires précoces (CCR7* CD27%) [21]. En revanche, dans la LLC, I’ibrutinib
semble augmenter les capacités prolifératives des lymphocytes T et des cellules CAR-T [22].

v Role des cytokines utilisées pour I’expansion des cellules CAR-T

L’expansion des cellules CAR-T actuellement utilisées en clinique est réalisée en présence
d’interleukine 2 (IL-2). Cependant, I’'IL-2 favorise la différenciation des lymphocytes T vers un
phénotype effecteur mémoire [23]. Si I'utilisation d’TL-2 a plus faible concentration semble permettre

I’expansion de lymphocytes T mémoires moins différenciés [24], les cytokines IL-7 et IL-15 paraissent



plus intéressantes pour générer des cellules CAR-T de phénotype T, Tscm et Tem [25]. Un autre moyen
de favoriser I’expansion de Tcwm consiste & inhiber la protéine AKT, impliqué dans la signalisation du
récepteur des lymphocytes T (TCR), par un inhibiteur pharmacologique (AKTi) pendant la phase
d’expansion des cellules CAR-T. L’inhibition de AKT ne diminue pas la prolifération des lymphocytes
T et les cellules CAR-T ainsi traitées ont une efficacité in vivo supérieure aux cellules CAR-T expandues
en IL-2 sans AKTi dans un modele préclinique de LAL-B [26].

Enfin, dans des expériences in vivo, des taux élevés d’IL-15 ont été associés a une meilleure expansion
des cellules CAR-T ainsi qu’une meilleure réponse dans les lymphomes et la LLC. Or le taux d’IL-15
est augmente de maniere proportionnelle a la profondeur de la lymphopénie induite par le

conditionnement lymphodéplétant [7,27].

v" Domaine de co-stimulation

Les CAR de premiere génération étaient composés uniquement d’un domaine CD3( et n’ont montré
qu’un bénéfice clinique limité. Les CAR de seconde génération ont incorporé un domaine de co-
stimulation a savoir 4-1BB, CD28 ou OX40 [28], ou un domaine de co-stimulation inductible ou ICOS
[29]. Les cellules CAR-T de seconde génération ont montré leurs supériorités tant dans 1’expansion, la
sécrétion de cytokines que leur durée d’action [30]. Seuls les CAR-T de seconde génération ont regu
une approbation clinique. La troisieme génération de CAR se définit par la présence de deux domaines
de co-stimulation ou plus. Ils n’ont montré jusqu’a présent leur supériorité sur les CAR de seconde
génération qu’au stade préclinique et sont en phase de développement en clinique [31].

Le domaine de co-stimulation influence a la fois le phénotype des cellules CAR-T ainsi que leur
métabolisme [32]. Par le biais des voies de signalisation intra-cellulaire, ils jouent un rdle important
dans la ’expansion, la durée et la cytotoxicité des cellules CAR-T. Chaque domaine de co-stimulation
a des caractéristiques propres. Le domaine CD28 conduit a une prolifération rapide et la différenciation
des cellules CAR-T vers un phénotype effecteur mémoire, mais facilite leur épuisement, qu'il soit induit
par une signalisation indépendante de I'antigéne (signal tonique) ou par une exposition persistante a
I'antigene. Le domaine 4-1BB au contraire, préserve la capacité réplicative de cellules mémoires
précoces et donc leur persistance, et évite I’épuisement des CAR-T [18,33]. In vivo, les CAR-T 4-1BB
ont une expansion initiale moins forte ou moins rapide, mais persistent plus longtemps, pendant des
mois voire années [4], alors que les CAR-T CD28 ont une expansion plus importante et plus précoce,

mais persistent moins longtemps, rarement au-dela de quelques mois [12,34].

Sur le plan du métabolisme cellulaire, il a été rapporté que 4-1BB favorise la phosphorylation oxydative
et I’oxydation des acides gras, tandis que CD28 favorise la glycolyse [35]. Le métabolisme cellulaire
varie selon le niveau de différentiation et la fonctionnalité les lymphocytes T. Ainsi, la voie de la

respiration oxydative est en général utilisée par les lymphocytes T pour favoriser leur différenciation



en Tscmet Tem puis ils utilisent la voie de la glycolyse pour leur prolifération et production de cytokines.
Les lymphocytes T mémoires non activés utilisent la phosphorylation oxydative et 1’oxydation des
acides gras pour favoriser leur survie et leur persistance, tandis que les T mémaoires effecteurs activés
utilisent préférentiellement la voie de la glycolyse pour leur fonction cytotoxique [36]. Ces données
confortent les caractéristiques de survie et persistance des CAR 4-1BB versus d’effecteurs activés
cytotoxiques pour les CAR CD28.

En I’absence d’études cliniques comparant les différents CAR entre eux, il est difficile de savoir si ces
différences ont un impact sur la réponse au traitement. Cependant, I’importance reconnue de la
persistance des cellules CAR-T dans les LAL-B est en faveur de ’utilisation de CAR 4-1BB. Dans les
lymphomes, une étude rétrospective de la société européenne de greffe de moelle (EBMT) en vie réelle
suggeére un avantage des CAR CD28 [37].

Le domaine ICOS, de structure trés proche de CD28, permet d’augmenter significativement la
persistance des cellules CAR-T par rapport a CD28. En outre, il a été démontré que la combinaison des
domaines intracellulaires ICOS et 4-1BB dans les CAR de troisieme génération entrainent des activités

antitumorales supérieures et une persistance accrue in vivo en pré-clinique [38].

v’ Facteurs génétiques

Les capacités de prolifération des cellules CAR-T peuvent étre également régulées par des modulations
génétiques. Par exemple, il avait été observé que I'inactivation biaéllique du géne de la méthylcytosine
dioxygénase 2 (TET2), secondaire a I’insertion du CAR au sein de ce géne, était associée a un fort
potentiel prolifératif et une persistance prolongée des cellules CAR-T chez un patient traité pour LLC
[39]. Une étude récente a confirmé que la zone d'incorporation du CAR au niveau du génome joue un
role trés important dans la régulation des capacités d’expansion et d’activation des cellules CAR-T chez
I’homme [40]. La comparaison par séquencage a échelle unique des clones cellules CAR-T avant
administration et de ceux capables de s’expandre in vivo apres traitement a montré que seuls quelques
clones ont un avantage de survie et de prolifération chez les patients, caractérisés par I’expression de
geénes de prolifération et de cytotoxicité [41]. Dans I’objectif d’augmenter les capacités prolifératives
des cellules CAR-T, il a été rapporté que la transfection de cellules CAR-T anti-CD19 avec I’ARN
messager de la télomérase transcriptase inverse (TERT) permettait de rallonger les télomeres des
cellules transfectées et favoriser leur expansion, persistance et efficacité in vivo dans un modele de
lymphome B [42].

v Degré de fonctionnalité, d’activation et d’épuisement des cellules CAR-T

Outre leur capacités prolifératives, les caractéristiques fonctionnelles des cellules CAR-T administrées
vont impacter la réponse au traitement. Différentes études ont montré chez les patients non répondeurs

: (i) une diminution des cellules CAR-T CD4 et CD8 ayant un profil polyfonctionnel, notamment



capable de produire IFN-y, IL-8, IL-5, granzyme et MIP1a dans les lymphomes [43]. (ii) Au niveau
transcriptomique, une augmentation d’expression de génes impliqués dans la différenciation en cellules
effectrices T mémoires, I’activation, I'épuisement, I'apoptose et la glycolyse des lymphocytes T dans la
LLC [7] et les lymphomes [44]. Une augmentation des cellules CAR-T CD4* et CD8* exprimant LAG-
3 et TIM-3 a été également rapportée dans la LAL-B [20]. (iii) Une diminution des cellules CAR-T
CD8* de signature transcriptomique correspondant au lymphocyte central mémoire dans le lymphome
[44]. En résumé, la qualité fonctionnelle des cellules CAR-T avant administration impacte le taux de
réponse. Les cellules CAR-T trés différenciées, activées et épuisées avec de faibles capacités de

production de cytokines ne seront pas efficaces.

Facteurs liés a I’expression des antigénes cibles sur les cellules tumorales

v Perte de 'antigéne cible du CAR

Principalement décrite dans les LAL et les lymphomes B, la perte d’antigéne cible a été observée lors
des rechutes survenant apres traitement par cellules CAR-T ciblant I’antigéne CD19. Ce type de rechute
avait été décrit lors de la phase 1 du CAR anti-CD19 4-1BB dans les LAL-B de I’enfant : 3 des 26
patients en réponse avaient présenté une rechute CD19 négative [45]. Elles représentent aujourd’hui
jusqu’a 60% des rechutes aprés traitement par cellules CAR-T anti-CD19 dans les LAL-B [46] et 30%
des lymphomes B [13]. A noter que les rechutes CD19 négatives sont principalement CD22 positives
dans les LAL-B [47].

Les rechutes CD19 négatives peuvent aussi étre liées a une mutation de CD19, permettant aux cellules
leucémiques d’exprimer une forme tronquée de CD19 ayant perdu le site de liaison du CAR et qui
devient indétectable pour les cellules CAR-T. Dans leur étude, Orlando et al. ont pu observer des
mutations « frameshift » sur les exons 2 a 5 de CD19 chez les 12 patients analysés en rechute CD19
négative [47]. Dans d’autres cas, la déplétion de ’exon 2 ou de I’exon 5 et 6 du CD19 était due & un
mécanisme d’épissage alternatif [48].

Le type de génération du CAR pourrait aussi jouer un role dans le type de rechute. Les cellules CAR-T
CD28 induisent des rechutes plus précoces sans perte de I’expression de CD19 [49], alors que, les
cellules CAR-T 4-1BB, provoquent des rechutes plus tardives avec perte/mutation de I’antigéne cible.
La différence pourrait s’expliquer par une pression de sélection plus importante sur les cellules
leucémiques exercées avec les CAR 4-1BB qui persistent plus longtemps, induisant plus fréquemment

I’échappement d’un clone CD19 négatif [50].

v Sous-expression de I’antigéne cible

La sous-expression de la cible par les cellules tumorales peut aussi étre la cause d’une résistance aux

cellules CAR-T en empéchant la présentation de I’antigéne cible aux récepteurs chimériques. Cette sous-



expression a été observée apres la rechute de patients ayant recu des cellules CAR-T anti-CD22, avec
une diminution de I’expression de CD22 a la surface des cellules leucémiques. Cependant, aucune perte
d’expression au niveau génomique ou au niveau de I’ARNm de CD22 n’a été relevée, indiquant que la

perte de présentation de CD22 était post-transcriptionnelle [51].

v Switch de lignée

Le switch de lignée de cellules leucémiques de la lignée lymphoide B vers la lignée myéloide a été décrit
aprés un traitement par cellules CAR-T. Le plus souvent observée chez des patients pédiatriques avec
une LAL-B et un réarrangement MLL (Mixed Lineage Leukemia), une rechute sous forme de LAM a
été observée aprés traitement par cellules CAR-T anti-CD19 dans plusieurs essais cliniques [52]. Le
switch de lignée a été modélisé sur un modéle murin de LAL avec réarrangement MML-like (E2a -PBX)
démontrant la capacité des cellules CAR-T anti-CD19 a provoquer un switch de lignée leucémique par
sélection des cellules souches leucémiques [53].

v Autres facteurs

Un cas a été rapporté de masquage de 1’épitope de 1’antigéne cible en conséquence de transduction
accidentelle d’une cellule leucémique CD19* lors de la phase de production des cellules CAR-T a partir
de PBMC totaux contenant des blastes leucémiques. Les analyses complémentaires ont montré que le
CAR transduit et exprimé a la surface du blaste masquait 1’épitope CD19 en se liant avec ce dernier,
empéchant sa détection et son élimination par les CAR-T anti-CD19 [54]. Ce patient a pu étre traité
efficacement par des cellules CAR-T anti-CD22. Ce cas exceptionnel a confirmé I’importance de trier
les lymphocytes T CD3* avant production de cellules CAR-T.



Facteurs liés au microenvironnement tumoral

Dans les LNH, une forte masse tumorale, évaluée par le volume tumoral au PET-scanner et les taux de
LDH, représente les principaux facteurs pré-thérapeutiques associés a une résistance au traitement par
cellules CAR-T [55]. Par ailleurs, la capacité des cellules CAR-T a pénétrer dans le microenvironnement
[tumoral] est un facteur important d’efficacité thérapeutique, notamment dans les tumeurs solides [56].
Ces données suggérent que 1’échec des cellules CAR-T puisse étre lié a un microenvironnement tumoral

immunosuppresseur et hostile a ’entrée dans la tumeur des cellules CAR-T.

Le microenvironnement tumoral (TME) représente un ensemble hétérogéne de cellules et de
composants acellulaires qui entourent la tumeur. Il est maintenant considéré comme un acteur a part
entier dans la croissance et la résistance de la tumeur aux traitements. En particulier, les macrophages
associés aux tumeurs (TAM), les cellules myéloides suppressives (MDSC), les lymphocytes T
régulateurs (Treg) ainsi que les cytokines produites par ces derniers pourraient contribuer a

I'immunosuppression locale et participer a 1’échappement aux cellules CAR-T.

Si la présence de cellules immunosuppressives ou le profil d’expression de genes reflétant le TME ont
été associés au pronostic des lymphomes et des LAL [57,58], les données concernant I’impact du TME
dans la réponse aux cellules CAR-T restent limitées. La plupart des études réalisées ont étudié des
marqueurs du TME avant administration des cellules CAR-T et ont cherché des corrélations avec la
réponse clinique au traitement. Ainsi, des analyses en immunohistochimie sur biopsies tumorales avant
traitement ont montré qu’une plus forte expression de marqueurs d’épuisement (PDL-1, PD-1, LAG3 et
TIM3) sur les cellules immunitaires et de leurs ligands sur les cellules tumorales était plus fréqguemment
observée chez les non-répondeurs aux cellules CAR-T [59]. Dans le méme contexte, une autre étude a
rapporté une corrélation entre une quantité plus importante de TAMs et 1’échec du traitement [60].

De maniére plus récente, Jain MD et al, a analysé le profil d’expression de génes du TME avant
traitement par cellules CAR-T de maniere comparative entre patients répondeurs et non répondeurs dans
les lymphomes [61]. Les patients non répondeurs avaient un profil associant une augmentation de la
production d’interféron gamma (IFN-y) par les cellules tumorales dans les biopsies tumorales pré-
traitement. Ce profil était associé a un profil d’épuisement des lymphocytes T et une augmentation des
TAMs dans la tumeur. Dans le sang périphérique, les patients non répondeurs présentaient une
augmentation des MDSC monocytaires et du niveau d’IL-6 (cytokine capable d’induire des MDSC) et
d’autres marqueurs d’inflammation (CRP et ferritine) avant traitement. 1ls ont également observé un pic
d’expansion de MDSC aprés traitement chez les non-répondeurs associés a un profil cytokinique
inflammatoire plus important par rapport aux patients répondeurs. La production IFN-y par la tumeur et
présence de MDSC circulantes était associé & une moindre expansion des cellules CAR-T [61]. Ces

données suggerent que le microenvironnement inflammatoire tumoral peut favoriser un environnement



immunosuppresseur via la présence de TAM et induction de MDSC entravant I’efficacité des cellules
CAR-T. Enfin, une étude immunohistochimique sur des prélévements ganglionnaires tumoraux réalisés
entre J7 et J9 apres administration de cellules CAR-T anti-CD19 chez des patients atteints de lymphome
aréveélé que les cellules CAR-T pouvaient interagir avec le microenvironnement tumoral [62]. Chez ces
patients, les cellules CAR-T représentaient environ 5% des lymphocytes T intra-tumoraux et
exprimaient PD1 (76%), IFN-y (80%), granzyme (31%) et le marqueur de prolifération Ki67 (89%). Les
patients répondeurs avaient tendance a présenter un infiltrat T CD8* non CAR plus important et en
particulier une augmentation des lymphocytes CD8" non CAR exprimant Ki67, PD1, IFN-y et
granzyme. Ces données suggerent que les cellules CAR-T peuvent moduler le microenvironnement
tumoral et activer des lymphocytes T non CAR-T ayant un potentiel intérét thérapeutique [62].
Toutefois, cette étude ne permet pas de déterminer le réle du TME et notamment des cellules et
molécules immunosuppressives précédemment décrites dans la qualité de la réponse aux cellules CAR-
T. Des études comparant le profil d’expression des génes du microenvironnement tumoral apres
administration des cellules CAR-T chez les patients répondeurs versus non répondeurs sont attendues

pour répondre a ces questions.

Facteurs liés a la réponse immunitaire dirigée contre le CAR

Les cellules CAR-T utilisent les propriétés du systéme immunitaire, mais ils peuvent en étre également
la cible. En effet, les composants non-humain du CAR ou les protéines résiduelles des vecteurs utilisés
lors du transfert de géne peuvent entrainer une activation immunitaire humorale et cellulaire. Ces
réactions peuvent limiter ’efficacité et étre responsables de 1’échec du traitement [63,64].

Les scFv de nombreux CAR sont dérivés de souris ou d'autres anticorps monoclonaux non humains.
Des anticorps préexistants qui reconnaissent les fragments variables de la chaines unique (scFv) des
immunoglobulines de souris, appelés anticorps humains anti-souris (HAMA), ont été détectés chez
certains patients [65]. Une immunité humorale préexistante ou secondaire dirigée contre le CAR peut
interférer avec l'activité des cellules CAR-T en neutralisant le fragment de liaison a I'antigene et/ou en
favorisant I'apoptose précoce des cellules CAR-T [66]. Une immunité humorale préexistante aux
cellules CAR-T spécifiques du CD19 a été observée avec le tisagenlecleucel et I'Axicabtagene ciloleucel
[67,68]. De méme, une augmentation des anticorps anti-CAR apres la perfusion, a été observeé chez des
patients atteints de lymphome et LAL B traités par tisagenlecleucel [67,69]. Jusqu’a présent, la présence
d'anticorps préexistants ou leur apparition n’ont pas été associées a de moins bonnes réponses cliniques,
que ce soit avec les cellules CAR-T anti-CD19 ou anti-CD20 [70,71]. Contrairement aux anticorps
préexistants, la présence de lymphocytes T cytolytiques spécifiques envers le CAR apreés la perfusion
peut entrainer un échec thérapeutique [63,64,72]. Ces réactions immunitaires cellulaires contre le CAR
ont été observées avec des scFv murins, mais également avec des CAR entiérement humanisés [73]. La

lymphodéplétion par cyclophosphamide et la fludarabine permet de réduire I’immunité cellulaire anti-



CAR [72,74]. L’immunité cellulaire anti-CAR est probablement également responsable du manque
d’efficacité de la réinfusion de cellules CAR-T. En effet, il a été démontré que des cellules T
cytotoxiques spécifiques du CAR peuvent se développer apres une seconde administration de cellules
CAR-T malgré la réalisation d’une lymphodéplétion adaptée [74]. Enfin, les cellules CAR-T peuvent
entrainer une dégranulation mastocytaire induite par les IgE et donc un choc anaphylactique chez des
patients pré-sensibilisés aux anticorps monoclonaux dérivés de la souris [75].

En conclusion, les effets de I'immunogénicité spécifique envers les CAR restent a la fois mal compris
et peu étudiés. Des méthodes de surveillance doivent étre développées chez les patients recevant des
cellules CAR-T. De méme, elle doit étre prise en compte dans 1’élaboration des CAR de nouvelles

générations.

Particularités des tumeurs solides

Les patients atteints de tumeurs solides n’ont pas encore d’acces a un traitement par cellules CAR-T en
raison de mécanismes propres d’échappement. Ces mécanismes sont au niveau de la cible antigénique,
du transport et de la pénétration des cellules CAR-T dans la tumeur ainsi que dans le

microenvironnement tumoral spécifiques des tumeurs solides.

v Le dilemme antigénique

Les cellules CAR-T qui ont été approuvées dans les hémopathies malignes ciblent des antigenes
"idéaux". Ils sont présents sur toutes les cellules tumorales et les cellules normales qui I’expriment
peuvent étre éliminées sans toxicité excessive (effet on-target, off-tumour). De plus, ils sont exprimés a
la surface cellulaire donc accessibles sans qu'il soit nécessaire de les présenter par le biais du CMH. Au
contraire, le développement des cellules CAR-T dans les tumeurs solides est limité par 1’absence
d’antigéne spécifique et homogéne exprimé par les cellules tumorales. En effet, cibler un antigene non
spécifique entraine un risque de toxicité grave par la lyse de cellules non tumorales exprimant I’antigéne
(on target, off tumour). Cela a été observé avec des cellules CAR-T ciblant le récepteur 2 du facteur de
croissance épidermique humain (HER2) dans un essai de phase I. Les cellules CAR-T ont provoqué un
syndrome de détresse respiratoire aigué mortel di a la reconnaissance de cellules épithéliales
pulmonaires exprimant de faibles niveaux de HER2 [76].

Il n’est pas encore certain que les antigénes surexprimés a la surface des cellules tumorales et a de faibles
niveaux dans les tissus normaux puissent étre ciblés en toute sécurité par les cellules CAR-T méme si
certains modeles précliniques suggérent qu'une fenétre thérapeutique peut étre atteinte en tenant compte
de certains épitopes antigéniques, de la densité d'expression de l'antigéne et de I'affinité des scFv utilisés.
Par exemple, les cellules CAR-T spécifiques de HER2 ciblant différents épitopes ont montré des profils

de toxicité distincts dans les tissus sains sans compromettre la reconnaissance des tumeurs,



probablement en raison de I'accessibilité différente de I'épitope par le scFv dans les tissus normaux par
rapport aux cellules cancéreuses [77]. Une solution alternative est I'utilisation de molécules CAR
mimant le TCR. Ce dernier a la capacité de reconnaitre les molécules intracellulaires présentées par le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Certaines molécules intracellulaires comme TP53 sont
régulierement mutées dans un contexte tumoral. La reconnaissance de ces molécules intracellulaires
mutées par une cellule avec un récepteur antigénique TCR permettrait de reconnaitre spécifiquement les
cellules tumorales. Malheureusement, ces thérapies dépendront de la présentation du CMH, de sa
persistance et devront étre HLA compatibles.

La seconde limite liée au choix de la cible est la grande hétérogénéité de I'expression des antigeénes au
niveau intra et inter-tumoral. L hétérogénéité est responsable d’un échappement tumoral par la perte de
I’antigéne ou par 1'évolution clonale des cellules n’exprimant pas 1’antigéne [78]. Le développement de
cellules CAR-T congues pour cibler plusieurs antigénes sur le modele des anticorps bispécifiques
permettrait augmenter la spécificité et contourner I’hétérogénéité des tumeurs solides [79]. Les cellules
CAR-T peuvent également étre associées a des traitements épigénétiques qui peuvent réguler et ainsi et

augmenter I'expression des antigénes cibles [80].

v" « Homing » et pénétration de la tumeur

Le transport ou «homing » des cellules CAR-T jusqu’a la tumeur reste un challenge. Dans les
hémopathies malignes, notamment les LAL-B, I’expansion et la persistance des cellules CAR-T sont en
partie liées a la rencontre de leurs cibles dans le sang et donc de leur activation immédiate aprés
administration. Dans les tumeurs solides, I'expansion et la persistance des cellules CAR-T semblent
réduites dans le sang (< 15 jours) probablement en rapport avec une rencontre plus difficile et tardive
avec la cible [81]. De plus, le transport dans les tissus périphériques des lymphocytes T est régulé par
un réseau complexe de signalisation, qui est considérablement altéré par les tumeurs. La néo-
angiogenese tumorale est caractérisée par une modification du flux sanguin, des anomalies des jonctions
endothéliales ainsi que de la perte d’expression de molécules d'adhésion et d'extravasation qui limitent
le recrutement efficace des lymphocytes T donc également des cellules CAR-T [83]. De plus, le succes
du transport dépend de I'expression et de I'appariement des récepteurs d'adhésion et de [chémokines. Les
cellules tumorales expriment peu de cytokines ou chémokines reconnues ou attirant les lymphocytes T.
Une inadéquation chémokine/récepteur diminue la pénétration des cellules CAR-T au niveau de la
tumeur [84]. L’association aux cellules CAR-T de virus oncolytiques exprimant des chémokines comme
CCL5 a montré une amélioration de la pénétration des cellules CAR-T dans la tumeur in vivo [85].
Enfin, certaines tumeurs sont protégées par des barrieres anatomiques comme la barriére
hématoencéphalique. Bien que des réponses aient été observées dans les hémopathies malignes avec
atteinte du systeme nerveux central, des essais cliniques comparent 1’administration systémique,
régionale ou intra-tumorale de cellules CAR-T dans les tumeurs solides.



v Le microenvironnement tumoral dépourvue d’infiltrat lymphocytaire des tumeurs solides

Le microenvironnement tumoral (TME) des tumeurs solides est en lui-méme une barriere physique et
métabolique aux cellules CAR-T. Cette observation a été faite avec des cellules CAR-T ciblant le
TAG72 : méme si les cellules CAR-T étaient capables de se déplacer vers les tumeurs, elles semblaient
étre exclues du centre de la tumeur [86]. En effet, le stroma des tumeurs solides crée une pression
tissulaire qui empéche la pénétration des cellules CAR-T. Des études en cours évaluent ’intérét de
cellules CAR-T ayant la capacité de sécréter des enzymes qui dégradent la matrice péri-tumorale afin
d’améliorer leur pénétration [87]. De plus, le TME crée une barriére métabolique aux cellules CAR-T
selon « I’effet Warburg ». L hypoxie et la production élevée de lactate entrainent une libération d’ions
H+. La vascularisation pathologique due a la néoangiogenese favorise la rétention des ions H+ et
I’acidification du TME. Ce contexte est associé a une inhibition de la fonctionnalité des lymphocytes
associés aux tumeurs et I’accumulation de cellules immunosuppressives [88]. Un autre exemple est le
déficit en tryptophane du TME. Le tryptophane est acide aminé essentiel du métabolisme des
lymphocytes T. Dans le TME, le tryptophane est catabolysé par I'indolamine-2,3-dioxygénase (IDO),
une enzyme sécrétée par la tumeur et les MDSC, entrainant I'anergie des lymphocytes T [89]. Enfin de
nombreux médiateurs immunosuppresseurs sont en concentration élevée dans le TME comme la

prostaglandine E2 et TGF contribuant a I’inactivation des cellules CAR-T [90].

Voies d’optimisation des cellules CAR-T

La compréhension des facteurs associés a I’absence de réponse aux cellules CAR-T et a I’échappement
des cellules tumorales ainsi que 1’amélioration des techniques d’ingénierie cellulaire permettent
d’envisager des voies d’optimisation avec des approches qui pourront étre combinées. Les différentes
pistes sont :

v De favoriser ’expansion et la persistance des cellules CAR-T.

Cela peut étre obtenu en optimisant la fabrication de cellules CAR menant & un traitement contenant
d’importantes proportions de cellules T mémoires peu différenciées (Tscm €t Tcm) en utilisant des
lymphocytes T de patients ayant recu un minimum de lignes de chimiothérapie [21] et en les cultivant
in vitro avec IL-7 et IL-15 plut6t que IL-2 [25] ou en présence d’inhibiteur d’ATK [26] ou d’ibrutinib
[22]. Les CAR de 3eme génération et en particulier les CAR contenant les domaines de costimulation

4-1BB et ICOS ont également des propriétés prolifératives supérieures en pré-clinique [28,31].

v De cibler plusieurs antigénes tumoraux



Les cellules dual-CAR ou multi-CAR (lymphocyte T exprimant plusieurs CAR) ou CAR en tandem (un
seul CAR contenant plusieurs domaines de reconnaissance d’antigénes) ciblent en général deux
antigenes tumoraux (1). De nombreuses études cliniques testent actuellement ce type d’approche dans
les hémopathies malignes en combinant les cibles CD19 et CD20 ou CD22 [91].

v' De controler les mécanismes d’épuisement et immunosuppresseurs du

microenvironnement tumoral

L’association de cellules CAR-T avec des inhibiteurs de « check-point » tels que les anti-PD1 ou anti-
PDL1 sont également en cours d’étude. Une autre approche consiste a invalider I’expression de PD1
dans les cellules CAR [92].

Idéalement, une cellule CAR-T devrait pouvoir controler le microenvironnement tumoral hostile et
favoriser le recrutement de cellules immunitaires non CAR ayant un potentiel anti-tumoral telles que les
cellules T CD8 et NK. Dans les tumeurs solides, il faut également pouvoir favoriser le homing des
cellules CAR-T dans le site tumoral. Des CAR de 4eme génération sont congus pour produire apres
activation une cytokine telle que I1L-12 ou IL-18 qui va permettre de moduler le microenvironnement
tumoral ou exprimer une molécule de «homing » favorisant I’entrée des CAR-T ou cibler les
fibroblastes associés aux cancers (CAF) ou encore d’inhiber le homing de MDSC au sein de la tumeur
(voir revue [1]).

Une autre approche consiste a induire une mort immunogénique des cellules tumorales qui va induire le
recrutement de cellules immunocompétentes et inhiber les cellules immunosuppressives. Cela pourrait
étre obtenu en combinant les cellules CAR-T & la radiothérapie, des anti-PD1, certaines chimiothérapies
immunogenes et/ou des approches vaccinales [56].

v’ Autres sources de cellules pour générer les cellules CAR

Les cellules NK et NKT invariants (iNKT) sont des cellules intéressantes, car a fort potentiel
cytotoxique. Une étude utilisant des cellules NK de sang placentaire transduites avec un CAR-de 4eme
génération ciblant CDI19 et produisant de I’IL-15 a montré des résultats trés intéressants dans les
lymphomes avec une persistance tres prolongés des CAR-NK allogénique [93]. Les CAR-iNKT ont
I’intérét de pouvoir cibler les cellules tumorales via le CAR, mais également leur TCR invariant qui
reconnait la molécule CD1d fréquemment exprimée sur les cellules tumorales. Par ailleurs, fort
producteur d’IFN-g, ces cellules peuvent moduler le microenvironnement tumoral. Une étude a montré
la supériorité des CAR-iINKT versus CAR-T dans un modéle pré-clinique de lymphome B [94].



Conclusions

Les cellules CAR-T ont révolutionné le monde de I’immunothérapie anti-tumorale, notamment dans les
hémopathies malignes. La meilleure compréhension des facteurs associés a la réponse et des
mécanismes d’échappement des tumeurs devrait permettre d’optimiser a 1’avenir les résultats cliniques
et de développer ces approches dans les tumeurs solides, en améliorant la qualité des cellules transduites
et leur capacité de survie, prolifération et de cytotoxicité, mais également en cherchant a controler les

mécanismes immunosuppresseurs du microenvironnement tumoral.
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Figure 1 — Mécanismes de résistances et d’échappements aux cellules CAR-T

Mécanismes de résistances et d’échappements aux cellules CAR-T comprenant les facteurs intrinséques

aux cellules CAR-T : Le niveau de différenciation, les capacités prolifératives, le niveau d’épuisement
et le métabolisme de la cellule CAR-T ; L’immunité anti CAR-T humorale et cellulaire ; les facteurs

liés a la tumeur : Perte/ mutation de I’antigéne et switch de lignée ainsi que le microenvironnement
tumoral immunosuppresseur. LT : Lymphocyte T, LB lymphocytes B, T reg: Lymphocytes T
régulateur, TAM : macrophage associé aux tumeurs, MDSC : cellules myéloides suppressives, Temra:

Lymphocyte T effecteur mémoire terminal, Ac : anticorps
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Figure 2 — Particularité des mécanismes de résistances et d’échappements aux cellules CAR-T des
tumeurs solides

Particularité des mécanismes de résistances et d’échappements aux cellules CAR-T comprenant le
manque de spécificité et I’hétérogénéité des antigénes tumoraux ; les défauts aux transports des cellules
CAR-T alatumeur ainsi que les barriéres cellulaires et acellulaires microenvironnement tumoral. T reg :
Lymphocytes T régulateurs, TAM : macrophage associé aux tumeurs, MDSC : cellules myéloides
suppressives, IDO : indolamine-2,3-dioxygénase.



