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Résumé

Dans les tumeurs solides, les stratégies de thérapie cellulaire adoptive basées sur 'amplification ex
vivo de cellules T anti-tumorales reposent sur trois approches majeures et complémentaires : (i) la
réinjection de cellules T infiltrant la tumeur (TILs pour « tumor infiltrating lymphocytes ») amplifiés in
vitro, (ii) les cellules T modifiées avec récepteur d’antigene chimérique ou CAR-T, (iii) les cellules T
modifiées par introduction d’un récepteur T spécifique ou TCR-T. Malgré des résultats encourageants,
certains obstacles persistent, liés principalement au choix des cibles et au micro-environnement des
tumeurs solides. Nous présentons dans cette revue les avantages et inconvénients de ces différentes
stratégies qui ouvrent des perspectives thérapeutiques particulierement intéressantes.

Mots clés : thérapie cellulaire, tumeurs solides, TILs, CART, TCR T

Abstract

In solid tumors, adoptive T cell therapies based on ex vivo amplification of antitumor T cell are
represented by three main complementary approaches: (i) tumor infiltrating lymphocytes (TILs)
which are amplified in vitro before reinjection to the patient, (ii) chimeric antigen receptor (CAR)
engineered T cells and (iii) T cell receptor (TCR) engineered T cells. Despite encouraging results, some
obstacles remain, such as optimal target selection and tumor microenvironment. In this Review, we
discuss pros and cons of these different therapeutic strategies that may open new perspectives in the
treatment of solid tumors.

Key words: cell therapy, solid tumors, TIL, CART, TCRT

Introduction

Les inhibiteurs de point de contréle immunitaire ont révolutionné la prise en charge de certaines
tumeurs. Leur efficacité reste malheureusement limitée a une minorité de patients. De nombreuses
tumeurs possedent une charge mutationnelle faible, associée a un nombre plus limité de néoépitopes,
une faible infiltration par des lymphocytes T spécifiquement dirigés contre les cellules tumorales
(« tumeurs froides »), une composante immunosuppressive complexe associant lymphocytes T
régulateurs, cellules myéloides et fibroblastes immunosuppresseurs, etc. Les approches de thérapie
cellulaire adoptive basées sur 'amplification ex vivo de cellules T anti-tumorales présentent dans ce
contexte une opportunité de choix pour contourner les obstacles mis en place par la tumeur afin de
limiter la réponse immune [1]. Nous discuterons dans cette revue trois approches majeures et
complémentaires dans les tumeurs solides : (i) la réinjection de cellules T infiltrant la tumeur (TILs
pour « tumor infiltrating lymphocytes ») amplifiés in vitro, (ii) les cellules T modifiées avec récepteur
d’antigene chimérique ou CAR-T, (iii) les cellules T modifiées par introduction d’'un récepteur T (TCR)

spécifique.



Administration de TILs

La premiere approche de thérapie cellulaire adoptive a consisté a isoler les TILs a partir de la
résection chirurgicale d'un fragment de tumeur, en général une métastase, et réaliser une expansion
non spécifique in vitro avec de fortes doses d’IL-2 afin d’obtenir une quantité thérapeutique de
cellules (10° a 101! cellules) pour les réinjecter ensuite au patient [2]. La population obtenue est
composée de lymphocytes T CD4+* et CD8* avec un répertoire oligoclonal. Il a été montré que les TILs
étaient capables de reconnaitre un large spectre d’antigenes tumoraux, incluant les antigénes de
différenciation tissulaire, les antigenes « cancer germline » et les néoantigenes [3]. L'utilisation d’un
conditionnement lymphopéniant non-myéloablatif de type fludarabine-cyclophosphamide avant la
réinjection des cellules permet d’obtenir une expansion homéostatique des lymphocytes T
administrés ainsi qu’'une diminution des cellules immunosuppressives [4]. Cette approche a donné
d’excellents résultats dans le mélanome avec des taux de réponse objective de I'ordre de 40 % [5]. En
revanche, seule une minorité de patients (< 15%) ont répondu dans les tumeurs épithéliales testées
(sein, poumon, digestif, rein, ovaire...) [6]. Plusieurs explications peuvent étre avancées pour
expliquer I'absence d’efficacité : (i) difficultés a isoler des TILs a partir de tumeurs « froides », (ii) le
faible nombre de lymphocytes T dirigés spécifiquement contre la tumeur, comparativement aux
lymphocytes T de type « bystander » [7], (iii) la réactivité faible ou le caractére épuisé des cellules T
obtenues. Au contraire, la charge mutationnelle forte et donc 'immunogénicité associée et un nombre
plus élevé de lymphocytes T anti-tumoraux parmi les TILs pourrait expliquer le niveau élevé de
réponses dans le mélanome [8].

Le protocole développé initialement par le National Cancer Institute nécessitait six semaines de
fabrication. Le process a pu étre optimisé par une société de biotechnologie pour ne prendre que 22
jours. Des essais sont en cours avec ce nouveau process dans diverses pathologies, mélanome, cancers
du col, ORL, poumon, ovaire, colorectal, pancréas et sarcome, en monothérapie ou association avec
pembrolizumab. Les patients regoivent un conditionnement associant cyclophosphamide (60 mg/kg,
IV x 2 doses) et fludarabine (25 mg/m? x 5 doses) et jusqu’a six doses d’IL-2 (600 000 Ul/kg) apres
I'injection des TILs. Les résultats préliminaires de I’étude de phase 2 NCT02360579 dans le mélanome
ont été communiqués. Un taux de réponse de 36 % a été rapporté sur les 66 premiers patients. De
maniere intéressante, le taux de réponse est de 40 % dans le sous-groupe de 42 patients réfractaires
primaires aux anti-PD1 [9]. Les résultats préliminaires obtenus dans le cancer du col (NCT03108495)
chez 27 patientes sont également trés encourageants avec un taux de réponse de 44 % et une durée
de réponse non atteinte avec un suivi médian de 7,4 mois [10].

Malgré ces résultats positifs, 'approche reste limitée par la nécessité d’obtenir chirurgicalement un
tissu tumoral de taille suffisante. Les autres approches développées ci-dessous reposent sur

l'utilisation de cellules T d’origine sanguine, modifiées pour étre redirigées vers les cellules tumorales.



CART et tumeurs solides

Le développement des CAR-T dans les tumeurs solides est en plein essor, malgré des résultats
toujours tres modestes par rapport a ceux des CAR T utilisés en oncohématologie. Toutefois, de
nombreuses pistes d’amélioration sont actuellement explorées afin de contrecarrer les facteurs
limitant l'efficacité des cellules CAR-T: I'hétérogénéité des cibles antigéniques, le micro-
environnement immunosuppresseur, les difficultés d’acces du CAR-T au site tumoral ainsi que la
persistance des CAR T dans le temps. Les différentes approches d’optimisation des CAR T ont été
décrites dans un numéro précédent [11]. Nous renvoyons le lecteur a cet article pour les technologies
développées et présentons plutdt ici un résumé des données publiées ces dernieres années par type

de pathologie (liste non exhaustive).

Dans le glioblastome

L'immunothérapie est en plein essor en onco-neurologie, en particulier pour le traitement des
glioblastomes. En plus de nombreux essais cliniques visant a tester l'efficacité des inhibiteurs de
checkpoint immunitaire, quelques essais cliniques de phase précoce ont été réalisés avec des cellules
CAR-T. Tout d’abord un essai de phase I publié en 2017 dans lequel était évalué un CAR-T autologue
ciblant la mutation EGFRVIII (Epidermal Growth Factor Receptor variant III) retrouvée dans une
proportion non négligeable de glioblastomes (24 a 67 %) [12]. Ces cellules CAR-T étaient injectées par
voie intra-veineuse chez dix patients atteints d’'une forme récurrente de glioblastome avec une survie
globale médiane obtenue de 8,25 mois. De maniére intéressante, I’analyse des pieces opératoires de
quatre patients, obtenues par chirurgie réalisée apres l'infusion des cellules CAR-T (délai variable
selon les patients), a montré la présence d’'un infiltrat de cellules CAR-T et d’'un taux de lymphocytes
activés plus important [13]. Toutefois, ces résultats d’efficacité clinique d’'un CAR-T anti-EGFRVIII
n‘ont pas été confirmés dans un autre essai de phase I publié en 2019 [14]. Une autre cible
antigénique intéressante est l'interleukin-13 alpha 2 (IL13Ra2), qui est présente dans plus de la
moitié des cas de glioblastome chez I'adulte. L’injection intra-cranienne d'un CAR-T spécifique de
cette cible semble prometteuse d’apres les résultats préliminaires d’'un essai de phase I, avec une
régression des lésions tumorales intra-craniennes mais aussi de lésions situées plus a distance au
niveau spinal [15]. Globalement, les effets indésirables de grade 3 les plus fréquents dans ces essais
étaient des céphalées ou des troubles neurologiques transitoires (ou des perturbations
hématologiques liées a la chimiothérapie de conditionnement lorsqu’elle était utilisée). D’autres
essais cliniques sont en cours afin de confirmer la tolérance et I'efficacité de ces cellules CAR-T anti-
EGFRVIII et anti-IL13R02, seuls ou en association a des inhibiteurs de checkpoint immunitaire.
D’autres cibles antigéniques sont également évaluées dans le cadre d’essais cliniques telles que
CD147, HER2, B7-H3, ou encore des CAR-T exprimant le récepteur activateur NKG2D et ciblant les

ligands NKG2DL exprimés par les cellules tumorales (et par les cellules immunosuppressives et



endothéliales du micro-environnement). De nombreux travaux visent également a identifier la voie
d’administration la plus performante dans le cadre des tumeurs cérébrales (intra-veineuse, intra-

cavitaire, intra-tumorale, intra-ventriculaire) [12].

Dans le carcinome hépato-cellulaire (CHC)

Dans le cadre des carcinomes hépatocellulaires, deux essais cliniques de phase I ont été publiés
récemment. Le premier visait a tester des cellules CAR-T anti-CD133 chez des patients atteints d’'un
CHC CD133+ (quatorze patients) ou d’'une autre tumeur solide CD133+ (sept cancers du pancréas et
deux cancers colo-rectaux). Le CD133 est classiquement surexprimé dans les CHC de stade avancé et
son expression est souvent associée a un pronostic péjoratif. Sur les 23 patients ayant recu les cellules
CAR-T anti-CD133, trois ont obtenu une réponse partielle et quatorze une stabilisation de leur
maladie a la suite de I'injection. Le taux de controle de la maladie était de 65,2 % a trois mois et de
30,4 % a six mois. La survie sans progression était de cinq mois (2-15,2 mois) toute pathologie
confondue, et de sept mois pour les patients inclus avec un CHC. Les effets indésirables de grade =3
étaient peu fréquents et étaient essentiellement une hyperbilirubinémie, des nausées, et une toxicité
hématologique liée a la chimiothérapie de conditionnement (réalisée uniquement pour les patients
non CHC) [16]. Le second essai clinique visait lui a évaluer l'intérét de cellules CAR-T autologues
ciblant spécifiquement le récepteur glypican-3 (GPC3). Treize patients atteints d'un CHC GPC3+ ont
ainsi regu un CAR-T anti-GPC3 apres lymphodépletion par cyclophosphamide et fludarabine. Le
traitement était globalement bien toléré. Douze patients ont présenté une lymphopénie transitoire de
grade 3/4, neuf ont présenté un syndrome de relargage cytokinique (dont cinq de grade 1), et aucun
effet neurotoxique de grade 3/4 n’a été relevé. Les taux de survie globale a six mois, un an et trois ans
étaient respectivement de 50,3 %, 42 % et 10,5 % avec une réponse tumorale corrélée au niveau
d’expansion des cellules CAR-T [17]. Parmi les données pré-cliniques prometteuses, notons celles de
cellules CAR-T anti-CD147 associées a un systeme Tet-On 3G inductible par la doxycycline visant a
faire exprimer le CAR au bon moment et au bon endroit [18]. Les cellules CAR-T NKG2D (ciblant les
ligands NKG2DL exprimés par les cellules tumorales) semblent également intéressantes dans le cadre
du CHC [19], ainsi que I'association de cellules CAR-T anti-GPC3 au sorafenib [20]. Les essais cliniques
en cours visent essentiellement a confirmer l'intérét de cellules CAR-T anti-CD133, anti-GPC3, et anti-

CD147, avec des voies d’administration parentérale ou intra-hépatique.

Dans le cancer colo-rectal

Encore une fois, peu d’essais cliniques publiés a ce jour dans le domaine des cancers colo-rectaux,
mais de nombreuses données pré-cliniques intéressantes. Concernant les essais cliniques publiés,
nous retrouvons d’abord l'essai décrit dans le paragraphe précédent avec les cellules CAR-T anti-
CD133 [16], ainsi qu’'un autre essai de phase I visant a déterminer I'efficacité et la tolérance d’'un CAR-
T anti-CEA (Carcino-Embryonic Antigen) chez dix patients atteints d’'un cancer colorectal CEA+

métastatique. Aucun effet indésirable sévere n’a été noté et sept patients sur dix ont obtenu une



stabilisation de leur maladie (dont deux avec une maladie encore stable 30 semaines apres 'injection
des CAR-T) [21]. D’autres essais cliniques visant a évaluer I'intérét des CAR-T anti-CEA dans divers
types histologiques sont en cours. Parmi les cibles antigéniques également étudiées dans les cancers
colorectaux, NKG2DL parait de nouveau étre une cible intéressante, notamment avec l'association
d’'un CAR-T NKG2D a une chimiothérapie par FOLFOX, avec une bonne tolérance d’apres les résultats
préliminaires d’un essai de phase [ encore en cours [22]. Se basant sur des données pré-cliniques
satisfaisantes, un certain nombre d’essais cliniques de phase I ou II sont en cours (CAR-T anti-EGFR,

MU1, HER?, ...) [23].

Dans le cancer du poumon et le mésotheliome pleural

Dans le cadre du cancer du poumon non a petites cellules, les CAR-T anti-EGFR ont déja démontré leur
tolérance satisfaisante et leur potentielle efficacité dans un essai de phase I dans lequel onze patients
présentant un cancer bronchique non a petites cellules EGFR+ en rechute recevaient des cellules CAR-
T anti-EGFR autologues par voie intra-veineuse. Aucune toxicité sévere n’a été relevée, et en termes
d’efficacité, deux patients ont obtenu une réponse partielle de leur maladie et cinq une stabilisation
pendant deux a huit mois [24]. Les données pré-cliniques concernant l'efficacité anti-tumorale des
CAR-T anti mésotheline (MSLN) [25] ont encouragé un certain nombre d’essais cliniques de phase I ou
de phase I/Il dont nous attendons les résultats. En effet, la mésothéline est sur-exprimée dans un
grand nombre de cancers bronchiques non a petites cellules [25]. En revanche, les cellules CAR-T anti-
HERZ2, anti-CEA ou anti-ROR1 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1-specific) semblent étre
associées a une toxicité plus importante, ce qui reste a confirmer dans les études a venir [26].

Concernant les CAR-T dans le mésothéliome pleural, la cible antigénique privilégiée reste la
meésothéline, faiblement exprimée par les cellules mésothéliales normales et fortement exprimée par
les cellules tumorales. Plusieurs essais cliniques ont déja été publiés avec des résultats vraiment
encourageants. Parmi ces essais, citons I'essai de phase I de Haas et al, dans lequel quinze patients ont
recu des cellules CAR-T anti-MSLN par voie parentérale, dont cinq patients avec un mésothéliome
pleural, cinq patientes avec un cancer de 'ovaire, et cinq patients avec un cancer du pancréas, tous
réfractaires a la chimiothérapie. Onze patients sur les quinze ont obtenu une stabilisation de leur
maladie, sans effet indésirable sévere [27]. Il semblerait que I'administration intra-pleurale des
cellules CAR-T anti-MSLN offre des résultats tres prometteurs. En effet, un essai de phase I a
récemment démontré une bonne tolérance de cette procédure avec des données d’efficacité
intéressantes. Sur vingt patients ayant recu les cellules CAR-T (dont dix-huit avec un mésothéliome
pleural), deux ont obtenu une réponse métabolique compléte au TEP scanner, cinq une réponse
partielle et quatre une maladie stable. Notons que quatorze patients dans cet essai recevaient en plus

un anticorps anti-PD1, suggérant une synergie potentielle de ces deux thérapeutiques [28].



De nombreux essais cliniques avec des CAR-T anti-MSLN sont en cours, visant a tester différentes
constructions de CAR-T, différentes combinaisons de traitement, ou encore différentes voies

d’administration [29].

Dans les cancers urologiques

Parmi les cibles antigéniques étudiées dans le cancer de prostate, les cellules CAR-T anti-PSMA
semblent étre bien tolérées [30], et font 'objet d'un nombre important d’études pré-cliniques et
cliniques visant a améliorer leur efficacité anti-tumorale et leur tolérance. A la suite de la preuve de
concept réalisée en préclinique dans un modele de prostate [31], un essai de phase I est en cours dans
le cancer de la prostate avec un CAR PSMA- TGFf3 Récepteur Il dominant négatif (NCT03089203).
Deux autres cibles font I'objet d’essai de phase I: PSCA et EpCAM [32].

Concernant les cancers du rein, quelques pistes potentielles de développement de CAR-T ont vu le
jour ces dernieres années. Un essai de phase I/II publié en 2016 visait a évaluer I'intérét de cellules
CAR-T anti-CAIX (carboxy-anhydrase-IX) chez douze patients présentant un cancer du rein
métastatique. Malheureusement, aucune réponse clinique n’a été obtenue et l'injection des cellules
était associée a une toxicité hépatique non négligeable [33]. Les cellules CAR-NK-92 anti-EGFR ont
montré des résultats intéressants dans des modéles murins en association au cabozantinib [34], ainsi
que les cellules CAR-T anti-c-met dans des modeles murins de carcinome papillaire [35]. Parmi les
essais cliniques en cours, notons un essai de phase I visant a évaluer l'intérét d’'un CAR-T allogénique

anti-CD70, et un autre de phase I/II visant a évaluer l'intérét de CAR-T anti ROR2 ou anti-AXL.

Dans les cancers du sein

La plupart des données d’utilisation de cellules CAR-T dans le traitement des cancers du sein
concernent des cancers de type triple négatif, le type histologique le plus agressif et le moins sensible
aux traitements conventionnels. Toutefois, il s’agit pour la plupart de données pré-cliniques, mais qui
donnent des résultats encourageants. Diverses cibles antigéniques sont explorées : MUC1 (mucinl)
[36], integrine avB3 [37], ROR1 [38] avec un effet potentialisé par I'association a un inhibiteur du
TGF-B [39], CAR-T NKG2D [40], CAR-T anti-EGFR [41,42], anti-HER2 [43,44], anti-TEM8 [45], ou anti-
GD2 [46].

Parmi le peu d’essais cliniques publiés a ce jour, citons 'essai clinique de phase 0 de Tchou et al, qui a
démontré la bonne tolérance de l'injection intra-tumorale de CAR-T spécifiques de c-Met chez six
patientes atteintes d'un cancer du sein meétastatique, avec en revanche l'obtention d'une seule
stabilisation de la maladie (trois déces liés au cancer et deux maladies en progression) [47]. Un
certain nombre d’essais cliniques de phase I ou II sont en cours avec différentes cibles antigéniques :

EpCAM, combinaison Her2/GD2/CD44v6, MUC1, Her2, NKG2DL, CEA, mésotheline, ROR1.

Quelques pistes d’amélioration




Comme démontré dans les quelques essais de phase précoce réalisés jusqu’a présent, l'efficacité des
traitements par cellules CAR-T dans le cadre des tumeurs solides est loin d’approcher celle obtenue
dans les hémopathies malignes, méme si les résultats restent encourageants. De nombreux facteurs
propres aux tumeurs solides peuvent expliquer, en partie, ce manque d’efficacité: l'absence
d’antigene membranaire spécifique d'un tissu tumoral donné, 'hétérogénéité d’expression d’une
potentielle cible antigénique par les différents clones tumoraux, la présence dun
microenvironnement fortement immunosuppresseur peu propice a ’expansion et a la persistance des
cellules CAR-T, ou encore les difficultés d’acces des cellules CAR-T aux différents sites tumoraux [11].
Les travaux visant a contrecarrer ces différents facteurs limitants sont nombreux. Parmi eux, on
retrouve d’abord ceux évaluant de nouvelles cibles antigéniques, notamment en association dans le
cadre des CAR bispécifiques. On retrouve ensuite de nombreuses approches portant sur I'inhibition de
I'immunosuppression associée au microenvironnement tumoral, notamment par combinaison des
cellules CAR-T avec des inhibiteurs de point de contréle immunitaire. Afin d’améliorer 'acces des
cellules CAR-T au site tumoral, I'ajout de récepteurs de chémokines semble favoriser la migration des
cellules T vers leur cible. Enfin, le développement de CAR-T « armés » capables de sécréter des
cytokines semble étre une approche prometteuse pour favoriser leur expansion et leur persistance

dans le temps [11,86].

Utilisation de cellules T modifiées avec TCR spécifique

Une autre approche majeure de thérapie cellulaire adoptive repose sur l'utilisation de cellules T
modifiées par introduction d’'un TCR spécifique (cellules TCR-T). Comme pour les CAR-T, les cellules T
périphériques du patient (stratégie autologue) ou d’'un donneur (stratégie allogénique) sont isolées et
modifiées génétiquement in vitro pour permettre 'expression d'un TCR spécifique. Les cellules TCR-T
sont ensuite amplifiées in vitro avant d’étre réinjectées au patient. Ce TCR exogeéne est composé,
comme le TCR endogeéne, d'une chaine a et 3 permettant de reconnaitre de maniére spécifique un
antigene tumoral présenté par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ceci confere d’ailleurs
aux cellules TCR-T un avantage majeur dans le traitement des tumeurs solides puisqu’elles peuvent
reconnaitre tout type d’antigene présenté par le CMH, contrairement aux cellules CAR-T limitées aux
antigenes de surface. De plus, la densité d’antigéne nécessaire pour induire I'activation des cellules
TCR-T est bien plus faible que pour les cellules CAR-T (environ 1-50 épitopes par cellule versus 103
pour les cellules CAR-T) [6]. Cela pourrait s’expliquer en partie par la plus faible affinité des TCR pour
le complexe peptide-CMH (pCMH) en comparaison avec les CAR et leur cible. Cette propriété
permettrait aux TCR d’interagir avec plusieurs pCMH consécutivement, contribuant ainsi a une

amplification du signal antigénique.

Les défis des stratégies TCR

Choix de I’antigéne



Le choix de I'antigene cible est un point clé dans le développement de cellules TCR-T en thérapie
cellulaire, que ce soit pour leur efficacité ou leur sécurité. L’antigene idéal serait exprimé
exclusivement et de fagon homogéne sur les cellules tumorales, participerait a la pathogénicité et
posséderait un épitope présenté par un CMH de classe . Différentes classes d’antigénes sont
actuellement étudiées en clinique, dont les antigénes associés a la tumeur (AAT), les oncogénes viraux
et les néoantigenes [48]. Parmi les AAT on retrouve les antigénes de différenciation, tels que MART-1
[49,50], gp100 [49] ou CEA [51], surexprimés dans les cancers et faiblement exprimés dans les
cellules normales, et les antigenes « cancer germline » (ou « cancer-testis »), tels que la famille de
protéines MAGE-A [52-54] ou NY-ESO-1 [55-59], surexprimés également dans les cancers et
exprimés de facon restreinte dans les cellules germinales. Les antigenes viraux peuvent, quant a eux,
étre ciblés dans certains cancers viro-induits tels que ceux associés a HPV ou EBV. Des TCR-T ciblant
HPV-16 E6 [60] et E7 [61], ainsi que la protéine oncogene LMP1 d’EBV sont actuellement testés en
clinique. Méme si les applications restent limitées a certains cancers, ces antigenes viraux présentent
I'avantage d’étre exprimés de fagon spécifique et homogene sur les cellules tumorales et peuvent étre
communs a 'ensemble des patients d'un méme type de cancer d’origine virale [6]. Concernant les
néoantigenes mutationnels, ces derniers résultent de mutations ponctuelles liées a l'instabilité
génétique des cancers [62]. Comme les antigenes viraux, ces néoantigenes ont l'avantage d’étre
exclusivement exprimés par les cellules tumorales. Cependant, leur expression peut étre hétérogene
au sein méme de la tumeur, et pour la grande majorité propre a chaque patient, ce qui peut
compromettre une utilisation large en clinique. Les stratégies actuelles de thérapie cellulaire ciblent

des mutations partagées d’'oncogenes majeurs, tels que KRAS ou TP53 [63].

Identification et optimisation du TCR

L’identification du TCR spécifique de I'épitope ciblé est une étape délicate étant donné I'étendue du
répertoire TCR et les caractéristiques d’interaction entre le TCR et le pCMH. En effet, on évalue a 106
le nombre de peptides pouvant étre reconnus par chaque TCR [64]. A I'inverse, un épitope peut étre
reconnu par plusieurs récepteurs TCR [65]. Les techniques d’identification de TCR spécifique d’'un
pCMH reposent sur I'induction d’'une réponse T in vitro. Les cellules T peuvent étre isolées de la
tumeur, du sang du patient ou d’'un donneur sain de CMH connu. Pour cela, les cellules T sont d’abord
stimulées avec I'antigene d’intérét afin d’enrichir la population de départ en cellules spécifiques par
expansion clonale (priming) (Figure 1A). Les cellules T spécifiques sont ensuite isolées et amplifiées.
Les séquences des chalnes a et 3 du TCR issues du clone T isolé sont ensuite déterminées par
séquencage et éventuellement reconstituées a partir de la base de données IMGT (international
ImMunoGeneTics information system) [66].

La question est alors de modifier ou non la séquence du TCR dans un but d’optimisation. Par exemple,
les TCR spécifiques des AAT sont souvent de faible affinité en raison de I'élimination des cellules T de

haute affinité pour les épitopes dérivés d’antigenes du soi lors du processus de sélection thymique



[67]. Or, le potentiel cytotoxique des lymphocytes T diminue d’autant plus que I'affinité du TCR est
faible [68]. Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour améliorer I'affinité du TCR, telles que la
mutation aléatoire du site de reconnaissance du complexe peptide-CMH, des systemes de phage
display ou 'immunisation de souris humanisées avec I'épitope cible. Augmenter I'affinité du TCR est
cependant une arme a double tranchant [67]. La capacité des cellules T a détruire une cellule tumorale
présentant I'épitope d’intérét dépend non seulement de la réponse cytotoxique au niveau de la
synapse immunitaire, mais aussi de la labilité de l'interaction TCR-pCMH qui permet a la cellule T
d’éliminer successivement plusieurs cibles. Un TCR de trop forte affinité peut aussi mener a un
épuisement précoce des cellules T a la suite de la reconnaissance de I'antigene cible. De plus,
I'optimisation du TCR dans le but d’augmenter son affinité peut engendrer différents types de
toxicités liées a la perte de sélectivité, comme détaillé plus loin [49-52,54]. Pour éviter cela, une
analyse poussée de la cross-réactivité doit étre réalisée lors des essais pré-cliniques [69]. A I'inverse,
les antigénes viraux et les néoantigenes étant retrouvés exclusivement sur les cellules tumorales, il est
plus probable d’identifier des TCR spécifiques de haute affinité et a fort potentiel cytotoxique
préservés lors de la sélection thymique.

D’autres modifications des séquences TCR peuvent étre réalisées pour améliorer I'expression et la
stabilité du TCR exogene exprimé dans la cellule T. Ces modifications, mises en évidence par I'équipe
de Steven Rosenberg, permettent une augmentation de la fonctionnalité des cellules T modifiées
(Figure 1B). La substitution du domaine constant humain de chaque chaine du TCR (a et ) par le
domaine constant murin est primordial pour empécher les mésappariements [70]. En effet, en
I'absence de ces substitutions, les chaines a et  du TCR exogéne peuvent s’apparier respectivement
avec les chaines 3 et « du TCR endogéne, menant a la création de nouveaux TCR potentiellement
cross-réactifs. L'introduction d'un second pont disulfure dans la partie constante du domaine murin
permet d’augmenter la stabilit¢ a la membrane du complexe TCR exogene [71] tandis que
I'augmentation de '’hydrophobicité de la partie transmembranaire de la chaine alpha murine facilite
son expression a la membrane [72]. Récemment, de nouvelles approches utilisant la technologie
CRISPR-Cas9 ont été utilisées pour introduire le TCR exogéne au locus du TCR endogéne, éliminant
ainsi le probléeme de mésappariements tout en permettant un niveau physiologique de I'expression du
TCR transduit [73].

Apres avoir validé le TCR d’intérét, les chaines o et  du TCR exogéne sont exprimées dans les cellules
T activées, le plus souvent via transduction virale. L’efficacité et la sécurité des cellules TCR-T

produites doivent ensuite étre évaluées in vitro et in vivo [66,67] (Figure 1C).

Evaluation de la toxicité
Différentes toxicités liées aux cellules TCR-T ont été décrites en clinique. Tout d’abord, les toxicités
« on-target/ off-tumor » sont liées a I'expression de I'antigene cible sur les tissus normaux. Elles sont

principalement causées par les cellules TCR-T ciblant les AAT. Des toxicités oculaires, cutanées et



auditives ont été décrites dans des essais cliniques ciblant MART-1 et gp100, dues a I'expression de
ces antigénes au niveau des mélanocytes [49,50]. Dans un autre essai clinique, des cas de colite
inflammatoire sévere ont été observés chez des patients traités par des cellules TCR-T ciblant le
carcinoembryonic antigen (CEA), du fait de I'expression de I'antigene sur les cellules intestinales
normales [51]. D’autres toxicités, de type « off-target/ off-tumor » ou cross-réactivité, ont également
été décrites. Elles sont généralement liées a la création de cellules TCR-T de haute affinité qui, n’ayant
pas subi de sélection thymique, peuvent potentiellement reconnaitre une protéine du soi. Un essai
clinique utilisant un TCR modifié de haute affinité ciblant MAGE-A3 a causé de graves toxicités
neurologiques ainsi que la mort de deux patients, a la suite de la cross-réactivité du TCR ciblant
MAGE-A3 avec un épitope de l'antigene MAGE-A12 dont I'expression cérébrale a été identifiée
ultérieurement [52]. Un autre essai clinique évaluant l'efficacité de cellules TCR-T ciblant un autre
épitope de MAGE-A3 a engendré des toxicités cardiaques séveres et la mort de deux patients. Il a été
montré a posteriori que le TCR modifié de haute affinité pour cet épitope de MAGE-A3 reconnaissait
également la TITIN, une protéine exprimée par les cardiomyocytes [54,74]. Il est donc indispensable
d’inclure une stratégie d’évaluation de la capacité du TCR identifié a interagir avec des épitopes du soi.
De récentes études proposent des cribles haut débit a partir de bibliotheques de peptides permettant
de tester la reconnaissance de milliers de peptides par les TCR sélectionnés [75,76]. Ces criblages sont
encore peu répandus et d’autres stratégies, basées sur la modélisation 3D des complexes TCR-pCMH
ou sur l'identification de points communs dans les séquences au sein de groupes de TCR (TCR
clustering) reconnaissant le méme peptide [77-79], cherchent a rendre davantage accessible la
prédiction de cross-réactivité sans perdre en sensibilité. Cependant une validation clinique de ces
approches prédictives n’a pas encore été publiée. Une conception rationalisée doit donc étre mise en
place pour l'optimisation des cellules TCR-T, prenant en compte I'affinité et I'avidité des TCR mais
également l'efficacité et la sécurité des cellules TCR-T de fagon globale [67,80]. Ainsi, un compromis
doit étre trouvé individuellement pour chaque TCR entre son affinité pour la cible, son potentiel anti-
tumoral, et le risque de générer des effets indésirables séveres en ciblant des tissus sains (« on-

target/off-tumor » ou « off-target/on-tumor »).

Mécanismes de résistance

Les cellules TCR-T peuvent reconnaitre un large panel d’épitopes présentés par le CMH de classe I. Le
mécanisme d’échappement principal a cette thérapie cellulaire est donc la perte d’expression des
molécules de CMH de classe I au niveau des cellules tumorales, empéchant ainsi la reconnaissance de
I'antigéne cible par les cellules TCR-T [6]. Cette perte de l'expression du CMH de classe I peut
également étre primaire et résulter de '« editing» immunitaire précédant toute thérapie. Des
phénomenes de perte d’hétérozygotie des genes HLA ont récemment été caractérisés en clinique chez
deux patients traités par cellules TCR-T ciblant une mutation de KRAS [81] et TP53 [82]. Un

meécanisme de régulation épigénétique des genes HLA a également été décrit dans un essai clinique.



Aucune mutation ou perte d’hétérozygotie n’était détectée par séquencage ADN de la tumeur apres
rechute, mais le traitement par un agent hypométhylant, I'azacytidine, a permis de restaurer
I'expression des molécules HLA [83]. De maniere intéressante, une récente étude clinique utilisant des
cellules TCR-T dirigées contre I'antigene E7 de HPV-16 dans les cancers épithéliaux HPV-16+ a
démontré que des mécanismes de résistance primaire ou secondaire impliquaient de nombreux

acteurs du processus de présentation des antigenes : HLA-AZ, IFNGR, TAP1, TAPZ [61].

Résultats clinigues

Depuis les premiers résultats cliniques publiés en 2006, le transfert adoptif de cellules TCR-T a connu
un intérét grandissant. Aujourd’hui, on compte plus d'une centaine d’essais cliniques en cours,
majoritairement dans les tumeurs solides [66]. Les principaux résultats cliniques publiés sont

résumés dans le Tableau 1.

Antigénes de différentiation

Les résultats mitigés des essais cliniques ciblant les antigenes de différentiation démontrent une
efficacité limitée. Malgré quelques réponses cliniques, de nombreuses toxicités liées a la
reconnaissance de 'antigéne dans les tissus sains (« on-target » / « off-tumor ») ont été décrites. Dans
le premier essai clinique utilisant les cellules TCR-T ciblant 'antigene MART-1 dans le mélanome, le
taux de réponse objective (ORR) ne dépasse pas 12 % (2/17) [84]. Cet antigene a également été ciblé
dans deux autres essais cliniques, en utilisant un TCR modifié de haute affinité. Dans la premieére
étude, une réponse clinique a été observée chez 30 % des patients atteints de mélanome (6/20), mais
de nombreuses toxicités cutanées, oculaires et auditives (atteinte de I'oreille interne) ont été décrites
[49]. Ces événements indésirables ont également été observés dans la seconde étude dans laquelle
aucune réponse clinique n’a été observée [50]. Concernant I'essai utilisant les cellules TCR-T ciblant
I'antigene CEA dans le traitement de cancers colorectaux, un patient sur trois a répondu au traitement
(ORR 33 %). Des effets indésirables de type colite inflammatoire sévere ont été observés chez tous les
patients [51]. Enfin, l'efficacité clinique de cellules TCR-T ciblant I'antigéne gp100 est limitée dans le
mélanome, avec un ORR de 16 % (3/16), et s’Taccompagne également de nombreux effets indésirables

(cutanés, oculaires, auditifs) [49].

Antigénes « cancer germline »

Concernant les essais cliniques ciblant les antigénes « cancer germline », les premiers résultats sur les
antigenes de la famille MAGE-A n’ont pas démontré d’efficacité clinique. Deux études ont été
conduites en utilisant des cellules TCR-T avec un TCR modifié de haute affinité ciblant MAGE-A3. Les
résultats cliniques de la premiére ont montré une efficacité clinique chez 56 % des patients (5/9)
atteints de mélanome, sarcome synovial ou cancer cesophagien. Cependant, deux patients sont
décédés a la suite de toxicités neurologiques séveres. Il a été montré a posteriori que 'antigene MAGE-

A12, également reconnu par ce TCR, était faiblement exprimé dans le cerveau [52]. Le deuxieme essai



a été arrété prématurément a la suite des toxicités cardiaques entrainant la mort de deux patients.
Malgré les tests pré-cliniques menés, la cross-réactivité avec la protéine TITIN exprimée par les
cardiomyocytes n’avait pas été anticipée [54,74]. L’antigene MAGE-A4 a également été ciblé par des
cellules TCR-T dans le traitement de cancers cesophagiens, mais aucune réponse clinique n’a été
observée [53].

Les résultats cliniques utilisant des cellules TCR-T ciblant NY-ESO-1 sont en revanche tres
prometteurs (Tableau 1). Les principaux cancers ciblés par ce traitement sont le mélanome et le
sarcome synovial. Dans I'un des essais cliniques, un taux de réponse de 58 % a été rapporté sur les 38
patients traités, avec cinq réponses completes allant de six a plus de 58 mois, et 17 réponses partielles
allant de trois a plus de 47 mois [56]. Parmi 107 patients traités dans cinq essais cliniques au total, un
taux de réponse moyen de 47 % (20 % a 67 %) est rapporté, avec au total huit réponses complétes et
40 réponses partielles, sans toxicité majeure [55-58,85]. Des cellules TCR-T ciblant NY-ESO-1, dont
des genes du TCR endogene et de PD-1 ont été délétés par CRISPR-Cas9, ont également été testées en
clinique. Parmi les trois patients traités, aucune réponse clinique n’a été observée mais la persistance
in vivo des cellules TCR-T était retrouvée augmentée par rapport aux autres essais cliniques testant
NY-ESO-1, dans lesquels la décroissance des cellules injectées était observée a partir d'une semaine
[59]. Le succes de NY-ESO-1 comme cible thérapeutique pour les cellules TCR-T pourrait s’expliquer
par les qualités intrinseques de l'antigene. En effet, I'expression de NY-ESO-1 semble strictement
restreinte au tissu tumoral et a la lignée germinale. De plus, une immunité humorale et cellulaire
naturelle contre NY-ESO-1 a été identifiée dans de nombreux cancers, suggérant une forte

immunogénicité de cet antigene [86].

Néoantigeénes et antigénes viraux

Des TCR-T dirigés contre des néoépitopes partagés, tels que KRAS (NCT03190941, NCT03745326) et
TP53 mutés (NCT00393029), et contre des épitopes issus des protéines virales de HPV [60,61] ou
EBV (NCT03648697, NCT03925896) sont actuellement évalués en clinique. Les derniers résultats
publiés évaluent l'efficacité de cellules TCR-T ciblant I'antigene HPV16-E6 dans le traitement de
tumeurs épithéliales HPV positives. Des réponses cliniques ont été observées chez 17 % des patients
(2/12), sans toxicité apparente [60]. Dans un second essai clinique testant I'efficacité de cellules TCR-
T ciblant I'antigene HPV16-E7, des réponses cliniques de type réponse partielle ont été observées
chez 50 % des patients (6/12) sans toxicité majeure et avec une durée de réponse de trois a neuf
mois. Cependant, des mécanismes de résistance primaire et secondaire liés a des mutations dans le

complexe de présentation de I'antigene ont été décrits chez plusieurs patients [61].

Conclusion et perspectives
CAR-T et TCR-T représentent deux approches complémentaires d’immunothérapie cellulaire

(Tableau 2). De nombreux travaux sont en cours afin d’améliorer I'efficacité de ces thérapeutiques en



(i) favorisant linfiltrat intra-tumoral des cellules CAR-T ou TCR-T (par exemple avec une
administration régionale ou en stimulant 'expression de chimiokines), (ii) réduisant les médiateurs
immunosupresseurs, (iii) limitant I'exhaustion des cellules T (par combinaison avec des inhibiteurs de
checkpoint immunitaire ou en intégrant un systeme de silencing de PD1), (iv) favorisant la persistance
des cellules T en modifiant la construction génétique du CAR, et en (v) limitant I'effet « on target/off
tumor » par des systémes d’expression transitoire ou de systéeme suicide [29,87]. S'il existe encore de
nombreux challenges pour améliorer la persistance et l'efficacité, ce type de stratégie ouvre des
perspectives majeures pour révolutionner a terme la prise en charge des tumeurs solides, notamment

les tumeurs immunologiquement froides.
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Figure 1 : Découverte, design et validation de TCR

A) Des PBMCs de donneur sain ou des PBMCs/TILs de patients sont isolés et soumis a un priming in
vitro avec l'antigene souhaité afin d'amplifier les cellules possédant un TCR spécifique pour I'antigene.
Apres tri par cytométrie en flux sur la base de marquages dextrameres, les cellules T spécifiques sont
cultivées in vitro pour expansion. Lorsque >90% de la population obtenue est spécifique pour
'antigene, la séquence des chaines a et § du TCR est identifiée.

B) La séquence des chaines a et 3 des TCR peut étre modifiée pour augmenter la stabilité du
complexe et éviter les mésappariements avec le TCR endogene.

C) Les chaines a et 3 du TCR exogéne sont exprimées dans les cellules T activées via transduction
virale. Apres expansion, la fonctionnalité des cellules TCR-T est déterminée par marquage
dextrameres, tests de cytotoxicité et de production de cytokines avant d'étre validée in vivo.




Tableau 1 : Synthese des résultats des essais cliniques évaluant des cellules TCR-T dans les tumeurs solides.

CEA : Carcinoembryonic Antigen = Antigene carcinoembryonnaire, gp100 : Glycoprotein 100 = Glycoprotéine 100, HPV : Human papillomavirus = Papillomavirus humain,
MAGE-A : Melanoma-associated antigen = Antigéne associé au mélanome, MART-1 : Melanoma antigen recognized by T cells 1 = Antigene de mélanome reconnu par les
cellules T1, NY-ESO-1 : New York esophageal squamous cell carcinoma-1, CR : Réponse compléte, PR : Réponse partielle, MPNST : Malign Peripheral Nerve Sheath Tumors =
tumeurs malignes des gaines des nerfs périphériques, CRS : syndrome de relargage cytokinique, N.R : Non renseigné

Antigéne Epitope HLA Type de Vecteur Dose Patients (n)  Essai clinique Phase Taux de Réponses Toxicités liées aux Références
cible cancer réponse cliniques (mois) cellules TCR-T (%)
objective (%)
CEA IMIGVLVGV ~ HLA-A*02:01 Cancer Rétrovirus 2a4.108 3 NCT00923806 1(33 %) 1PR(6) 3 colites  Parkhurst et al,
colorectal inflammatoires 2011
séveres
gp100 KTWGQYW HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 1,8.10° 16 NCT00509496 1] 3(16 %) 1 CR (14+) 15 (94%) rashs, 4 Johnson et al,
Qv et 2PR(4,3) (25%) uvéites, 5 (31%) 2009
1,1.1011 pertes d'audition
HPV16-E6 TIHDIILECV HLA-A*02:01 Cancer Rétrovirus 1.10° a 12 NCT02280811 1/1 2 (17%) 2 PR (3,6) Aucune Doran et al,
épithélial 1,34.10t 2019
HPV16 positif 1
HPV16-E7 YMLDLQPET HLA-A*02:01 Cancer Rétrovirus 110° a 12 NCT02858310 6 (50 %) 6 PR (3,4,4,8,8, Aucune Nagarsheth et
épithélial 1,2.101 9) al, 2021

HPV16 positif

MAGE-A3 KVAELVHFL HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 2,8 a 9 (7+1+1) NCT01273181 /1l 5 (56%) 1 CR (15+) 3 toxicités séveres Morgan et al,
Sarcome 7,9. 1010 4PR(4,4,5 12+) neurologiques dont 2 2013
synovial déces
Cancer
cesophage

MAGE-A3 EVDPIGHLY HLA-A*01 Mélanome Lentivirus 2,4 a  2(1+1) NCT01350401 N.R 2 toxicités cardiaques Linette et al,
Myélome 5,3.10° NCT01352286 et déces 2013

MAGE-A4 NYKRCFPVI HLA-A*24:02 Cancer Rétrovirus 0,2 a 10 UMINO0000239 | 0 Aucune Kageyama et al,
oesophagien 5.10° 5 2015

MART-1 EAAGIGILTV  HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 1.10° a 13 NCT00910650 1 0 3 rashs (23 %), 2 CRS Chodon et al,

1.10%0 (15 %) 2014
MART-1 AAGIGILTV HLA-A*02:01 Melanome Rétrovirus 0,5.10°a 17 NR NR 2 (12 %) 2 PR (20, 21) Aucune Morgan et al,

3,4.10% 2006




MART-1 AAGIGILTV HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 1,510°a 20 NCT00509288 1 6 (30 %) 6 PR (3,4,9, 17+, 14 (70%) rashs, 11 Johnson et al,
1.101 17+) (55%) uvéites, 10 2009
(50%) pertes
d'audition
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Mélanome/ sarcome Rétrovirus 1.10° 10 NCT02070406 2 (20 %) 2 PR 1 CRS (10 %) Nowicki et al,
synovial / liposarcome NCT01697527 2018
Jostéosarcome/
MPNST
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 0,9 a 38(20+16) NCT00670748 1] 11 (55%) 4CR(24,40+,54+, Aucune Robbins et al,
Sarcome 13.10%0 11 (61%) 58+), 7PR (3, 3, 5, 2014
synovial 6+, 8, 10, 28)
1 CR (6), 10 PR (3,
3,4,5,7,8,10,11,
18, 47+)
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Sarcome Lentivirus 0,4 a 12 NCT01343043 /1 6 (50 %) 1CR(8),5PR(4,7, 5CRS (42 %) D'Angelo et al,
HLA-A*02:06 synovial 14,4 8, 18) 2018
.10°
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Mélanome Rétrovirus 1,6.10°a 17 (11+6) NCT00670748 5 (45 %) 2 CR (20+, 22+), 3  Aucune Robbins et al,
Sarcome 1,3.1011 4 (67 %) PR (3, 8, 9+) 2011
synovial 4PR (5,8, 10, 18)
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Sarcome Lentivirus 2,67.19° 30 NCT01343043 /1 9 (30 %) 9PR(2a13) N.R Ramachandran
HLA-A*02:06 synovial et al, 2019
NY-ESO-1 SLLMWITQC HLA-A*02:01 Liposarcome/  Lentivirus 6.107 a 3 NCT03399448 0 Aucune Stadtmauer et
(CRISPR- myélome 7,1.108 al, 2020

Cas9)




CART TCRT
Quantité minimale de cibles par 200-1000 1-50
cellule
Origine de la cible Antigene membranaire Antigene membranaire ou

intracellulaire

Dépendance a |'expression de non oui

HLA

Toxicité principale Relargage cytokinique Cross-réactivité potentielle
Mécanismes de résistance Perte d’expression Perte de HLA

membranaire de la cible

Tableau 2 : Comparaison entre CAR-T et TCR-T





