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Résumé

L es cellules T a récepteur antigénique chimérique (CAR-T)
représentent une avancée thérapeutique majeure en
oncohématologie. A ce jour, deux CAR-T anti-CD19 ont été
agréées pour le traitement des leucémies aigués lympho-
blastiques B et des lymphomes diffus a grandes cellules B en
rechute/réfractaires. Méme si ces traitements ont montré une
efficacité remarquable chez ces patients en échec des
traitements habituels, leur utilisation est limitée par la
survenue de résistances et/ou de toxicités séveéres. Une
meilleure compréhension de ces phénomenes et I'amélioration
des outils de biologie moléculaire permettent d'envisager le
développement de nouvelles générations de CAR-T, plus
efficaces et/ou moins toxiques. Dans cette revue, nous faisons
le point sur les mécanismes a l'origine des résistances et des
toxicités, et sur les voies d'optimisation qui sont envisagées.

Abstract

himeric antigen receptor (CAR) T-cells represent a great

breakthrough in the treatment of hematologic malignan-
cies. To date, two different CAR T-cells have been approved for
the treatment of relapsed/refractory B-cell acute lympho-
blastic leukemia and diffuse large B-cell lymphoma. Despite a
remarkable efficacy, their use is limited by the occurrence of
resistances and/or severe toxicities. A better understanding of
these mechanisms and the progress in molecular intervention
are paving the way for the development of new generations of
CAR T-cells, with enhanced efficacy and/or reduced toxicity.
Here, we review the mechanisms of resistance and toxicity,
and the strategies which are envisioned to optimize CAR T-cell
therapy.

L es cellules T a récepteur antigénique chimérique (CAR-T) sont des lymphocytes T génétiquement modifiés pour
exprimer un récepteur de surface capable de rediriger leur spécificité contre les cellules tumorales. Le récepteur

est dit chimérique car il est composé d'une partie extracellulaire qui se lie a I'antigene tumoral a la maniere d'un
anticorps, donc de facon indépendante du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), et d'une partie intracellulaire
qui mime les signaux d'activation du T-cell receptor (TCR) [1, 2]. La transduction de ce récepteur se fait généralement
par l'intermédiaire d'un vecteur rétro- ou lentiviral.

Deux CAR-T anti-CD19, axicabtagene ciloleucel (axi-cel) et tisagenlecleucel (tisa-cel), ont été approuvés par la Food and
Drug Administration (FDA) et I’Agence européenne des médicaments (EMA) pour le traitement des leucémies aigues
lymphoblastiques B (LAL-B) et des lymphomes diffus a grandes cellules B (LDGCB) en rechute/réfractaires. Ces CAR-T
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ont montré une efficacité remarquable chez des patients en échec des traitements
habituels. L'étude ZUMA-1 présente la plus grande cohorte publiée de patients
traités par axi-cel pour un LDGCB réfractaire (N = 101). Dans cette étude, le taux de
réponse globale était de 83 %, dont 58 % de réponses completes, et la survie
globale médiane n'était pas atteinte aprés un suivi médian de 27 mois [3].
L'efficacité du tisa-cel a été évaluée dans l'étude JULIET chez 93 patients
présentant un LDGCB en rechute/réfractaire : le taux de réponse globale était de
52 %, dont 40 % de réponses completes, et la survie globale médiane de 12 mois
[4]. Enfin 1'essai ELIANA a étudié 1'efficacité du tisa-cel chez 75 enfants et jeunes
adultes présentant une LAL-B en rechute/réfractaire [5]. Le taux de réponse
complete était de 81 %, dont 95 % de maladie résiduelle indétectable a un mois, et
la survie globale a un an était de 76 %. Malgré ces résultats encourageants, un
certain nombre de patients vont présenter une résistance au traitement par CAR-T.
Cette résistance peut éetre soit primaire (absence de réponse) soit secondaire
(réponse puis rechute). Par ailleurs, les traitements par CAR-T s'accompagnent
fréquemment de toxicités aigués dont les plus fréquentes sont le syndrome de
relargage de cytokines (CRS) et la toxicité neurologique (ICANS, pour immune
effector cell-associated neurotoxicity syndrome). Ces toxicités peuvent menacer le
pronostic vital et nécessiter une prise en charge en réanimation. Dans cette revue,
nous faisons le point sur les mécanismes a 1'origine des résistances et des toxicités,
et sur les voies d'optimisation qui sont envisagées.

CAR-T - limites actuelles IO

Mécanismes de résistance

Les premieres études montrent que 40 a 70 % des patients ne vont jamais
répondre aux traitements par CAR-T (résistance primaire) ou vont rechuter apres
une réponse initiale (résistance secondaire). Ces rechutes sont principalement
observées durant la premiere année qui suit I'injection des CAR-T. Les rechutes
CD19+ (sans perte de la cible) sont classiquement plus précoces que les rechutes
CD19- qui sont souvent plus tardives [6].

Les mécanismes de résistance aux CAR-T peuvent étre liés :

— aux caractéristiques intrinseques des CAR-T,
— ou aux caractéristiques de la tumeur (tableau 1).

Résistance liée a la tumeur

L'un des mécanismes d'échappement aux CAR-T le mieux décrit est celui de la perte
de la cible. Ainsi Neelapu et al. ont récemment présenté I'analyse de 16 biopsies
pré- et post-traitement par axi-cel chez des patients atteints de lymphome : la
perte d'expression du CD19 en immunohistochimie était identifiée chez 25 % des
patients au moment de la rechute alors que les autres marqueurs B (CD20, CD22,
CD79a et PAX5) étaient toujours présents [7]. Plusieurs mécanismes ont été
rapportés comme pouvant conduire a la perte du CD19. Certaines mutations du

Tableau 1

Synthese des principaux mécanismes de résistance aux CAR-T.

Résistance liée aux CAR-T Résistance liée a la tumeur

Expansion insuffisante Perte de la cible (mutations, épissage alternatif, lineage switch,
: masquage de l'épitope par transduction accidentelle
. de cellules tumorales)

Défaut de persistance Résistance a la mort induite par les CAR-T (défaut d'apoptose)

Exhaustion : Microenvironnement tumoral (immunosuppression, trafficking, etc.)
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gene CD19 ou son épissage alternatif peuvent conduire a la perte de I'épitope [7, 8].
La perte du CD19 a également été observée chez des patients recevant des CAR-T
anti-CD19 pour une LAL-B avec réarrangement de MLL (pour mixed-lineage
leukemia) qui ont présenté une rechute sous forme de leucémie aigué myéloide
(lineage switch) (9). La perte de 1'antigene (ou une diminution de sa densité) peut
ainsi entrainer une rechute alors meéme que les CAR-T sont toujours présents [10].
L'émergence de ces résistances est souvent le fruit d'une sélection clonale. En effet,
I'existence de sous-clones CD19 négatifs a été décrite au diagnostic de LAL-B [11].
De facon exceptionnelle, le CD19 peut également étre masqué par le récepteur
chimérique si celui-ci est exprimé par les cellules tumorales. Ainsi Ruella et al. ont
publié le cas d'une transduction accidentelle du CAR anti-CD19 dans un blaste de
LAL-B [12]. Les récepteurs chimériques anti-CD19 exprimés par les blastes se
liraient aux molécules CD19 de surface masquant ainsi I'épitope et empéchant leur
reconnaissance par les CAR-T.

Dans certains cas, les cellules tumorales, bien que reconnues par les CAR-T, ne
peuvent pas étre tuées par ces derniers. En effet, deux équipes différentes ont
récemment montré que certaines cellules tumorales de LAL et de lymphome
présentaient des altérations des genes des voies d'apoptose les rendant résistantes
a la mort induite par les CAR-T [13, 14].

Enfin, un certain nombre de tumeurs, essentiellement solides, se développent au
sein d'un microenvironnement immunosuppresseur susceptible d'empécher les
CAR-T d'atteindre la tumeur ou d'exercer leur action cytotoxique [15]. Ainsi les
tumeurs peuvent étre qualifiées de « chaudes » ou « froides » [16], selon leur
infiltrat immunitaire. Celui-ci varie sur un plan quantitatif et qualitatif selon le
degré d'infiltration par des lymphocytes T (TIL) cytotoxiques, 1'expression de
check-point immunitaire (PD-1 [pour programmed cell death 1], PD-L1 [pour PD-1
ligand], CTLA4 [pour cytotoxic T-lymphocyte antigen-4], LAG3 [pour lymphocyte-
activation gene 3] et TIM3 [pour T cell immunoglobulin and mucin domain-
containing protein 3]) par les cellules tumorales ou celles de leur environnement, la
présence de cellules immunosuppressives (lymphocytes T régulateurs, cellules
suppressives dérivées des myéloides), ou encore la sécrétion de facteurs solubles
inhibiteurs (facteur de croissance transformant 3 [TGFB], interleukine [IL]-10). La
composition du microenvironnement régule également la circulation (trafficking)
des lymphocytes T qui se retrouvent parfois « bloqués » en périphérie et dans
I'incapacité d'atteindre les cellules tumorales [16]. Des données préliminaires
suggerent que la composition du microenvironnement des LDGCB pourrait
impacter la réponse aux CAR-T [17].

Résistance liée aux cellules T a récepteur antigénique chimérique
Plusieurs mécanismes de résistance ou d'échec liés aux caractéristiques
intrinseques des CAR-T ont été décrits.

L'absence de réponse durable aux CAR-T peut étre liée a une expansion ou a une
persistance insuffisante de ces derniers. Plusieurs études ont en effet montré que
I'expansion initiale est associée a la qualité de la réponse et qu'un défaut de
persistance, notamment dans les LAL-B, est associé a un risque de rechute
[3, 5, 18-20]. Cette cinétique cellulaire est conditionnée par les signaux de
costimulation se trouvant en aval du CAR. Les CAR-T actuellement commercialisés
sont dits de deuxieme génération car ils comportent deux signaux d'activation : le
CD3{ et une molécule de costimulation, CD28 pour axi-cel ou 4-1BB (CD137) pour
tisa-cel. La structure du CAR a un impact sur le phénotype, le métabolisme, la
fonction et la persistance. Les CAR-T avec une costimulation CD28 sont
généralement associés a une prolifération plus intense et a un phénotype
« effecteur mémoire », alors que les CAR avec une costimulation 4-1BB
s'accompagnent d'une réponse plus progressive, d'une persistance prolongée et
d'une différenciation de type « centrale mémoire » [21].
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Expansion et persistance
e Optimisation de I'affinité, du domaine de costimulation et de I'intensité du signal d’activation du CAR
o Sélection de certains sous-types cellulaires
e Stratégies de combinaison (ex. ibrutinib)
¢ Modification génétique additionnelle (ex. expression de c-Jun, délétion Nr4a, TRAC-CAR)
e Régulation épigénétique

Représentation schématique des enjeux et des stratégies pour 'optimisation des traitements par CAR-T.

Les CAR-T peuvent également présenter un défaut de persistance non pas
quantitative mais fonctionnelle, secondaire a leur exhaustion. En d'autres termes,
les CAR-T sont toujours présents mais ils ont perdu leur activité cytotoxique. Le
défaut de persistance (quantitative ou fonctionnelle) des CAR-T peut facilement
étre mis en évidence par la réapparition de lymphocytes B circulants.

De nombreux parametres (qualité du produit d'aphérese, protocole utilisé pour
l'ingénierie cellulaire, design du CAR, phénotype des CAR-T) sont susceptibles
d'impacter 1'efficacité des CAR-T mais il n'existe pas, a ce jour, de données cliniques
tres claires faisant préférer 1'un ou l'autre de ces parametres [6].

Mécanismes de toxicité
Le CRS et I'ICANS sont des effets secondaires fréquents des CAR-T et un consensus
a récemment été obtenu pour quantifier leur sévérité [22].
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Le CRS survient lorsque les CAR-T s'activent et proliferent apres reconnaissance de
leur cible. Cette activation est associée a la libération par le lymphocyte T modifié
de différentes cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (interféron y [IFNY],
IL-6, etc.) qui stimulent les cellules de I'immunité innée comme les macrophages
qui, en retour, vont également sécréter des médiateurs solubles qui entretiennent
le CRS [23]. Cliniquement, le CRS se manifeste le plus souvent par de la fievre, une
hypotension, et/ou une hypoxie mais il peut toucher tous les organes et mettre
rapidement en jeu le pronostic vital.

La physiopathologie de I'lCANS est moins bien connue. Elle pourrait étre liée aux
CAR-T qui peuvent étre identifiés dans le liquide céphalo-rachidien, a la libération
des cytokines pro-inflammatoires qui contribuent notamment a I'activation
endothéliale, a I'augmentation de la perméabilité vasculaire et a l'altération de la
barriere hémato-encéphalique [24]. Les symptomes décrits sont tres variés,
pouvant aller d'une simple confusion au coma.

Futur des cellules T a récepteur antigénique chimérique (figure 1)

Améliorer la cinétique cellulaire (expansion et persistance)

Certaines données précliniques suggerent que la composition cellulaire du produit
injecté, notamment le ratio CD4/CD8 [25] et le phénotype (naif, central mémoire,
effecteur mémoire, effecteur) des CAR-T pourraient avoir un impact sur leur
prolifération et leur persistance, méme si ceci reste a démontrer en clinique [26].
L'importance de la régulation épigénétique des CAR-T a été soulignée par un cas de
mutagenese insertionnelle ayant conduit a la perte de fonction du gene TETZ2 dans
une cellule transduite anti-CD19 chez un patient de 78 ans présentant une
leucémie lymphoide chronique réfractaire [27]. Cette perte fonctionnelle de TET2
s'est traduite par une meilleure capacité de prolifération, un phénotype central
mémoire des CAR-T, et une efficacité clinique inattendue avec une maladie
résiduelle toujours indétectable plus de quatre ans apres l'injection des CAR-T.
Concernant le gene chimérique transduit, d'autres approches visent a diminuer son
affinité pour I'antigene [28] afin d'augmenter la prolifération et la persistance des
CAR-T, ou encore a réduire I'intensité du signal d'activation [29] pour améliorer la
persistance.
Enfin, nous avons cité plus haut l'impact du domaine de costimulation sur
'expansion et la persistance. Une troisieme génération de CAR-T est en cours de
développement qui comporte un domaine de costimulation additionnel (CD28, 4-
1BB, ICOS, 0X40, CD27 ou NKG2D) mais leur supériorité clinique reste a démontrer.

Diminuer I'exhaustion

Les technologies dédiées a 1'édition du génome (notamment CRISPR/Cas9 [pour
clustered regularly interspaced short palindromic repeats associated protein 9])
permettent désormais de réaliser une insertion dirigée du gene chimérique. Ainsi,
il a été montré que si celui-ci est inséré en lieu et place du locus du TCR (chaine o)
(TRAC-CAR), ceci diminuait I'exhaustion des CAR-T et augmentait leur efficacité
[30]. D'autres données précliniques montrent que la délétion des facteurs de
transcription Nr4a [31], ou encore la surexpression du facteur de transcription c-
Jun [32] pourraient augmenter la persistance fonctionnelle des CAR-T.
Parallelement aux stratégies visant a modifier les CAR-T eux-mémes, un certain
nombre d'études tentent de les combiner avec d'autres traitements. Des thérapies
ciblées sont susceptibles de prévenir 1'exhaustion des CAR-T. A titre d'exemple,
I'équipe de Ruella a rapporté que I'adjonction d'ibrutinib améliorait 1'efficacité de
CAR-T anti-CD19 dans un modele murin de xénogreffe d'une lignée de lymphome a
cellules du manteau sensible a I'ibrutinib [33]. De facon intéressante, l'ibrutinib est
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associé a une réduction de I'expression des marqueurs d'exhaustion (PD-1, TIM-3,
LAG-3) par les CAR-T lorsque ceux-ci sont mis en culture avec la lignée cellulaire.
Des résultats cliniques préliminaires suggerent que l'adjonction d'ibrutinib
pourrait augmenter |'efficacité des CAR-T chez les patients [34].

Prévenir les résistances/échappements par perte de la cible

Pour prévenir les résistances liées a la perte de la cible par les cellules tumorales,
des CAR-T « multispécifiques » (CD19/CD22 ou CD19/CD20 par exemple) ont été
développés et sont en cours d'évaluation clinique [35]. Différentes approches [35]
permettent de cibler deux antigenes, telle que la coadministration de deux CAR-T
ciblant chacun un antigene différent, l'utilisation d'un vecteur bicistronique qui
conduit a I'expression de deux CAR distincts sur la méme cellule, la cotransduction
de deux vecteurs codant chacun pour un CAR ou encore l'expression d'un CAR
bispécifique (aussi appelé CAR tandem).

Une autre stratégie, appelée CAR « adaptateur » est en cours de développement,
essentiellement dans les tumeurs solides, pour cibler plus de deux antigenes [26].
Son principe consiste a utiliser des CAR-T dont le scFv ne reconnait pas un antigene
de tumeur mais se lie a un ou plusieurs « adaptateurs » solubles spécifiques d'un
antigene tumoral. L'enjeu majeur de ce type d'approche est de bien maitriser les
propriétés pharmacologiques (demi-vie, stabilité, etc.) de I'adaptateur soluble, en
plus des caractéristiques intrinseques aux CAR-T.

D'autres approches consistent a générer/amplifier une réponse immunitaire
antitumorale naturelle contre différents antigenes (epitope spreading) afin de
prévenir les échappements par perte de la cible. Ainsi, des CAR-T expriment de
facon constitutive des molécules telles que CD40L [36, 37], FIt3L [38] ou 4-1BBL
[39] dans le but de stimuler la réponse immunitaire endogene en fournissant un
signal de stimulation aux cellules présentatrices d'antigenes ou aux lymphocytes T
adjacents infiltrant la tumeur.

Moduler le microenvironnement

Les CAR-T peuvent étre « équipés » de genes visant a modifier le microenvi-
ronnement tumoral ou a les rendre résistants a I'immunosuppression induite par
la tumeur. Certains CARs, appelés TRUCK (pour T cells redirected for universal
cytokine killing), sont congus pour sécréter des cytokines immunostimulantes telle
que 1'lL-12 ou I'IL-18.[1]

La combinaison des CAR-T avec des inhibiteurs de checkpoint immunitaire (anti-PD-
1 ou anti-PD-L1) est une autre stratégie en cours d'exploration pour bloquer
I'immunosuppression tumorale liée a PD-L1. Les premiers résultats de 1'étude
ZUMA-6 testant l'association d'axi-cel et d'atézolizumab (anti-PD-L1) ont été
récemment présentés au congres virtuel de 1'American Association for Cancer
Research (AACR) de 2020 [40] chez 34 patients. Cette combinaison présente un
profil de tolérance et d'efficacité similaire a axi-cel seul dans les LDGCB en rechute ou
réfractaires. Des analyses biologiques ancillaires sont nécessaires pour évaluer le
bénéfice éventuel de cette association dans certains sous-groupes de patients. Une
approche similaire consiste a modifier génétiquement les CAR-T pour leur faire
sécréter un anticorps anti-PD-1 au site tumoral, ce qui augmenterait la concentration
de l'anti-PD-1 a la tumeur et limiterait la toxicité systémique. Il est intéressant de
noter que, dans un modele de xénogreffe de tumeur ovarienne métastatique,
les souris traitées avec cette approche innovante ont une survie supérieure a
celle des souris qui recoivent les CAR-T anti-MUC16°°*° en association a un anticorps
anti-PD-1 [42].

D'autres CAR-T coexpriment des récepteurs dominants négatifs (induisant donc
une perte de fonction) de certains checkpoints (PD-1 ou TGF notamment) qui les
rendent résistants a ces signaux inhibiteurs [42].

CAR-T - limites actuelles IO
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Enfin, les CAR-T peuvent étre dirigés contre un antigene exprimé par les cellules du
microenvironnement tumoral. A titre d'exemple, Sakemura et al. ont présenté lors
du congres de I'American Society of Hematology (ASH) de 2019 la supériorité de
CAR-T ciblant a la fois BCMA et une protéine exprimée par les fibroblastes associés
au cancer par rapport aux CAR-T anti-BCMA, dans un modele préclinique de
myélome multiple [43].

Réduire la toxicité

Pour limiter ou controler la toxicité des CAR-T, certaines constructions incluent
une expression conditionnelle du récepteur chimérique (récepteurs synNotch) ou
encore un interrupteur de sécurité (safety switch) grace a un gene suicide ou a une
molécule permettant d'éliminer les CAR-T [26]. Certains CAR-T sont, par exemple,
modifiés génétiquement pour exprimer un mimotope du CD20 ou du récepteur au
facteur de croissance épidermique (EGFR), ce qui permet leur élimination par le
rituximab ou le cétuximab, si nécessaire.

La construction du gene chimérique joue également un role dans la toxicité des
cellules. La sécrétion de cytokines par les CAR-T dépend de la charniere et de la
région transmembranaire [44]. De facon intéressante, l'utilisation d'un scFv
entierement humain pourrait étre associée a une réduction de la toxicité
neurologique chez des patients présentant un lymphome B [45].

Les approches de type CAR « adaptateur » pourraient également faciliter le
controle des effets indésirables puisque les CAR-T ne s'activent qu'en présence de
I'adaptateur soluble [26].

Pour finir, certaines stratégies de combinaison sont proposées pour réduire la
toxicité. Ainsi, une analyse chez des patients présentant une leucémie lymphoide
chronique suggere que l'association d'ibrutinib aux CAR-T anti-CD19 diminuerait
les syndromes de relargage de cytokines séveres [34]. Des études complémentaires
sont toutefois nécessaires pour confirmer ces résultats. Enfin, le dasatinib bloque
'activité des CAR-T sans altérer leur viabilité dans des modeles précliniques in
vitro et in vivo [46].

Conclusion

Les CAR-T ont ouvert un champ thérapeutique nouveau en oncohématologie, dont
les possibilités sont aussi vastes que complexes. Ces thérapies cellulaires ciblées
font désormais partie de l'arsenal thérapeutique des LDGCB et des LAL-B. De
nombreux travaux sont en cours pour améliorer leur efficacité et leur tolérance.
Ceux-ci sont rendus possibles grace aux progres des connaissances concernant les
mécanismes de résistance et de toxicité, et par I'essor des technologies d'ingénierie
moléculaire qui permettent de « reprogrammer » finement les lymphocytes T pour
leur permettre d'accomplir leur mission.
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