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B Résumé

Les cellules CAR-T représentent une nouvelle approche d'immunothérapie antitumorale dont
I'efficacité dans les hémopathies malignes B a récemment conduit a leur autorisation de mise
sur le marché. Les résultats des essais cliniques réalisés dans ce contexte ont montré que certaines
caractéristiques immunologiques des patients avant (au moment de I'aphérése) et apres admi-
nistration du traitement, ou des cellules CAR-T elles-mémes, sont corrélées a la réponse au
traitement ou a sa toxicité. Il n'existe cependant pas a ce jour de recommandations sur le suivi
immunologique des patients traités en vie réelle. Les objectifs de cet atelier étaient de déterminer,
sur la base des données de la littérature et de I'expérience des centres, les examens immuno-
logiques a réaliser dans le cadre de la prise en charge d'un patient traité par cellules CAR-T. Ces
recommandations portent sur la caractérisation des cellules immunes du patient au moment de
I'aphérése, la caractérisation des cellules CAR-T injectées, ainsi que le suivi des cellules CAR-Tet des
autres parametres de reconstitution immunitaire chez le patient apres administration du traite-
ment. Une harmonisation des pratiques permettra de réaliser des études de corrélations clinico-
biologiques chez les patients traités en vie réelle dans le but de déterminer des facteurs prédictifs
de la réponse et de la toxicité. Ces données pourraient avoir un impact médico-économique
majeur en permettant d'identifier les patients qui vont bénéficier de maniere optimale de ces
traitements codteux.

B Summary

Immunomonitoring of patients treated with CAR-T cells for hematological malignancy:
Guidelines from the CARTi group and the Francophone Society of Bone Marrow
Transplantation and Cellular Therapy (SFGM-TC)

CAR-T cells represent a new anti-tumor immunotherapy which has shown its clinical efficacy in B-
cell malignancies. The results of clinical trials carried out in this context have shown that certain
immunological characteristics of patients before (at the time of apheresis) and after the
administration of the treatment, or of the CAR-T cells themselves, are correlated with the
response to the treatment or to its toxicity. However, to date, there are no recommendations
on the immunological monitoring of patients treated in real life. The objectives of this workshop
were to determine, based on data from the literature and the experience of the centers, the
immunological analyses to be carried out in patients treated with CAR-T cells. The recommen-
dations relate to the characterization of the patient's immune cells at the time of apheresis, the
characterization of the injected CAR-T cells, as well as the monitoring of the CAR-T cells and other
parameters of immune reconstitution in the patient after administration of the treatment.
Harmonization of practices will allow clinical-biological correlation studies to be carried out in
patients treated in real life with the aim of identifying factors predictive of response and toxicity.
Such data could have a major medico-economic impact by making it possible to identify the
patients who will optimally benefit from these expensive treatments.

Questions posées

Quels examens immunologiques a réaliser dans le cadre de la
prise en charge d'un patient traité par cellules CAR-T académi-
ques ou commerciales ?

Quels examens pour chaque étape de la prise en charge du
patient ?

Quelles modalités pratiques des prélevements et quelles tech-
niques a utiliser pour chaque type de tests ?
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Etat actuel de la question

Les cellules T portant un récepteur antigénique chimérique
(CAR-T) ont révolutionné le traitement des hémopathies mali-
gnes B, conduisant a l'autorisation de mise sur le marché de
deux produits commerciaux fin 2018 (Tisa-cel, Kymriah™ et Axi-
cel, Yescarta™) [1]. Les données de la littérature ont montré
l'intérét du suivi immunobiologique chez les patients traités par
cellules CAR-T dans le cadre d'essais cliniques. Ainsi, certaines
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caractéristiques immunologiques des patients, ou des cellules
CAR-T elles-mémes, ont pu étre corrélées a I'efficacité ou la
toxicité du traitement.

Cependant il n'existe pas a ce jour de données de suivi immu-
nologique en vie réelle chez les patients traités par les cellules
CAR-T commercialles. Compte tenu de I'enjeu clinique et éco-
nomique de ces nouvelles stratégies thérapeutiques, il semble
important d'harmoniser les explorations biologiques afin de
pouvoir réaliser des études multicentriques chez des patients
moins sélectionnés que dans les essais cliniques.

Dans cet objectif, un groupe de travail national (CARTi: immu-
nomonitoring des patients traités par cellules CAR-T) s'est cons-
titué début 2020, et a permis des échanges de procédures ainsi
qu'une réflexion sur I'harmonisation des pratiques, a |'origine de
cet atelier de la SFGM-TC.

Nous présentons ici dans un premier temps une synthese des
données de la littérature sur le suivi immunologique des
patients traités par cellules CAR-T pour une hémopathie lym-
phoide B, puis nous détaillons les différentes stratégies/tech-
niques de monitoring utilisées dans les laboratoires, et
proposons enfin des recommandations pour réaliser ce suivi
en routine et/ou dans un cadre plus approfondi de recherche
translationnelle. A terme, ces informations pourraient permettre
de mieux sélectionner les patients pouvant bénéficier de ces
traitements et/ou d'adapter leur prise en charge apres adminis-
tration des cellules CAR-T.

Corrélations avec I'évolution clinique

De nombreuses équipes ont cherché a identifier des biomar-
queurs prédictifs de la réponse au traitement par cellules CAR-T
chez les patients atteints d’hémopathie maligne B inclus dans
des essais cliniques [2,3]. Les résultats sont tres variables selon
la pathologie considérée, les traitements antérieurs, I'intensité
de la lymphodéplétion et le type de CAR utilisé (notamment le
domaine de costimulation (D28 ou 4-1BB). Du fait d'une sélec-
tion rigoureuse des patients inclus dans les essais cliniques, et
de la spécificité de chaque essai pour une pathologie et un type
de cellules CAR-T, ces résultats sont difficilement transposables
a la pratique en vie réelle pour les cellules CAR-T commercia-
lisées aujourd'hui [4]. Néanmoins, des informations importan-
tes peuvent étre retenues.

Facteurs prédictifs de la réponse au
traitement

La nature de I'hémopathie

La réponse aux cellules CAR-T et les facteurs qui I'influence sont
trés différents selon le type d'hémopathie : leucémie aigué
lymphoblastique B (LAL-B), lymphome diffus a grandes cellules
(DLBCL), leucémie lymphoide chronique (LLC), myélome multi-
ple (MM).

f/¢_BuIIetin
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LAL-B

Chez les enfants et jeunes adultes atteints de LAL-B réfractaire
ou en rechute (R/R) traités par des cellules CAR-T anti-CD19
(Tisagenlecleucel, domaine de costimulation 4-1BB), le taux de
rémission compléte est élevé (80 a 93 %), mais avec un taux de
rechute important aboutissant a une survie sans rechute de 50 a
60 % douze mois apres traitement [5]. Les deux facteurs prin-
cipaux influencant la rechute sont I'absence de persistance des
cellules CAR-T et la perte de I'antigene (D19 sur les cellules
tumorales (cf paragraphes suivants).

DLBCL

Dans les DLBCL R/R, les trois principales cellules CAR-T anti-
(D19 utilisées (Tisagenecleucel-41BB, Axicabtageneciloleucel-
(D28 et Lisocabtagenemaraleucel-41BB) permettent d'obtenir
des taux de réponse objective de 50 a 80 % dont 40 a 60 % de
rémission complete [6,7]. Le taux de RC obtenus avec le Tisa-
genecleucel-41BB dans les lymphomes (40 %) est moins élevé
que dans la LAL-B (>80 %) mais le taux de rechute semble plus
faible [5,6],. Ainsi, chez les patients répondeurs, quel que soit
les cellules CAR-T anti-CD19 utilisées, la probabilité de survie
sans progression (PFS) a un an est de 70 a 80 %. Au total, la
survie globale attendue a deux ans apres traitement est d'envi-
ron 50 % et la PFS de 40 % [6-8]. Les principaux facteurs
influencant la réponse/résistance aux cellules CAR-T sont la
masse tumorale (PET-scan et LDH) et la capacité des cellules
CAR-T & migrer dans le microenvironnement tumoral [9-11].
L'analyse immunohistochimique des marqueurs d'épuisement
(PD-L1, PD-1, LAG3 et TIM3) sur biopsies tumorales avant trai-
tement suggere que les niveaux d'expression des récepteurs
inhibiteurs sur les cellules immunitaires, et de leurs ligands sur
les cellules tumorales, sont plus faibles chez les répondeurs que
chez les non répondeurs [12].

LLC

Dans la LLC, les données sont limitées mais le taux de résistance
primaire est élevé, avec un taux de RC avec le Tisagenlecleucel
de 15 & 30 %, soit plus faible pour ces cellules CAR-T en compa-
raison des LAL-B et des DLBCL [5,6,13].

MM

Dans le myélome, les résultats des traitements par des cellules
CAR-T anti-BCMA (mono ou bi-spécifiques) sont encourageants,
avec des taux de réponse aux alentours de 70 % mais une survie
sans progression limitée a environ neuf mois [14]. Des données
complémentaires sont donc nécessaires pour évaluer la dura-
bilité de ce traitement.

Les traitements antérieurs et la qualité des cellules
immunes au moment de I'aphérése

Les chimiothérapies altérent le phénotype et la fonctionnalité
des lymphocytes T qui vont étre utilisés pour la production des
cellules CAR-T. En particulier, la déplétion en cellules T naives ou
mémoires précoces (CCR7" (D27%) consécutive  aux
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chimiothérapies répétées est associée a un défaut d'expansion
in vitro des lymphocytes T[15], a une moindre expansion in vivo
aprés réinjection des cellules CAR-T ainsi qu'une moins bonne
réponse clinique chez les patients ayant une LLC [13] ou un
myélome [16]. En outre, la présence de cellules T exprimant des
marqueurs d'épuisement (PD-1, LAG3, TIM-3) au moment de
I'aphérese est associée a un moins bon pronostic chez les
patients atteints de LAL-B [17]. Dans la LLC, il a été montré
qu'un traitement par ibrutinib augmentait les capacités fonc-
tionnelles et prolifératives des lymphocytes T avant aphérése et
des cellules CAR-T générées a partir de ces lymphocytes T[18].
Ces données suggérent que les aphéreses devraient étre réa-
lisées plus précocement au cours du traitement de I'hémopa-
thie, a un moment ot les lymphocytes T ne sont pas encore trop
altérés.

Le traitement lymphodéplétant

La lymphodéplétion (en général fludarabine + cyclophospha-
mide) précédant l'infusion des cellules CAR-T est indispensable
a leur expansion in vivo. Cette lymphodéplétion i) augmente la
disponibilité en cytokines homéostatiques telles que I'lL-7 et I'lL-
15 et favorise donc I'expansion des cellules CAR-T, ii) diminue
transitoirement le nombre de cellules T réqgulatrices et possi-
blement celui des cellules myéloides suppressives, iii) altere le
microenvironnement tumoral et favorise le trafic des cellules T
au sein de la tumeur, et iv) inhibe la réponse immune anti-
cellules CAR-T [2]. Des taux sériques élevés de MCP-1 et d'IL-7
[19] ou d'IL-15 [20,21] apres lymphodéplétion semblent étre
associés a une meilleure expansion des cellules CAR-T et une
meilleure réponse chez les patients atteints de DLBCL.

Amplitude d'expansion et persistance des
cellules CAR-T apreés infusion

L'expansion initiale des cellules CAR-T aprés injection, qui est
requise pour obtenir un rapport cellules effectrices/cellules
cibles satisfaisant, semble étre un facteur prédictif de réponse
initiale au traitement dans les traitements par cellules CAR-T
anti-CD19 dans la LAL-B de I'enfant et la LLC [13,22]. L'aire sous
la courbe de I'expansion des cellules CAR-T (AUC) a été égale-
ment rapportée comme corrélée a la réponse dans la LLC [13].
La persistance des cellules CAR-T semble quant a elle étre un
facteur prédictif de rémissions de longue durée [13,17,23,24].
Cette derniére peut étre prédite par durée de l'aplasie des
cellules B, autre facteur associé a la durée de la rémission
post-infusion des cellules CAR-T, en particulier dans les LAL-B
[13,17,23,24].

La structure du CAR : conséquences sur la
persistance des cellules CAR-T et sur la
rechute

L'ajout d'un domaine de costimulation CD28 ou 4-1BB a permis
d'améliorer I'efficacité des cellules CAR-T, tout en ayant des
effets distincts sur la susceptibilité des cellules CAR-T
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al'activation et a I'épuisement. In vitro, le domaine CD28 conduit
3 une différenciation des cellules CAR-T vers un phénotype
effecteur mais facilite leur épuisement (« exhaustion »), 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
des cellules mémoires précoces et donc leur persistance, et
évite |'épuisement des cellules CAR-T [25,26]. Les cellules
CAR-T 4-1BB expriment plus de protéines anti-apoptotiques
BCL2 et BCL-XL et ont un profil métabolique favorisant la forma-
tion des lymphocytes T mémoires [27]. In vivo, les cellules CAR-T
4-1BB ont une expansion moins forte ou moins rapide, et
persistent plus longtemps, pendant des mois voire des années
[5], alors que les cellules CAR-T (D28 ont une expansion plus
importante et plus précoce mais persistent moins longtemps,
rarement au-dela de quelques mois [22,28]. La persistance des
cellules CAR-T semble étre un facteur prédictif de la réponse
dans toutes les indications, mais a un degré variable
[7,13,14,23,29,30]. Elle a un impact majeur chez les enfants
et les jeunes adultes traités pour une LAL-B R/R. Il y aurait donc
un intérét a favoriser les cellules CAR-T 4-1BB chez les patients
qui ne peuvent bénéficier d'une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques une fois la rémission obtenue. Les cellules
CAR-T (D28, moins persistants, pourraient avoir un intérét pour
servir de « bridge » a la transplantation. Chez les patients
atteints de DLBCL, l'effet des cellules CAR-T sur la réponse
semble précoce, et l'intérét de leur persistance est moins évi-
dent. Il est cependant possible que la persistance des cellules
CAR-T circulants ne soit pas le reflet de ce qui se passe dans les
ganglions tumoraux, ce qui pourrait expliquer les différences
avec la LAL-B.

La structure du CAR peut également influencer le type de
rechute dans les LAL-B. Ainsi, les résistances primaires ou les
rechutes avec conservation de I'antigene CD19 sur les cellules
leucémiques sont plus précoces et peut-étre plus souvent asso-
ciées aux cellules CAR-T (D28 [22]. A l'inverse, les rechutes
tardives avec perte de I'antigene (D19 sur les cellules leucé-
miques seraient plus souvent observées aprés traitement par
cellules CAR-T 4-1BB du fait d'une pression immune plus pro-
longée conduisant a la sélection d'un clone CD19 [5]. L'impact de
la perte de I'antigene cible dans les DLBCL est moins clair.

Qualité du produit injecté

L'hétérogénéité du produit injecté d'un patient a I'autre contri-
bue a la variabilité de I'efficacité et de toxicité des cellules CAR-T.
L'analyse fonctionnelle sur cellule unique montre que les cel-
lules CAR-T polyfonctionnels (capables de produire plusieurs
cytokines) sont associés a une meilleure réponse dans le lym-
phome [20]. L'analyse transcriptomique et phénotypique des
cellules CAR-T chez les patients atteints de LLC montre qu'un
profil naif ou mémoire précoce (CD8*CCR7*(D27"), comprenant
notamment les signatures IL-6/STAT3, est associé a une réponse

tome 108 > n°12S > décembre 2021



Suivi immunologique des patients traités par cellules CAR-T pour hémopathie maligne: recommandations du groupe CARTi et de la Société

francophone de greffe de moelle et de thérapie cellulaire (SFGM-TC)

complete, alors qu'un profil de genes impliqués dans la diffé-
renciation, la glycolyse, I'épuisement et I'apoptose est plus
fréquent chez les patients non répondeurs [13]. Une étude
récente de séquencage ARN sur cellule unique (scRNAseq)
sur des résidus de poche d'axi-cel injectées a des patients DLBCL
confirme l'existence de signatures transcriptomiques associées
a une réponse complete (CD8'CCR7°CD27%) ou inversement
a une mauvaise réponse moléculaire (PD-1, LAG3, TIM3, IFN-y
signaling) [31].

En résumé, la nature et la capacité fonctionnelle des lympho-
cytes du patient au moment de |'aphérese ou au moment de la
lymphodéplétion, et des cellules CAR-T au moment de leur
injection puis chez le patient, semblent influencer la réponse
au traitement dans différents essais cliniques.

Facteurs prédictifs des complications

Le syndrome de relargage de cytokines (CRS)

Le CRS correspond a un syndrome inflammatoire caractérisé par

une production élevée de cytokines. Il s'agit d'une toxicité liée

a l'activation des cellules CAR-T aprés reconnaissance de I'anti-

géne cible sur les cellules tumorales, associée a une activation

immune généralisée et notamment du systeme mono-macro-
phagique, qui peut conduire a un syndrome d'activation macro-
phagique [32,33]. Un CRS sévere peut étre associé a une

coagulopathie pouvant aller jusqu'a un tableau de CIVD [33].

De nombreux parametres biologiques sont augmentés lors du

(RS: CRP, ferritine, LDH, marqueurs de coagulopathie (angio-

poiétine 2, facteur Willebrand, TP, D-dimeéres, fibrinogene). De

nombreuses cytokines sont produites en grande quantité suite

a [33-35]:

« I'activation des lymphocytes T (IL-6, IFN-y, sIL2-Ra, SIL-6R, GM-
CSF, -2, TNF-01) ;

« I'activation et |'attraction des mono-macrophages (IFNo., IL-1B,
IL-6, IL1Ra, IL10, I1L-12, IL-13, IL-15, SIL6-R, TNF-cr, CXCL10, CCL2,
IL-8) ;

* en réponse aux dommages tissulaires (IL-6, 1L-8, G-CSF, GM-
(SF). Cependant la plupart de ces facteurs ne permettent pas
de prédire la survenue d'un CRS et ne sont pas discriminants
pour faire le diagnostic différentiel entre CRS et sepsis sévere.

Par ailleurs, le monitoring en temps réel de ces cytokines n'est

pas réalisable dans la plupart des centres.

Chez les enfants traités pour LAL-B (CAR anti-CD19 avec co-

stimuation 4-1BB), il semble possible de prédire la survenue

d'un CRS sévere par une signature cytokinique basée sur le ratio
entre les valeurs basales et a )3 post-injection de trois cytokines

(IFN-y, CCL3, IL-13) [36]. Chez I'adulte traité pour LAL-B ou

lymphome avec une construction de CAR similaire a I'étude

précédente, une fievre supérieure ou égale a 38,9 °C associée

a un taux élevé de CCL2 dans les trois jours suivant I'injection

pouvait prédire un CRS sévere [33].

Par ailleurs, une expansion rapide et intense des cellules CAR-T

dans les jours suivant l'injection est souvent associée a la

f/¢_BuIIetin
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survenue d'un CRS, mais n'a pas non plus de valeur prédictive.
Ce sont donc essentiellement des facteurs cliniques (masse
tumorale élevée, LAL-B, thrombopénie a I'état basal, lympho-
déplétion intense, CAR portant une molécule de costimulation
(D28) qui peuvent permettre d'anticiper un (RS sévére [33,34].

Neurotoxicité (« Immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome » 1CANS)

L'inflammation systémique et la production de cytokines apres
injection des cellules CAR-T induit une cascade d'activation des
cellules endothéliales et une altération de perméabilité de la
barriere hémato-encéphalique (BHE) permettant le passage des
cellules CAR-T dans le cerveau. La physiopathologie de I'ICANS
est encore mal connue mais semble liée a une atteinte endo-
théliale avec fréquente coagulopathie pouvant aller jusqu'a une
ClvD [21,37-39]. Sa survenue plus fréquente avec les cellules
CAR anti-CD19 a été récemment expliquée par I'expression
3 taux faibles de (D19 a la surface des cellules murales qui
soutiennent les vaisseaux du cerveau (péricytes et cellules
musculaires lisses) [40].

Le développement d'un ICANS est souvent associé a la survenue
préliminaire d'un CRS sévere et aux facteurs qui favorisent ce
(RS (masse tumorale élevée, pic d'expansion des cellules CAR-T,
CAR avec costimulation (D28) [34,38,39]. Des taux élevés de
cytokines inflammatoires dans le sang et dans le liquide cépha-
lorachidien (LCR) a )3 post-injection des cellules CAR-T ont été
associés a la survenue d'un ICANS sévere [34,38]. Chez des
adultes traités pour LAL-B par CAR-T avec costimulation CD28,
un score basé sur des taux sanguins élevés d'IL-15 et
IL10 associés a un taux faible d'EGF a )3 peut prédire la neuro-
toxicité [38]. Dans une autre étude chez des adultes recevant
des cellules CAR-T avec costimulation 4-1BB, |'apparition d'une
fievre supérieure ou égale a 38,9 °C associée a un taux sanquin
élevé de CCL2 et IL-6 dans les trois jours aprés injection pou-
vaient prédire la survenue d'ICANS sévere [39].

Ainsi d'une maniere générale, la survenue et la sévérité des
toxicités sont corrélées a l'intensité du pic de prolifération et
d'activation des cellules CAR-T. Les patients présentant une
charge tumorale élevée avant traitement, et les cellules CAR-
Tavec un domaine de costimulation (D28 sont également a plus
haut risque de toxicité. Plusieurs scores biologiques précoces
(dans les trois jours suivant l'injection) prédictifs de la survenue
de (RS ou d'ICANS ont été décrits. Cependant, ils semblent varier
selon le type de (AR et de pathologie traitée, et n'ont pas été
validés dans les expériences de vraie-vie.

Complications infectieuses

Un risque d'infection bactérienne, fongique ou virale a été
observé chez les patients recevant des cellules CAR-T anti-
(D19 avant J30 mais également apreés J30 [41].

Avant )30, les infections séveres sont essentiellement bacté-
riennes et fongiques et sont liées a I'aplasie post-conditionne-
ment. Les taux d'incidence sont ceux attendus chez des patients

S CANCER

Article or

S57



. M.T. Rubio, P. Varlet, V. Allain, C. Ballot, A. Cuffel, M. Deschamps, et al.

L]
£
.9 Sérum/Plasma/Autre _, Dosage de cytokines
- Sang total
(-] Moelle osseuse
Q LCR
~ Biopsies tissulaires Quanti/“ication du
€ Brtraction dADN gt molécutre
<
Poche de Cytomeétrie en flux
cellules CAR Cellless ______, * Quantification
* Phénotypage
¢ Des cellules CAR et
@ non-CAR
Autre...
1. Injection au patient 2. Ringage pour récupération des cellules résiduelles
FIGURE 1
Différents matériels de départ et analyses réalisables en routine pour le suivi immunologique des traitements par cellules CAR-T
neutropéniques, soit entre 23 et 42 % [41-43]. Les facteurs de  osseuse, LCR). Le contenu de la poche médicament peut étre
risque de développer une infection sévere précoce sont la  analysé aprés administration et rincage de la poche. Différentes
survenue d'un (RS, d'une neurotoxicité, I'utilisation de tocilu-  approches de suivi peuvent étre utilisées (cytométrie en flux,
zumab et de corticoides [41]. PCR et dosages de cytokines) (figure 7).
Apres J30, 14 3 44 % des patients développent des infections
bactériennes ou virales [41-43]. Elles sont vraisemblablement ~ Cytométrie en flux
liées a des neutropénies prolongées survenant chez environ  L'identification par cytométrie en flux (CMF) des cellules CAR-T
30 % des patients dans les essais cliniques, mais égalementala  repose principalement sur |'utilisation d'anticorps reconnaissant
persistance d'une hypogammaglobulinémie (nadir plus de six  directement le CAR (anticorps anti-idiotype [45] ou anti-linker
mois) et une lymphopénie T (D4 (inférieure 3 200/mm3 aunan  [46]) ou de protéine recombinante soluble correspondant a la
post-cellules CAR-T) [41]. Toutefois, le risque d'infection n'est  cible du CAR [47]. Certaines constructions CAR intégrent un
pas corrélé au taux de lymphocytes T CD4 [41]. Dans une étude,  marqueur (tag) permettant sa détection a la surface cellulaire
les facteurs de risques associés a un plus haut risque d'infection ~ (EGFR tronqué par exemple [17]).
tardive étaient I'administration d'une forte dose de cellules CAR-  Du fait de la difficulté d'acces aux anticorps anti-CAR (non
Tet la survenue d'un CRS ou d'un ICANs séveres [42]. Enfin, sile  commercialisés), la technique de choix repose pour l'instant
risque d'infection bactérienne augmente avec le niveau d’hypo-  surl'utilisation de protéines recombinantes commercialisées par
gammaglobulinémie, les criteres de substitution en IglV ne sont  différents fabricants. Pour le suivi des cellules CAR-T anti-CD19,
pas clairement établis [44]. la protéine (D19, le plus souvent de type CD19-Fc, est soit
Ces données justifient le monitoring des lymphocytes T, Bet NK  directement couplée a un fluorochrome (marquage en une
ainsi que le taux de gammaglobulines apres administration des  seule étape), soit biotinylée. Dans ce dernier cas, le marquage
cellules CAR-T. Une meilleure connaissance de la cinétique dela  est suivi d'une seconde étape (streptavidine ou anticorps anti-
reconstitution immunitaire aprés injection de cellules CAR-T  biotine couplés a un fluorochrome) (figure 2A). Cette stratégie
pourrait permettre de déterminer la durée de prophylaxie  en deux étapes augmente la sensibilité du signal, et est donc
des infections opportunistes ainsi que le délai nécessaire avant  souhaitable pour détecter des faibles quantités de cellules CAR-
de re-vacciner les patients, qui n'ont pas été définis [44]. T. La streptavidine pouvant étre captée de maniere non spéci-
. . .. fique par des cellules apoptotiques, la réalisation d'un marquage
Outils d'immunomonitoring sur des prélevements fragiles (résidu du produit injecté, LCR,
L'immunomonitoring des patients recevant des cellules CAR-T ~ MO) nécessite |'utilisation concomitante d'un marqueur de via-
peut se faire sur le sang périphérique apres administration des  bilité. Les protéines recombinantes commercialisées (ACROBio-
cellules CAR-T mais également dans certains tissus (moelle  systems et Miltenyi, pour les plus fréquemment utilisées par les
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participants a I'atelier) différent par leur fragment Fc (normal ou

muté), ce qui peut influencer le bruit de fond résiduel via une

liaison aux récepteurs Fc sur des cellules non-T (NK, monocytes)
et peut nécessiter une saturation préalable par un « Fc block ».

Des différences importantes de sensibilité et de spécificité de

ces réactifs sont a prendre en compte impérativement dans la

comparaison de résultats.

Le suivi des cellules CAR-T par CMF peut étre réalisé de maniére

cinétique a partir de la réinjection, et sur différents types de

prélevements (résidu de la poche injectée, sang total, MO, LCR).

La CMF présente de multiples intéréts, notamment :

« une facilité d'implémentation de la technique sur une plate-
forme hospitaliére de routine ;

* la combinaison a une numération T/B/NK permettant la
quantification en valeur absolue des cellules CAR-T et des
lymphocytes B circulants (la lymphopénie B étant le témoin
de la présence de cellules CAR-T fonctionnelles);

* l'identification des cellules exprimant bien le CAR a leur sur-
face, et donc potentiellement fonctionnelles;

* la combinaison a d'autres marqueurs lymphocytaires permet-
tant, outre la quantification des cellules CAR-T, de caractériser
leur phénotype et celui des autres cellules immunes (T non-
CAR, NK...), ainsi que leur fonctionnalité (cytokines intracel-
lulaires, molécules cytotoxiques);

* v) un rendu en temps réel aux cliniciens, laissant la possibilité
d'une éventuelle modification thérapeutique au vu des
résultats.

L'analyse cinétique des cellules CAR-T permet de déterminer

plusieurs valeurs importantes:

* le temps auquel les cellules CAR-T deviennent détectables
apres l'injection (Tfirst) ;

« le pic d'expansion (Cmax, taux maximal de cellules CAR-T en
pourcentage ou valeur absolue) : le délai pour atteindre ce pic
d'expansion (Tmax, en jours apres l'injection) ;

* la quantité cumulée de cellules CAR-T présentes en circulation
au cours du premier mois de traitement, définie par |'aire sous
la courbe entre JO et )28 (AUC0-28) ; le dernier point auquel les
cellules CAR-T sont détectables (Tlast, en jours ou mois). Ces
valeurs seront a considérer pour la prédiction de I'efficacité du
traitement et du risque de rechute. Elles varient en fonction de
la masse tumorale, Ia pathologie et le domaine de costimula-
tion du CAR.

PCR

Les cellules CAR-T peuvent étre également quantifiés par PCR
quantitative en temps réel (QPCR) ou PCR digitale [d(d)PCR] [48]
a partir de I'ADN extrait des cellules nucléées. Ces techniques
mettent a profit la présence de séquences spécifiques dans le
transgéne CAR (séquence du vecteur, fragment du CAR, géne
suicide. . .). Il est ainsi possible d'amplifier les séquences pro-
motrices « Long Terminal Repeat » (LTR) du vecteur (rétrovirus
ou lentivirus) utilisé pour la transduction du CAR [49]. Cette
méthode peut présenter le risque de croisement avec des
séquences LTR résiduelles présentes dans le génome ou de
ne pas reconnaitre des séquences LTR modifiées pour empécher
l'auto-réplication du virus (Self-Inactivating Lentivirus Vector,
SIN-LTR). Une autre approche consiste a amplifier un fragment
spécifique de la partie scFv du CAR [50], mais devra étre réa-
daptée pour chaque nouveau CAR. Alternativement, la PCR peut
cibler les séquences de jonction avec les domaines de costimu-
lation (CD28/CD3z dans le cas du Yescarta®, 4.1BB/CD3z dans
le cas du Kymriah®) [51]. Par rapport a la qPCR, la d(d)PCR est
plus sensible, plus spécifique et surtout plus reproductible dans
les valeurs basses. Elle permet une quantification absolue
directe sans avoir recours a une gamme de référence
(figure 28B).

La détection des cellules CAR-T par PCR est plus sensible que la
CMF. Elle sera donc particulierement indiquée pour quantifier la
persistance des cellules CAR-T a long terme lorsqu'elles ne sont
plus détectables en CMF. Cependant la PCR ne permet pas de
dire que le CAR est exprimé a la surface cellulaire, et peut parfois
surestimer le nombre de cellules CAR™ (intégration de plusieurs
copies du transgéne, silencing du transgéne). La PCR permet
enfin de quantifier le nombre de copies de transgéne moyen par
cellule [52] ou l'efficacité de transduction dans le processus de
production des cellules CAR-T. Toutes les valeurs déterminées en
CMF (Cmax, Tmax, AUC0-28, Tlast) peuvent également étre
déterminées par PCR.

Afin de pouvoir comparer les données moléculaires de quanti-
fication des cellules CAR-T, il est important de rapporter les
résultats en nombre de copies de transgene par microgramme
d'ADN génomique (plutét que par nombre de cellules). Ces
données peuvent étre extrapolées en admettant qu'un génome
diploide (une cellule) équivaut a approximativement 7pg
d'ADNg [51]. Ainsi, une PCR réalisée a partir de 100ng d'ADN

dans une forme soluble et soit directement couplée a un fluorophore (b), soit biotinylée et révélée par un anticorps anti-biotine (c)
ou par de la streptavidine (d) eux-mémes couplés a un fluorophore. Lors de I'acquisition au cytometre (1), les lymphocytes T (D3

+ sont distingués selon leur expression ou non du CAR, permettant d'établir le pourcentage de lymphocytes T CAR + parmi I'ensemble
des lymphocytes T. B. Quantification du transgéne CAR par biologie moléculaire. Les régions amplifiées par PCR sont concues pour
correspondre a des séquences ADN spécifiques aux transgénes CAR et varient selon les produits (I). Par simplicité de représentation
sur la figure, ces séquences ADN amplifiées sont indiquées en regard des régions protéiques correspondantes du CAR (PCR 28z, PCR
BBz). Une autre PCR peut étre utilisée (PCR LTR), spécifique des régions LTR (Long Terminal Repeat) présentes sur le vecteur lentiviral.
Deux techniques sensibles de quantification (1) sont utilisées: la PCR quantitative en temps réel et la PCR digitale quantitative. Les
résultats sont habituellement rapportés en nombre de copies de transgéne par microgramme d'ADN génomique
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-8J0, 2 & 3x/sem jusqu’a J21, J28=M1, M2, M3, M6 puis/6 mois (arrét en cas de
disparition du signal)
v’ Quantification des Lymphocytes T (CD3, 4, 8), B et NK:
-@ chaque point d’analyse des CAR-T
v EPP et gammaglobulines :
-& M1, M2, M3, M6 puis / 6 mois
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-B, NK
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Recommandées v' PhénotypageT:

v Congélation de sérum -CD3/4/8

v Phénotypage des CAR-T:

v Quantification des cellules CAR-T par PCR :
-Apreés disparition du signal en CMF puis M2, M3, M6 puis / 6 mois
v' Quantification des cellules CAR-T dans la MO et le LCR :
-lors de prélévements dans ces tissus
v Congélation de sérum:
- Pour dosage de cytokines ou sSBCMA & JO et & chaque point de suivi des CAR-T

Analyses
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v Phénotypage élargi des lymphocytes T:
-a.J0 et 1 fois par semaine tant que CAR-T > 1% des T CD3
-T naifs/mémoires, marqueurs d’activation ((CD25, HLA-DR) et d'épuisement
(PD1/Tim3/ LAG3)

v A chaque point de suivi des CAR-T :

- des non CAR (T, NK, monocytes...)
-dosages de ines ou élation de sérum recherche)

v’ Quantification des cellules CAR-T et phénotypage étendu dans d’autres
prélévements que le sang (PL, MO, ganglion..)

FIGURE 3

Recommandations de suivi immunologique chez les patients traités par cellules CAR-T

revient a analyser environ 15 000 équivalents génomes
(cellules).

Dosage de cytokines et facteurs solubles

L'exploration du profil de cytokines ou facteurs solubles produits
avant ou pendant le traitement par CAR-T peut présenter un
intérét pour la prédiction de I'efficacité du traitement ou de ses
effets secondaires. Ces analyses peuvent étre réalisées sur
sérum ou plasma avec comme prérequis un prélévement
décanté et congelé rapidement [53]. Le dosage des cytokines
peut se réaliser par différentes techniques, les plus fréquem-
ment utilisées étant I'ELISA ou la fluorimétrie en flux (Lumi-
nex™). Un systéme automatisé et miniaturisé d'ELISA micro-
fluidique permet aujourd'hui le dosage d'un large panel de
cytokines et facteurs solubles avec une tres bonne sensibilité
(ELLA Simple Plex, Biotechne, USA) [54].

Méthodologie suivie

Cet atelier a été conduit selon la méthodologie des ateliers
d'harmonisation des pratiques de la SFGM-TC [55]. Il se base sur
une analyse bibliographique avec une actualisation des ateliers
précédents [32,37,56], ainsi que sur I'expérience des équipes et
sur le travail du groupe national CARTi. Parallélement, une
évaluation des pratiques par questionnaire a été envoyé a l'en-
semble des centres de la SFGM-TC.
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Les recommandations de ce groupe de travail ont pour objectif
d'harmoniser le suivi immunologique des patients traités hors
essais thérapeutiques afin de pouvoir réaliser des études de
corrélations clinico-biologiques multicentriques.

Pratiques actuelles

Dans la continuité du travail préliminaire du groupe national

CARTI, une évaluation des pratiques par questionnaire a été

menée dans I'ensemble des centres de la SFGM-TC. Sur dix-neuf

réponses, treize centres réalisent un immunomonitoring du
traitement par cellules CAR-T en routine.

Ce monitoring implique principalement des laboratoires

d'immunologie mais aussi des laboratoires d'hématologie, de

virologie ou de recherche. Le nombre de réinjections de cellules

CAR-T commerciaux effectué dans ces dix-neuf centres en octo-

bre 2020 était tres variable (médiane a 16, avec cependant une

forte disparité [0-165]).

La totalité des centres réalise ou prévoit un monitoring des

cellules CAR-T par CMF associant:

« I'exploration des lymphocytes T, B, NK au moment de I'aphé-
rése (100 % des centres) ainsi que I'analyse des sous-popu-
lations T (62 % des participants) ;

« I'analyse du produit réinjecté (résidu de la poche) comprenant
la viabilité, le pourcentage de cellules CAR-T et leur répartition
(D4/(D8 (77 % des centres) ainsi que la distribution des sous-
populations T (62 %) ;
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« le suivi au cours du traitement sur sang périphérique, compre-
nant la numération des lymphocytes T/B/NK et la quantifica-
tion des cellules CAR-T (% et valeur absolue) au sein des
lymphocytes T (100 % des centres). D'autres marquages,
comme les sous-populations T naives/mémoires et les mar-
queurs d'activation ou d'épuisement sont réalisés dans 60 %
des centres ;

le rythme de suivi est trés variable selon les centres, avec dans
la majorité une exploration prévue au moins deux fois par
semaine dans les 14 jours suivant la réinjection. Les résultats
sont rendus aux cliniciens sous 24 heures pour la moitié des
centres participants.

Un monitoring par PCR est effectué dans 50 % des centres actifs,
la moitié optant pour la gPCR et |'autre moitié pour la ddPCR.
Le suivi des cytokines est prévu dans 62 % des centres, avec un
dosage le plus souvent rétrospectif sur prélevements congelés.
Le rythme de dosage et le panel de cytokines analysées sont
trés hétérogenes.

Recommandations

Au vu des données de |a littérature chez les patients inclus dans
des essais cliniques, et de I'expérience de certains centres chez
les patients en vie réelle, un certain nombre de recommanda-
tions sont proposées par ce groupe de travail. Toutes ne sont pas
équivalentes, et ne pourront étre réalisées dans tous les labo-
ratoires (essentiellement faute de moyens financiers).
Certaines analyses semblent incontournables en routine dans
tout hopital universitaire ayant I'agrément pour utiliser les
cellules CAR-T (= « fortement recommandées »), étant donné
que les informations qu'elles fournissent aux cliniciens peuvent
les conduire a une modification de la prise en charge
thérapeutique.

D'autres seront utiles pour identifier rétrospectivement des
marqueurs prédictifs d'efficacité de ces traitements (= « recom-
mandées »), et donc éventuellement mieux cibler les patients
qui vont en bénéficier, d'ou un intérét médico-économique
a terme.

D'autres enfin ont plus un objectif de recherche translationnelle
visant a mieux comprendre les mécanismes d'action de ces
traitements (= « optionnelles ») (figure 3).

Analyses fortement recommandées

* Suivi en CMF deux a trois fois par semaine pendant la durée

d'hospitalisation initiale (ou au mois les trois premieres semai-

nes afin de capter le pic d'expansion, I'AUC0-28 et la décrois-

sance), le jour de la sortie puis a M1, M2, M3, M6 puis tous les

six mois (visites de suivi), avec:

= Numération T ((D3/4/8), B, NK,

> Quantification des cellules CAR-T dans le sang par CMF (pour-
centage et valeur absolue),

EPP et Gammaglobulines a M1, M2, M3, M6 puis tous les six

mols ;
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Analyses recommandées
Les différentes analyses recommandées dans le suivi des
patients recevant des cellues CAR-T ont été classées selon i
niveau de recommandation comme suit:
* bilan au moment de I'aphérése (sang ou produit d'aphérese):
- phénotype lymphocytaire (T/B/NK, (D3/(D4/(D8 ; sous-
populations T naives/mémaoires),
o congélation de sérum pour dosage de cytokines/facteurs
solubles;
« produit réinjecté (sur lavage de poche apres déperfusion) ;
> viabilité et % de cellules CAR-T,
o couplé a un phénotypage CD3/4/8;
* suivi apres injection:
< quantification des cellules CAR-T dans le sang par PCR quand
le signal CMF disparait, puis a M2, M3, M6 puis tous les six
mois,
> congélation de sérum pour dosage de cytokines ou facteurs
solubles : en l'absence de biomarqueur consensuel des
risques de CRS ou ICANS, nous recommandons pour les
centres qui peuvent le réaliser de conserver du sérum a0 puis
a chaque point de suivi des cellules CAR-T pour des études
ultérieures. Dans le cadre du myélome, il est recommandé
doser sBCMA qui semble associé a la réponse.

Analyses complémentaires optionnelles

« Suivi dans le sang périphérique aprés injection des cellules

CAR-T :

> Phénotypage élargi en CMF a0 et quand supérieur a un pour
cent de cellules CAR + (une fois par semaine):

o T naifs/mémoires, marqueurs d'activation (CD25, HLA-DR) et
d'épuisement (PD-1/Tim3/LAG3),

> Suivi de la reconstitution des populations immunes non-CAR
(T, NK, monocytes. . .),

Dosage de cytokines ou congélation de sérum aux points de

suivi définis par les protocoles de recherche spécifiques des

centres. Il est recommandé d'inclure les cytokines inflamma-

toires IL-6, IFN-y, TNF-o,, GM-CSF, CCL2, CCL3, IL-13, IL10 dont les

taux ont été associés au CRS et a I''CANS dans la littérature,

ainsi que IL-7 et IL-15 dont les taux sont associés a |'expansion

des cellules CAR-T ;

* Quantification des cellules CAR-T et phénotypage étendu dans
d'autres préléevements que le sang (LCR, MO, ganglion...)
lorsqu'un prélevement dans ces tissus est réalisé.

Conclusions et perspectives

Le suivi des parametres immunologiques chez les patients

recevant des cellules CAR-T est important a plusieurs titres :

« il permet de suivre la reconstitution immunitaire cellulaire et
humorale fortement altérée chez ces patients dans les mois et
potentiellement années qui suivent le traitement avec un
risque infectieux persistant au-dela de J30 ;
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* la capacité d'expansion des cellules CAR-T injectées (évaluée
par I'AUC0-28 et le pic d'expansion maximal Cmax), qui
semble associée a la réponse au traitement dans la LAL-B,
doit étre explorée dans les lymphomes et myélomes ;

* la qualité du produit d'aphérése et du produit cellulaire admi-
nistré est corrélée a la réponse ;

* bien que les données restent préliminaires, le monitoring de
certaines cytokines inflammatoires précoces pourraient per-
mettre de distinguer les patients a haut risque de (RS et
d'ICANS.

Le travail du groupe national CARTi permets de partager et

d'harmoniser les différents outils du monitoring qui pourra étre

réalisé dans les laboratoires de routine. Les recommandations
de ce groupe de travail ont pour objectif d'harmoniser le suivi
immunologique des patients traités hors essais thérapeutiques
afin de pouvoir réaliser des études de corrélations clinico-bio-

Ces données permettront a terme d'optimiser la prédiction et la
prise en charge des complications séveres des traitements par
cellules CAR-Tet d'identifier des facteurs biologiques permettant
de prédire le risque d'échappement ou de rechute. L'identifica-
tion précoce des patients a haut risque d'échec thérapeutique
pourrait permettre de proposer des études évaluant l'intérét de
traitements immunomodulateurs ou autres immunothérapies
complémentaires aux cellules CAR-T.
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