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AVERTISSEMENT

LA FACULTE N'ENTEND DONNER AUCUNE APPROBATION AUX OPINIONS
EMISES DANS LES THESES : CELLES-CI SONT PROPRES A LEURS AUTEURS.



ABREVIATIONS :

ANC : compte absolu de neutrophiles

ASCT : autologous sterm cell transplantation (autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques)

ATU : autorisation temporaire d’utilisation

Axi-cel : axicabtagene ciloleucel

CAR : chimeric antigen receptor (récepteur a antigéne chimérique)
CHIP : hematopoiesis of indetermiate potential

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CRS : cytokine release syndrome

ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group

EFS : event free survival

GCS-F : facteurs de croissance granulocytaires

HR: Hazard ratio

LBCL: Large B cell lymphoma (lymphome B & grandes cellules)
ICAHT : Immune Effector Cell Associated Hemato-Toxicity
ICANS : immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
IC : Intervalle de confiance

IL : interleukine

LAL : leucémie aigiie lymphoblastique

LGL : leucémie a grands lymphocytes granuleux

Liso-cel : lisocabtagene maraleucel

NGS : new generation sequencing

NRM : non relapse mortality (mortalité non liée a la rechute)
PreLD : pré-lympho-dépletion

RC : rémissions complétes

RP : rémissions partielles

SAM : syndrome d'activation macrophagique

VAF : Variant Allele Frequency ou fréquence allélique

Tisa-cel : tisagenlecleucel

TCR : T cell receptor

t-MN : transformed myéloide néoplasie



INTRODUCTION :

A-Lymphome B a grandes cellules :

Le lymphome B a grandes cellules (large B cell ymphoma ou LBCL) est le sous-type
le plus courant de lymphome non hodgkinien, représentant environ 25-30% de tous
les cas de lymphomes. Il se caractérise par une croissance rapide et agressive des
cellules lymphoides B matures. Les patients atteints de LBCL présentent
généralement des adénopathies rapidement progressives, avec parfois des atteintes
d’organes comme le foie ou un envahissement neuro-méningé ainsi qu’une altération

de I'état général. 12

La derniére évolution majeure dans le traitement du LBCL en premiére ligne est I'ajout
du rituximab, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre I'antigéne CD20, au
protocole CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone), qui a
été largement utilisé pendant de nombreuses années. L’ajout du rituximab a ce
protocole (R-CHOP) a conduit a une amélioration significative de la survie. Il permet
de guérir 60% des patients, et reste aujourd’hui la norme.2 Plus récemment, I'utilisation
du polatuzumab-vedotin, un anticorps monoclonal humanisé ciblant CD79b conjugué
a un agent cytotoxique (MMAE), plutét que la vincristine (pola-R-CHP) a permis une
amélioration du traitement des LBCL en premiére ligne mais n’est actuellement pas

recommandé en pratique courante.?

En cas d’échec thérapeutique ou de résistance au traitement par R-CHOP, chez les
patients agés de moins de 70 ans, la principale option thérapeutique utilisée jusqu’a
peu est lintensification thérapeutique par autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (autologous sterm cell transplantation ou ASCT).>6 Cependant,
malgré les progrés thérapeutiques, plus de la moitié des patients rechutent apres une
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2éeme ligne de traitement. C’est pourquoi de nouvelles approches thérapeutiques sont
nécessaires. Récemment, les lymphocytes T a récepteur antigénique chimérique

(CAR-T cells) ont révolutionné le traitement des LBCL en rechute ou réfractaires.

Les CAR-T cells sont des lymphocytes T génétiguement modifiés pour exprimer un
récepteur chimérique spécifique a lantigene CD19 présent sur les cellules
cancéreuses du lymphome B. Les résultats des essais cliniques montrent des
améliorations significatives en termes de survie et de réponse chez les patients atteints
de LBCL réfractaires ou en rechute. L'étude ZUMA-1, une étude de phase 2, réalisée
en 2017 comptant 101 patients, rapporte un taux de réponse de 82%, dont 54% de
réponse complete (RC) chez les patients traités par axicabtagene ciloleucel (axi-cel),
un CAR-T cell dirigé contre le CD19 avec le CD28 comme domaine de co-stimulation.
Cette étude montre une survie sans progression médiane de 5,8 mois et une survie
globale de 52% a 12 mois.” Lors du suivi a long terme, le taux de survie globale a 5
ans est de 42,6% avec un taux de survie globale des patients en RC de 64,4%.8 Par
la suite, I'essai de phase 2 JULIET publiée en 2018 avec le tisagenlecleucel (tisa-cel)
et son domaine de co-stimulation 4-1BB, montre un taux de réponse globale de 52%
avec un taux de réponse compléte a 40%.° A long terme, aprés un suivi médian de
40,3 mois, plus de 60% des patients répondeurs ne rechutent pas.'° Et enfin, I'essai
TRANSCEND avec 269 patients en 2020 qui évalue le lisocabtagene maraleucel (liso-
cel), un autre CAR-T cell dirigé contre le CD19, injecté a dose égale entre lymphocytes
CD8 et CD4, montre une réponse globale de 73% et 53% de RC.! Aprées un suivi de
2 ans, la survie sans progression (event free survival ou EFS) est de 6,8 mois et la

survie globale de 27,3 mois.*?

Face aux résultats remarquables de ces études chez les patients ayant recu plusieurs

traitements d'immunochimiothérapie, les trois CAR-T cells ciblant le CD19 sont



comparées a 'ASCT chez les patients atteints de LBCL en rechute ou réfractaires.
Malgré les différences entre ces essais telles que I'hétérogénéité des patients, la
gravité des LBCL, l'autorisation ou non de chimiothérapie de "bridging" et les variations
de délai avant I'administration de l'injection, I'étude ZUMA-7 avec axi-cel et I'étude
TRANSFORM avec le liso-cel montrent une supériorité du traitement par CAR-T cells
par rapport a ’ASCT (EFS médiane : 8,3 mois vs 2 mois pour axi-cel ; non atteinte vs
2,4 mois pour liso-cel). En revanche, I'étude BELINDA testant le tisa-cel ne démontre

pas de différence significative (EFS médiane : 3 mois vs 3 mois).13-1°

L’axi-cel et le liso-cel ont maintenant leur place dans la prise en charge des LBCL en
2¢me ligne et en acceés précoce depuis avril et septembre 2022 respectivement, chez
les patients réfractaires ou en rechute moins d’un an apreés la fin du traitement de 1ére
ligne. L’axi-cel et le tisa-cel ont par ailleurs une autorisation de mise sur le marché en
France aprés au moins 2 lignes de traitement. L’autogreffe quant a elle semble ne plus
avoir sa place dans le traitement des LBCL en rechute ou réfractaires sauf
éventuellement chez les patients jeunes en rechute a plus d’'un an. Les questions
actuelles se focalisent maintenant sur ; la comparaison d’efficacité et de toxicité entre
ces différents CAR-T cells et leur intégration dans les protocoles thérapeutiques avec
'arrivée des anticorps bispécifiques, plus facile d’utilisation. De plus, quelques
données préliminaires décrivent l'utilisation des CAR-T cells en premiere ligne

thérapeutique de lymphome. 1620



B- Thérapie par CAR-T cells :

a) Généralité :

La thérapie par CAR-T cells a révolutionné la prise en charge de certaines pathologies
en hématologie maligne. Cette nouvelle immunothérapie a d’abord été approuvée
dans la leucémie aigle lymphoblastigue B (LAL-B) avec un premier CAR-T cell
commercialisé, le tisa-cel, développé a I'Université de Philadelphie.?>?? Elle a ensuite
été approuvée dans les lymphomes B diffus a grandes cellules (LBCL) avec axi-cel,
liso-cel et de nouveau tisa-cel.?3-2° 2627 Par |a suite d’autres CAR-T cells ont montré
leur efficacité dans la LAL-B,?8 dans le lymphome folliculaire (LF),?° dans le lymphome
a cellules du manteau avec le brexucabtagene autoleucel (brexu-cel),®° et également
dans le myélome multiple avec idecabtagene vilcleucel (ide-cel) et ciltacabtagene
autoleucel (cilta-cel), tous deux reconnaissant I'antigéne de maturation des cellules B
(BCMA).3132 Nous allons voir dans cette partie la création, la production, le
fonctionnement et les complications de cette nouvelle thérapie en nous concentrant

sur les CAR-T cells dirigés contre le CD19 et particulierement axi-cel.

b) Histoire :

Dans les années 1980, le professeur Zelig Eshhar, scientifique israélien de renom, et
son équipe a l'Institut Weizmann des Sciences en Israél, ont réalisé des percees
majeures en créant des récepteurs chimériques combinant les domaines de liaison
des anticorps afin d’assurer la détection de la cellule cible (single-chain Fv domain ou
scFv), avec les sous-unités y ou ¢ des récepteurs T (T cell receptor ou TCR), pour

assurer une activation des lymphocytes T. Les premiers récepteurs chimériques basés



sur un anticorps monoclonal ont été décrits au Japon en 1987.3% |l a fallu attendre
1989 pour que Eshhar et son équipe conférent aux cellules T, une spécificité anticorps-
dépendante, et de ce fait, indépendante de la présentation antigénique au complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH), tout en conservant le signal transmembranaire et
intra-cellulaire lymphocytes T. IIs ouvrent ainsi la voie a la création des CAR-T cells,
appelés dans ces premiéres études : «chimeric scFVR y / {» puis rapidement «T-

bodies».34-36

Les CAR-T cells combinent donc un domaine de liaison a un antigéne, le plus souvent
une scFv dérivée d’anticorps monoclonaux, et un domaine de signalisation intra-
cellulaire du TCR. Différentes générations de CAR-T cells ont vu le jour (figure 1) :
la premiére, démunie de domaine de costimulation intra-cellulaire, tandis que les CAR-
T cells de 2°me génération possédent un domaine intracellulaire de costimulation
mimant le deuxiéme signal d’activation du lymphocyte T (CD28 ou 4-1BB
principalement). Il existe également des CAR-T cells de 3™ génération possédant
deux domaines de costimulation, et de 4™ ou 5¢™e génération avec la méme structure
mais avec l'association de cytokines ou d’enzymes (non présentes sur la figure ci-

dessous).

La premiére génération testée dans différents cancers n’a pas montré l'efficacité
attendue. Cependant, I'arrivée des CAR-T cells de 2°M¢ génération a permis une
meilleure prolifération et durée de vie des CAR-T cells aprés linjection, et permet

d’observer des réponses complétes persistantes.383°
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TCR First generation CAR  Second generation CAR  Third generation CAR

Linker
VH VL
scFv
Hinge
CD28 or4-1BB§ CD28
4-1BB
¢t a

Figure 1: TCR comparé aux CAR de différentes générations.

De gauche a droite : TCR d’un lymphocyte, CAR de premiére génération, CAR de seconde
génération avec un domaine de co-stimulation (CD28 ou 4-1BB), CAR de 3¢me génération avec
deux domaines de co-stimulation

Abréviation : scFv, single-chain variable fragment ; VH, variable heavy chain ; VL, variable light
chain

Source : CAR T cell immunotherapy for human cancer ; Science ; C. June et al.

Il a fallu attendre les travaux de Carl June a I'Université de Pennsylvanie au début des
années 2010 pour marquer le début d'une ere révolutionnaire dans I'utilisation clinique
des CAR-T cells, bouleversant ainsi le traitement des hémopathies B en rechute et
réfractaires. L’équipe du Dr Carl H. June a choisi le CD19 comme cible privilégiée des
CAR-T cells, car présents a la surface des cellules de leucémie lymphoide chronique

(LLC), de lymphome agressif et indolent, ainsi que de LAL-B.

En 2010, ils administrent donc un CAR-T cell dirigé contre le CD19 avec comme
domaine de stimulation la molécule 4-1BB. Appelée alors CTL019 (qui deviendra tisa-
cel), il est administré chez un patient atteint d’'une LLC en rechute et réfractaire, et
montre pour la premiére fois une réponse prolongée ainsi qu’une prolifération et

persistance in vivo des CAR-T cells.*°
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La véritable révolution est réalisée par la premiére injection en 2012 du méme CAR-T
cell chez deux enfants atteints de LAL B, qui ont tous deux connu une rémission
compléte. Le premier enfant, &gé de 10 ans, a rechuté 2 mois apres l'injection et a
permis de décrire le principal mécanisme de rechute des LAL B post CAR-T cells, avec

I'apparition de blaste ne présentant plus I'antigéne CD19 a sa surface.

Quant au deuxieme enfant, il s’agit de la premiére patiente traitée pour une LAL par
CAR-T cells, Emily Whitehead, alors en soins palliatifs apres 2 ans de traitement. Elle

est toujours en rémission lors de I'écriture de cette thése.*!

c) Production :

La création d'un CAR-T cell suit les mémes étapes, quel que soit le récepteur

chimérique et la maladie visée, mais differe d'un CAR-T cell a l'autre.

La premiére étape est la leucaphérése, qui permet d’obtenir les cellules mononucléées
d’un patient (PBMC) (figure 2). Ce produit s’appelle « produit d’aphérése » et peut étre
utilisé frais ou congelé. Ensuite, il est nécessaire d’activer les cellules T naives, et de
reproduire le premier signal du lymphocytes T avec la cellule présentatrice
d’antigénes. Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour mimer cette interaction
(bille antiCD3/CD28, anticorps monoclonaux, ...). Les lymphocytes T sélectionnés et
activés, sont ensuite isolés et transduits a 'aide de vecteurs, lentivirus ou rétrovirus,
codant pour la molécule chimérique : le CAR. Afin d’augmenter le nombre de
lymphocytes T transduits (appelés a ce stade CAR-T cells), une expansion est
nécessaire. De nouveau, plusieurs méthodes peuvent étre employées, automatisées
ou non (billes, cytokines, cellules CD19* irradiée, ...). Une fois I'expansion terminée et

apres un controle qualité, les CAR-T cells sont préts a étre congelés, puis injectés au
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patient apres une chimiothérapie de lymphodepletion (LD) comprenant le plus souvent

de la fludarabine et du cyclophosphamide. 4243

La production des CAR-T cells commerciaux ou académiques sont peu standardisés
avec un grand nombre de parametres inconnus. Le produit d’aphérese, la maniére
dont est produit le CAR-T cell et les produits finaux, peuvent possiblement étre des
facteurs confondants expliquant des taux de réponse ou de toxicité différents et sont

toujours a I'étude. 4446

Produit m | £ [ = Produit final
d'aphérése . |
Patient Infusion aprés
atteint d'un ¥ chimiothérapie de J
' lymphome lymphodepletion
Expansion
L.l
-
A\
stimulation e p H % ’g
ettri e - £ CARTell
cellulaire L g -
-\
Insert gene for CAR
—
T — Chimeric antigen
ill receptor (CAR)
%1'&_ (ﬁ .’ Antigan
3 e recagnition
Transducticn [M'; : . defriain
ﬁ) -
oy Signaling
'l‘ ooemang
CAR T cell

Figure 2 : Production de CAR-T-cells, de la leucaphérése a I'injection

13



d) Complications :

Parmi les complications liées a I'injection de CAR-T cells, le syndrome de libération de
cytokines (CRS) occupe une place prépondérante. Le CRS est une réaction
inflammatoire systémique provoquée par l'activation massive des CAR-T cells qui
libérent une multitude de cytokines pro-inflammatoires. Cette cascade est provoquée
par le recrutement et l'activation de cellules myéloides qui liberent certaines des
principales cytokines incriminées tel que I'lL-6 et I'lL1.4-%° Les signes cliniques sont
typiques : fievre, hypotension, hypoxémie ainsi que des dysfonctionnements d'organes
pouvant aller jusqu’a I'état de choc et la défaillance multiviscérale dans les formes les
plus sévéres. Les principaux facteurs de risque associés a la séveérité du CRS sont :
limportance de la masse tumorale, le CAR-T cell utilisé, ainsi que différents
biomarqueurs comme la CRP et les cytokines pro-inflammatoires comme

l'interleukine-6 (IL-6) et le TNF-a.

Un autre effet indésirable majeur est la toxicité neurologique appelée immune effector
cell-associated syndrome (ICANS). Ce syndrome se manifeste par I'apparition de
troubles cognitifs, de troubles du langage et de la coordination, des convulsions et
dans les cas graves, un coma secondaire a un cedéme cérébral. L'ICANS est souvent
lié a la présence et l'intensité du CRS, ce qui suggére une interaction complexe entre
les réactions inflammatoires systémiques et le systeme nerveux central. Le
mécanisme physiopathologique de I'ICANS n’est pas complétement résolu mais
correspondrait a une altération de la barriere hémato-encéphalique conduisant a la
libération de cytokines neuro-inflammatoires dans le systéme nerveux central. A

l'instar du CRS, le type de CAR-T cell utilisé semble influencer I'apparition et la gravité

des ICANS. 50-55
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Un autre effet secondaire lié aux CAR-T cells est le syndrome d’activation
macrophagique (SAM). Le SAM est une réaction inflammatoire systémique déclenché
par I'activation démesurée des macrophages qui libérent une quantité excessive de
cytokines pro-inflammatoires. Ce syndrome se caractérise par divers symptémes : de
la fievre, une hépatosplénomégalie, des cytopénies et des dysfonctionnements
d’'organes. Le SAM semble plus rare que le CRS et 'ICANS, mais il reste peut-étre

sous diagnostiqué et représente une cause de surmortalité.>®

C- Cytopénies :

a) Généralités :

Bien que le CRS et 'lCANS soient les principales complications aigués et les plus
étudiées, elles ne sont pas les plus fréquentes. La complication sévere la plus
fréquente est I'apparition et la persistance de cytopénies comme I'ont montré les
recommandations de bonnes pratiques de 'EHA et de 'EBMT.5" Les cytopénies
associées aux CAR-T cells appelées Immune Effector Cell Associated Hemato-
Toxicity (ICAHT) sont plus fréquentes que le CRS (et a fortiori les ICANS et SAM )
guel que soit le CAR-T cell utilisé ou la pathologie traitée. L'étude qui utilisait axi-cel
ZUMA-1 décrit 14% de CRS de grade 3 ; en comparaison, le taux de neutropénie de
grade 23 a un mois est de 26% ; et de méme pour JULIET avec 22%, contre 24%
respectivement, et TRANSCEND, 2% contre 60%.2%11 La premiere hypothése
voudrait que le nombre de lignes antérieures soit la seule cause responsable mais les
études avec le traitement par CAR-T cells en deuxiéme ligne montrent toujours les

mémes résultats.1314
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La cause des ICAHT et leurs mécanismes restent flous et peuvent étre
multifactoriels.5® Les cytopénies peuvent étre séparées en fonction de leur durée : les
cytopénies précoces sont définies comme présentes dans les 30 premiers jours aprés
l'injection de CAR-T cells. Les cytopénies prolongées quant a elles sont définies
comme présentes entre 30 et 90 jours, et les cytopénies tardives apres 90 jours.>® Plus
récemment, 'EHA et 'EBMT ont défini les cytopénies précoces comme celles
survenant avant 30 jours, et les cytopénies tardives comme celles survenant apres 30

jours.

En plus de leur fréquence, ces ICAHT ont un véritable impact clinique avec une
diminution de la survie globale (overall survival ou OS) chez les patients présentant

des cytopénies a 3 mois apres l'injection de axi-cel (figure 3).5°

® ®
2 2
e =
3 3
7} n
k] )
2 2
3 3
(1] [
a 2
4 [
o a
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
PFS (months) OS (months)
# patients at risk # patients at risk
NoPC 80 62 49 40 35 29 27 21 21 NoPC 80 73 63 54 47 39 35 28 28
PC 89 68 48 40 37 32 30 28 25 PC 8 76 62 55 48 40 36 35 31
< Nocytopenia (No PC) -~ Prolonged cytopenia (PC)

Figure 3 : survie sans progression et survie globale associées aux cytopénies tardives chez les
patients ayant recus axi-cel pour des LBCL en rechute ou réfractaire. Patients avec des
cytopénies (n=89 en rouge), patients sans cytopénies (n=80 en noir).

Abbreviations : No PC, no cytopenia ; PC, cytopenia

Source: Prolonged cytopenia following CD19 CAR T cell therapy is linked with bone marrow
infiltration of clonally expanded IFNg-expressing CD8 T cells, Cell report Medicine, Strati et al.
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b) Facteurs favorisant les cytopénies retrouvees :

Les causes principalement évoquées dans la littérature et la prise en charge sont
détaillées en figure 4. Les cytopénies précoces sont les plus attendues, et celles avec
un mécanisme physiopathologie, le plus évident. Il s’agit majoritairement d’'un effet
secondaire de la chimiothérapie de LD (le plus souvent par fludarabine et
cyclophosphamide). De plus, le nombre de lignes de traitements précédents et la
réalisation d’'une autogreffe sont parfois retrouvés comme facteurs favorisants.51.62
D’autres facteurs propres au patient et a la maladie précédant la lympho-dépletion
(preLD) ont été mis en évidence : le type de maladie (LAL>Lymphome), la masse
tumorale (LDH élevé, présence d’une infiltration médullaire preLD) 5863-65 |a présence
de cytopénies présentes preLD et principalement la thrombopénie®*’, Ila
caractéristique inflammatoire biologique du patient avec la présence de cytokines pro-
inflammatoires qui inhibent 'hématopoiése.?”¢ Le type de CAR-T cell et le type de
domaine de co-stimulation (CD28>4-1BB) sont également un facteur important dans
la survenues de ces cytopénies.61.66.69.70 Aprés la LD, d’autres facteurs entrent en jeu
et peuvent participer aux cytopénies : la gravité du CRS et la présence de cytokine
pro-inflammatoire dans le sérum,7:69.70.70.71 |3 présence d'un SAM,’? la présence
d’infection bactérienne, virale ou fongique et leur sévérité,”® ou encore la toxicité

médullaire des prophylaxies anti-infectieuses utilisées en paralléle.>®

Les cytopénies tardives sont le sujet principal de cette these et principalement les
cytopénies a plus de 6 mois que nous avons décidé d’appeler cytopénies persistantes.
Les causes précédemment évoquées peuvent étre des facteurs favorisants les

cytopénies tardives, mais expliquent difficilement la persistance de cytopénie a 6 mois
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et plus. A ce stade de la prise en charge, les patients sont suivis en ambulatoire et
peuvent bénéficier d’'une évaluation médullaire par myélogramme afin d’explorer ces
cytopénies. La présence d’hématopoiese clonale, appelée hematopoiesis of
indetermiate potential (ou CHIP) ou d’un syndrome myélodysplasique (SMD) est
parfois retrouvé. L’apparition plus anecdotique de leucémie a grands lymphocytes a
grains (LGL) est une donnée supplémentaire pouvant expliquer ces cytopénies

persistantes. 5968

W Infection 7 Bl > r N
=c0,';g?%w Early cytopenia (<30 days) H Prolonged cytopenia (30-90 days) ] Late cytopenia (>90 days)
Infections”
2 LD chemotherapy
W Immune-mediated HSC suppression*
8 Primary disease relapse (ovaluate for lineage switch)
w
w 1EC-HS (rapidly rising forritin, fover, organ dysfunction) Secondary marrow neoplasm
%‘ Immune-mediated mature blood cell destruction®
° LGL clone
Q.
TA-TMA (patients with antecedent BMT)
‘é % Transfusion and growth factor support (pogressive improvement over time is common]
g 8 Anti-bacterial and anti-fungal prophylaxis (vt ancss00)
v |
o
o] g . : .
c|l% Evaluation and treatment of infection (inciuding virat and fungal)
5 4 IEC-HS directed therapy (considor anakinra, storolds, nuolitinib)
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§ g Bone marrow biopsy (inchude detailed flow, cytoge
.¢-U‘ > — - — — ——
2§ TPO-receptor agonist
> |I5
@ |23 Stem cell boost (i stem cells are available]
Day 30 ES'D

9

Figure 4 : Etiologies et prise en charge des cytopénies aprés perfusion de cellules CAR-T.

Abbreviation : ANC, absolute neutrophil count; IEC-HS, hemophagocytic lymphohistiocytosis-like
hyperinflammatory syndrome associated with immune effector cells; LD, lympho-dépletion; LGL,
large granular lymphocytosis; NGS, next generation sequencing; TA-TMA, transplant-associated
thrombotic microangiopathy; TPO, thrombopoietin.

Source: How | treat cytopenias after CAR T-cell therapy, BLOOD, Jain et al.
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c) Physiopathologie :

En plus des facteurs cliniques précédemment évoqués, il semblerait qu’un taux faible
de cellules CD271* dans la moelle osseuse (correspondant a une altération de la niche
hématopoiétique), avant l'injection de CAR-T cells, serait associé a une augmentation
des cytopénies prolongées et tardives.”* Aussi, des hypothéses de mécanisme

d’action similaire aux cytopénies post-rituximab sont avancées.®°7®

Plus récemment, I'étude moléculaire de moelle osseuse post-injection de CAR-T cells
de patients atteints de cytopénies a 3 mois montre la présence plus importante de LT
CD8* exprimant fortement CX3CR1. Les auteurs avancent comme hypothése que ces
LT CD8* CX3CR1Md" sont possiblement résistants a la chimiothérapie de LD et
pourraient se développer de maniere clonale dans des conditions inflammatoires
(CRS, ICANS). lls montrent que cette sous population exprime des niveaux plus élevés

d’IFN-y et de cytokines associées avec l'altération de 'nématopoiése.-76

d) Modeles prédictifs :

Plusieurs biomarqueurs sont décrits comme prédictifs dICAHT; les

cytopénies préexistantes, le taux de CRP et la ferritine.56:70

Le score CAR-HEMATOTOX est développé pour identifier les patients présentant un
risque élevé de neutropénie prolongée. Ce score integre des facteurs liés a la réserve
hématopoiétique tels que le nombre absolu de neutrophiles (ANC), I'hnémoglobine et
la numération plaquettaire, ainsi que des marqueurs d'inflammation comme la protéine
C-réactive (CRP) et la ferritine (figure 5). Ce score est validé pour prédire la
neutropénie sévere (ANC <500/uL) pendant plus de 14 jours dans les 60 premiers
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jours suivant la perfusion de CAR-T cells. Le score CAR-HEMATOTOX est évalué
avant la LD, permettant ainsi une stratification précoce du risque en termes de
probabilité élevée ou faible de développer des cytopénies séveres apres le traitement
par les cellules CAR-T. Un calculateur en ligne est disponible sur le site internet de la
German Lymphoma Alliance (GLA) : https://www.german-lymphomal20

alliance.de/Scores.html.56

Baseline Features 0 Point 1 Point 2 Points
Platelet Count >175,000/ul 75,000 - 175,000/ul < 75,000/pl
Absolute Neutrophil Count (ANC) > 1200/ul < 1200/pl S
Hemoglobin > 9.0 g/dl <9.0g/dl -
C-reactive protein (CRP) < 3.0 mg/dl > 3.0 mg/dl -
Ferritin < 650 ng/ml 650 — 2000 ng/ml > 2000 ng/ml
Low: 0-1 High: = 2

Figure.5: CAR-HEMATOTOX score.

Déterminé avant la LD, le score comprend 5 marqueurs d'hématotoxicité. Le score permet de
distinguer un risque élevé (score CAR-HEMATOTOX =2) d'un risque faible (score CAR-
HEMATOTOX 0-1) d'hématotoxicité.

e) Prise en charge :

La prise en charge des cytopénies differe s’il s’agit de cytopénies précoces,
prolongées, ou tardives. Le traitement des cytopénies précoces releve majoritairement
d'un traitement symptomatique par transfusion de concentrés plaquettaires et de
culots érythrocytaires. Des facteurs de croissance granulocytaires (GCS-F) peuvent
parfois étre utilisés, soit en prophylaxie, soit chez les patients présentant une
neutropénie sévére et prolongée.5’:596466 Pour les cytopénies prolongées et/ou
tardives, il est nécessaire de considérer I'analyse médullaire afin de ne pas

meéconnaitre une pathologie myéloide sous-jacente. L’utilisation d’agonistes de la
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TPO, ou d’EPO en plus du G-CSF est possible. Pour les cytopénies réfractaires a ces
traitements symptomatiques, sans pathologie myéloide sous-jacente, il peut étre
envisagé un boost de cellules souches hématopoiétiques, mais cette stratégie n'est
possible que si des cellules souches antérieures ont été conservées.>:5%77-79 En cas
d’échec des traitements ci-dessus apres plusieurs mois, une allogreffe de cellules

souches hématopoiétiques peut étre envisagée.>’

D- Complications hématologiques post CAR-T cells :

En parallele des cytopénies, il a été décrit apres les traitements par CAR-T cells
l'apparition de nouvelles hémopathies. L’apparition de CHIP et de pathologies
myéloides liées au traitement (transformed myéloide néoplasie ou t-MN) comme les
SMD (t-SMD) ou bien les leucémies aigiies myéloides (t-AML), en sont les principaux

exemples.

a) Cancérisation du CAR-T cell :

La canceérisation des CAR-T cells est théoriquement possible avec, par exemple,
l'intégration du vecteur au niveau d’'un proto-oncogene. Bien que ce phénomeéne ne
soit jamais arrivé avec les CAR-T cells commerciaux mis sur le marché, deux cas de
lymphome a cellules CAR-T ont été rapportés, ces CAR-T cells allogéniques dirigés
contre le CD19 avaient été manufacturés avec le systeme piggyBac.?° Aussi, une
expansion clonale de CAR-T cells due a l'intégration du transgéne a déja éte rapportee

de facon anecdotique.81:82
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b) Hématopoiese clonale, CHIP, SMD, LAM :
L'hématopoiese clonale se caractérise par la détection de variations génétiques
pathogénes spécifiques dans des genes associés au développement d’hémopathie
maligne. Cette hématopoiése clonale peut étre présente de fagcon bénigne, elle est
définie comme possédant une fréquence d'alléles variants (VAF) d'au moins 2% et est
alors appelée hématopoiése clonale de signification indéterminée (Clonal
hematopoiesis of indeterminate potential ou CHIP).83 Cette présence de mutations
somatiques se fait en l'absence de manifestations telles que la cytopénie ou la
dysplasie de la moelle osseuse. Cette condition prend de I'ampleur avec I'age et a été
observée chez environ 20% des adultes en bonne santé, ce qui suggere une
prévalence significative dans la population adulte.®4 Contrairement au CHIP, les SMD
(syndromes myélodysplasiques) et les LAM sont des hémopathies myéloides

malignes nécessitant pour la plupart un traitement.

Il est possible que les CAR-T cells soient a l'origine de I'apparition d’hématopoiése
clonale de CHIP de SMD et méme de LAM. Il est difficile de savoir si ces anomalies

clonales sont présentes avant la lymphodepletion.8®

Certains auteurs ont montré jusqu’a 48% de CHIP chez des patients atteints de
myélomes multiples ou de lymphomes avant injection de CAR-T cells, avec pour
principales mutations PPM1D, DNMT3A, TP53 et TET2. De fagon surprenante chez
les patients de moins de 60 ans, la présence d’une CHIP était positivement associée
a la réponse compléte (77% vs 58%) et a la probabilité d’avoir un CRS de grade =2
aprés un traitement par CAR-T cells.? Une autre étude a reporté 35% de cas de CHIP
avant l'injection chez 32 patients traités par CAR-T cells dirigés contre le CD19. Les
mutations principalement retrouvées sont DNMT3A et TP53. L’association avec la

réponse était de nouveau retrouvée mais pas avec le grade du CRS.8” Une étude a
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reporté 36% de CHIP préexistantes chez 114 patients atteints de lymphome traités par
axi-cel ou tisa-cel. Les mutations les plus fréquentes étaient PPMD1, DNMT3A, TP53,
TET2 et ASXL1. Parmi les 7 patients ayant développé une t-MN, 2 n’avaient pas
d’hématopoiése clonale préexistante. Dans cette étude, les CHIP n’avaient pas
d’impact sur le taux de réponse. Il est reporté I'apparition de 2 LAM et 1 SMD parmi
420 patients traités pas CAR-T cells pour une LAL avec une meédiane de survenue de
1,2 an.? Un report de cas décrit I'évolution clonale rapide jusqu’a la LAM aprés

I'injection de CAR-T cells.*®

L’étude a long terme des 38 patients traités par tisa-cel reporte I'apparition de 1 LAM
et 1 SMD (5%).°! Et I'actualisation de I'étude ZUMA 1 a 5 ans reporte sur 101 patients,
3 (3%) patients avec un SMD.% Le suivi a 5 ans de I'étude ZUMA-7 a mis en évidence
1 patient décédant de LAM apres le traitement d’'un LBCL toujours en rémission. Ce
suivi a plus long terme a également montré I'apparition d’'un SMD 33 mois aprés
l'injection. Il n’y avait cependant pas de nouvelle maladie hématologique dans le bras

de traitement par ASCT.%3

E- Rationnel et objectifs de I'étude

L’indication des traitements par CAR-T cells est en augmentation dans le LBCL, de ce
fait le nombre de patients traités augmente. Dans la majorité des cas, les cytopénies
semblent ne pas nécessiter de traitement invasif et la persistance de ces dernieres

survient chez un faible pourcentage de patients traités par CAR-T cells.

23



Cependant, les essais cliniques et la majorité des études rétrospectives décrivent le
taux de cytopénies en fonction de l'effectif de départ, et peu d’études se sont
spécifiquement intéressées a ce taux chez les patients en réponse persistante. Avec
le suivi a long terme des patients répondeurs, il devient nécessaire de surveiller
d’éventuelles complications chroniques du traitement par CAR-T cells. Tres peu
d’études décrivent les cytopénies a plus de 6 mois chez les patients répondeurs et

leurs étiologies.

L’objectif principal de cette these est de déterminer des facteurs associés a la

présence de cytopénies sévéere persistantes aprés 6 mois.

Les objectifs secondaires de cette thése sont ; d’étudier la persistance de I'aplasie B
chez les patients long-répondeurs, d’identifier les facteurs associés aux cytopénies
tardives, de décrire les pathologies hématologiques ou immunologiques
diagnostiquées aprés l'injection d’axi-cel, et de chercher des facteurs pronostics de

I'apparitions de ces nouvelles pathologies.
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METHODES ;

Patients :

Il s’agit d’'une étude observationnelle, rétrospective et monocentrique. Tous les
patients sont agés de plus de 18 ans et ont recu un traitement par axi-cel au centre
hospitalier universitaire de Lille. Le traitement par axi-cel a été utilisé dans le cadre de
la prise en charge d'un LBCL, en rechute ou réfractaire a au moins une ligne de

traitement entre décembre 2018 et décembre 2022.

Les patients pouvaient étre traités dans le cadre d'une autorisation temporaire
d'utilisation (ATU), dans le cadre d'une autorisation post-ATU, dans le cadre d’un
protocole de recherche clinique ou dans le cadre d'une AMM. L'étude a été réalisée

conformément a la déclaration d'Helsinki.

Le recueil de donnés est collecté dans le dossier médical informatisé du patient afin
de compléter une base de données locale du service d’hématologie de Lille. Tous les
patients ont signé un consentement pour le recueil de leurs données. Le registre

DESCAR-T sponsorisé par le LYSARC a permis de compléter certaines données.

Pour la description des cytopénies et I'analyse statistique, seuls ont été pris en compte
les patients en vie et en réponse persistante aprés axi-cel aux différents temps
d’analyse. Le patient n°11 a été inclus dans I'analyse statistique et descriptive des
patients en réponse persistante compte tenu de sa réponse au nivolumab et la

présence de CAR-T cells circulants.
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Variables étudiées :

Les données recueillies sont : les caractéristiques clinico-biologiques des patients
avant l'injection d’axi-cel, les complications et les cytopénies apres axi-cel, les
données de survie et de progression, l'apparition de nouvelles pathologies

hématologiques ainsi que leurs caractéristiques biologiques.

Les cytopénies (anémie, neutropénie, thrombopénie) sont gradées selon les criteres
CTCAE 4.3. Les cytopénies séveres sont définies comme de grade 3 ou supérieur.
Les cytopénies tardives sont définies comme des cytopénies séveres = a 3 mois et les
cytopénies persistantes comme des cytopénies séveres =6 mois apres 'injection d’axi-
cel. L’aplasie B est défini comme I'absence de lymphocyte B détectable par CMF. Le

pic de CRS et d'ICANS sont gradés selon les critéres de 'ASTCT.%*

L’évaluation de la réponse au traitement s’est faite par avec la classification de Lugano

2014 pour les patients atteints de LBCL.%

Le bilan biologique des patients est analysé selon les méthodes du CHU de Lille et
comprend : hémoglobine, plaquettes, polynucléaires neutrophiles (PNN), lymphocytes
ferritines, LDH, CRP. Quant a la quantification des sous populations lymphocytaires,
elle est réalisée par le laboratoire d’'immunologie du CHU de Lille, et développée par
Demaret et al. °. Les lymphocytes B sont définis en CMF comme des lymphocytes

n’étant pas des CAR-T cells et exprimant le CD19.

Statistiques :

Les variables qualitatives sont présentées en effectif et en pourcentage. Les variables
guantitatives sont exprimées par la moyenne ou par la meédiane, et par I'écart-type en

cas de distribution gaussienne, ou par la médiane et l'intervalle interquartile (25iéme
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et 75ieme percentiles) dans le cas contraire. La normalité des parametres quantitatifs
a été veérifiée graphiqguement par le test du Shapiro-Wilk. La survie globale et la survie
sans progression sont décrites par les courbes de Kaplan Meier. La mortalité non liée
a la rechute, avec comme risque concurrent la rechute, est décrite par une courbe
d’incidence cumulée. Les taux des événements et leurs intervalles de confiance a 95%
sont précisés. La neutropénie est étudiée par I'analyse du coefficient de corrélation de
Spearman sur les parameétres quantitatifs et par le test t de Student ou par le test U de
Mann-Whitney sur les paramétres qualitatifs selon la distribution observée. A chaque
temps observé (3 mois, 6 mois et 1 an), I'association des données de lymphocytes,
d’anémie, de thrombopénie, de neutropénie et des cytopénies est comparée selon les
données de PCR a l'aide d'un test du Chi-deux ou de Fisher exact (lorsque les
conditions de validité du test du Chi-deux n’étaient pas vérifiées) pour les variables
qualitatives, a l'aide d’un test t de Student pour les variables quantitatives gaussiennes
et d’'un test U de Mann-Whitney pour les variables quantitatives non gaussiennes. Les
facteurs de risque de cytopénie, de neutropénie et de toxicité hématologique sont
étudiés selon les paramétres d’analyse définis (I'age, le score d’hémato-toxicité, le
grade CRS, le grade ICANS, le LDH et le nombre de lignes de traitement) a I'aide d’un
test du Chi-deux ou de Fisher exact pour les variables qualitatives, et par le test t de
Student ou le test U de Mann-Whitney pour les parameétres quantitatifs selon la
distribution observée. Ces analyses sont réalisées a chacun des temps (3 mois, 6 mois
et 1 an). L’incidence cumulée de la survenue d’hémopathie, avec comme risque
compétitif la rechute et le déces, est estimée en utilisant 'approche de Kalbfleisch et
Prentice, et est comparée aux facteurs de risque définis ('age, le score CAR-
HEMATOTOX, le grade CRS, le grade ICANS, le LDH et le nombre de lignes de

traitement) en utilisant le test de Fine-Gray. Les subhazards ratios (sHR) sont
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représentés sous forme de mesures de taille d'effet, avec leurs intervalles de confiance
(IC) a 95 %. Les hypotheses de log-linéarité et les hypothéses de risque proportionnel
sont évaluées a l'aide des résidus de Martingales et de Schoenfeld. Le seuil de
significativité retenu est fixé a 5%. L’analyse statistique est réalisée a I'aide du logiciel
SAS, version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) par I'Unité de Biostatistiques du CHU

de Lille.
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RESULTATS :

Population :

Caractéristiques :

Nous avons inclus 85 patients traités au CHU de Lille par axi-cel pour un LBCL en
rechute ou réfractaire. Les caractéristigues des patients sont disponibles dans le
tableau 1. La majorité des patients sont des hommes (n=59 ; 69,4%) avec un age
médian de 60 ans (range 19 — 77). Parmi ces 85 patients, les différentes histologies
sont : DLBCL NOS (n=55, 65%), DLBCL transformé d’une histologie indolente (n=22,
26%), lymphome B du médiastin (Primary mediastinal B-cell lymphoma ou PMBL)
(n=2, 2,3%), DLBCL li¢ a'EBV (n=1, 1%), LBCL de haut grade (n=2, 2,3%), lymphome
primitif cérébral (n=2, 2,3%), et avec IRF4 réarrangé (n=1, 1,1%). Le nombre de lignes
de traitement médian avant la LD n’incluant pas la bridging thérapie est de 3 (range 1
— 7), incluant 9 autogreffes (11,5%). La plupart des patients ont recu une bridging
thérapie avant la LD (n=62, 73%), la majorité basée sur un régime de chimiothérapie
par VP16 (étoposide) et HOLOXAN (ifosfamide) (n=16, 26%) ou lenalidomide (n=12,
19,3%). Les données preLD montrent un taux de LDH médian de 282U/L, de ferritine
de 258ng/mL et de CRP de 5mg/L. Le score CAR-HEMATOTOX médian est de 2 avec

52 patients (67%) ayant un score =2 considéré comme éleve (high).

29



Tableau 1 : Description de la population avant la lympho-dépletion

Caractéristiques pré lympho-dépletion [variable]

Patients n=85

Caractéristiques cliniques et biologiques :
- Age ; médiane, (range)
- Sexe homme n (%)
- ECOG n (%)
1
2
3
Données manquantes
- LDH ; médiane (IQR) (U/L)
- Ferritine médiane (IQR) (ng/ml)

60 (19 ; 77)
59 (69,4)

44 (54)

36 (45)

1(1)

4

282 (235 ; 347)
358 (11 ; 15291)

- CRP médiane (IQR) (mg/L) 5(0; 299)
- Score CAR-HEMATOTOX
Mediane (range) 2(0;6)
High 22 (%) 52 (66,7)
Histologie n (%) :
- DLBCL NOS 55 (65)
GC 20 (24)
ABC 23 (27)
Non spécifié 12 (14)
- DLBCL transformé 22 (26)
- PMBL 2(2,3)
- DLBCLIié allEBV 1(2)
- LBCL de haut grade avec MYC and BCL2/BCL6 réarrangement | 2 (2,3)
- Primitif cérébral 2(2,3)
- IRF4 réarrangé 1(1,1)
Traitements :
- Nombres de lignes précédents, médiane, (range) 3(1;7)
- Pre lenalidomide n (%) 20 (25)
- Pre autogreffe n (%) 9 (11,5
- Pre allogreffe n (%) 0 (0)
Bridging thérapies :
- Bridging thérapies n, (%) 62 (73)
- Type of bridging :
VP16-HOLOXAN 16 (26)
Lenalidomide 12 (19,3)
GEMOX (+/- rituximab) 7(11,3)
DHAOX 6 (9,5)
PIVER 5 (8)
Autres 16 (26)
Temps entre leucaphérese et injection, médiane (range) (en jours) 36 (26 ; 66)

Abréviations : ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; preLD, pre-lympho-dépletion; DLBCL,
diffuse large b cell ymphoma; NOS, not otherwise specified; GC, germinal center; ABC, activated
B-cell; PMBL, primary mediastinal b-cell ymphoma; LDH, Lactate déshydrogénase.
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Toxicité :

Dans les suites du traitement par axi-cel, 80 patients (94%) ont développé un CRS. Le
grade médian est de 1 avec une médiane de survenue de 3 jours et une durée médiane
de 6 jours. La majorité des patients (n=48, 57%) ont recu au moins une dose de
tocilizumab. Au total, 30 patients (35%) ont développé un ICANS, dont 11 (13%)
ICANS de grade 3 ou supérieur. La médiane de survenue de la neurotoxicité était de
6 jours avec une durée médiane de 5 jours. Un séjour en réanimation a été nécessaire

pour 27% des patients (n=22) (tableau 2).

Tableau 2 : Description des toxicités post axi-cel

CRS

- CRS, n (%) 80 (94)

- Grade, médian (range) 1(0:3)

- Grade 23, n (%) 7(8)

- CRS début médian (range) 3(0:12)

- CRS durée médian (range) 6(1;22)
ICANS

- ICANS, n (%) 30 (35)

- Grade, médian (range) 0(0;4)

- Grade 23, n (%) 11 (13)

- ICANS début médian (range) 6(1;18)

- ICANS durée médian (range) 5(1;19)
SAM

- SAMn (%) 1(1,2)
Traitement :

- Utilisation de tocilizumab n (%) 48 (57)

- Utilisation de corticoide n (%) 32 (40)

- Utilisation d’anakinra n (%) 33,7

- Séjour en réanimation n (%) 22 (27)

Abréviations : CRS, cytokine release syndrome; ICANS, immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome; SAM, syndrome d'activation macrophagique
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Données de survie et survie sans progression :

Dans notre population initiale de 85 patients, la durée médiane de suivi est de 23 mois
(tableau 3). Le taux de réponse globale a 1 mois incluant les RC et rémissions
partielles (RP) est de 84% (n=69), dont 56% de RC (n=46) (figure 6a). Le taux de
réponse globale et compléte pour les DLBCL NOS est de 78% (n=43) et 60% (n=26)
respectivement. La survie globale médiane est non atteinte, avec une survie globale a
6 mois de 85% (IC :75; 91) eta 1 an de 73% (IC : 63 ; 83) (figure 6b). La survie sans
progression médiane est de 13 mois avec une survie sans progression a 1 an de 52%

(IC: 41 ; 62) (figure 6¢).

Tableau 3 : Suivi, survie, et survie sans progression

Suivi

Médiane (en mois) 23

Survie, % (95 1C)

Médiane Non atteinte
- 3 mois 91 (86 ; 95)
- 6 mois 85 (75; 91)
- lan 73 (63 ; 83)

Survie sans progression, % (95 IC)

Médiane (en mois) 18
- 3 mois 67 (55; 76)
- 6 mois 62 (52 ; 71)
- lan 52 (41 ; 62)
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a. Réponse au traitement
a un mois post-axi-cel.

b. Survie globale.
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Chez les patients en RC a 1 mois, la survie globale médiane n’est pas atteinte et la
survie a 1 an est de 92% (IC 78 ; 97) (figure 7a). Le taux de survie sans progression a

1 an chez ces mémes patients est de 74% (IC 58 ; 85) (figure 7b).
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Figure 7 : Survie globale (a) et survie sans progression (b) des patients en RC a un mois.

Axe X : temps en jours, axe y : pourcentage de patients
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Le déces non lié a la rechute (non relapse mortality ou NRM) a 1 an est de 8% (n=7)
représentant 27% des déces (figure 8). Les causes de NRM sont principalement
infectieuses pour 71% (n=5) incluant 2 infections fatales a SARS-CoV2 et 1
pneumocystose. Un patient est décédé de leucémie aiglie myéloide et un autre de
complications liées a une allogreffe de CSH post-CAR. Un total de 3 patients sont
décédés avant J30, a la suite de : la progression du lymphome (n=1), 'apparition d’'une

LAM (n=1), une infection (n=1).
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Figure 8 : Mortalité non liée & la rechute

Non relapse mortality (mortalité non liée a la rechute) au cours du temps.
Axe X : temps en jours, axe y : incidence cumulée de NRM
Abréviations : NRM, non-relapse mortality
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Descriptions des cytopénies :

Le pourcentage de patients avec une anémie, une neutropénie, une thrombopénie
sévere ou une aplasie B sont décrits dans le tableau 4 en fonction du temps, depuis
'aphérése jusqu’a 3 ans post injection, chez les patients répondeurs tel que décrit

dans le diagramme de flux en figure 9.

Parmi ces cytopénies, nous nous sommes intéressés principalement aux cytopénies
séveres persistantes (=26 mois). Au total, 15 patients (30% des patients évaluables)

présentent des cytopénies persistantes séveres.

En effet, parmi les 85 patients, 50 patients sont en réponse persistante 6 mois apres
l'injection d’axi-cel. Parmi eux, 9 (18,5%) présentent une cytopénie sévere (grade =3)
dont la majorité une neutropénie sévere (n=8 ; 14,2%). Parmi ces patients, la majorité
(n=34 ; 72%) sont en aplasie B (0/mm3). A 12 mois, parmi les 37 patients évaluables,
6 (16%) présentent une cytopénie sévére (grade 23) dont la majorité une neutropénie
sévere (n=3). Parmi eux, la majorité (n=19 ; 57%) présente toujours une aplasie B. A

2 ans, 15% (n=3) présentent une cytopénie sévere et 57% une aplasie B.
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Figure 9 : Diagramme de

flux de I’étude.

Chaque patient ayant rechuté ou étant décédé avant I'analyse ont été retiré de I'étude.

37




Tableau 4 : Cytopénies et aplasie B en fonction du temps chez les patients

répondeurs
Hémoglobine Polynuclé.aire Plaquettes Lymphocytes
neutrophiles B

Pre aphérése (n = 85)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 2(2.4) 7(8,4) 4 (4,7)
Données manquantes 1 2 0
Pré lymphodepletion (n = 85)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 2(2.4) 6 (7,1) 4 (4,7) 55 (71)
Données manquantes 0 1 0 7
J10 (n = 85)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 2(2.4) 46 (66,6) 11 (13) 79 (94)
Données manquantes 0 16 0 1
J30 (n = 84)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 6 (7) 28 (36) 26 (31) 79 (94)
Données manquantes 2 6 3 1
J90 (n =57)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 1(1,7) 11 (19,6) 2 (3,5) 44 (79)
Données manquantes 1 1 1 1
J180 (n = 50)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 24 7(14,2) 4 (8) 34 (72)
Données manquantes 1 1 1 3
Un an (n = 37)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 2 (5,5) 3(8) 2 (5,5) 19 (57)
Données manquantes 1 1 1 4
Deux ans (n = 22)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 0 (0) 3(15) 0 (0) 11 (57)
Données manquantes 8 9 8 3
Trois ans (n = 14)
Grade 23 ou aplasie B n (%) 0 (0) 3(33) 0 (0) 4 (33)
Données manquantes 5 5 5 2
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Toxicité hématologique :

Nous avons défini dans nos méthodes la toxicité hématologigue comme toute
apparition d’'une nouvelle maladie hématologique ou immunologique non présente a

l'injection de axi-cel.

Un total de 12 patients répond a ce critere. Parmi ces 12 patients, 11 présentent une
cytopénie séveére persistante (=26 mois) (92%) et représentent donc, de ce fait, 73%
des patients présentant une cytopénie persistante. Le seul patient n’ayant pas de
cytopénie persistante n’est pas évaluable car décédé d’'une LAM un mois aprés
l'injection d’axi-cel. Parmi les patients présentant une cytopénie persistante sans
diagnostic de toxicité hématologique tel que défini (n=4), il a été diagnostiqué chez un
patient un SMD avant le traitement par CAR-T cells, et un autre patient présentait une

CHIP. Le délai médian d’apparition de ces toxicités hématologiques est de 524 jours.

Nous avons choisi de détailler les pathologies de ces 12 patients avec des exemples
représentatifs afin d’expliquer au mieux les cytopénies persistantes et leurs étiologies.
Parmi eux, 4 se sont vu diagnostiquer une CHIP lors de I'évaluation médullaire pour
cytopénie persistante, 6 une t-MN dont 4 SMD et 2 LAM, 1 une leucémie a grands

lymphocytes a grains et une porphyrie (table 5).

Complication myéloide :

CHIP (4 patients) :

Patient 4 :

Le patient 4 est un homme de 66 ans, atteint initialement d’'un LF de grade I-Il et de
stade IV. Il est traité successivement par R-CHOP, R-DHAOX puis ASCT et rechute

sous forme de DLBCL. Il est alors traité dans un protocole thérapeutique avec
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inhibiteur de EZH2, puis par PIVER. Devant une nouvelle rechute, il bénéficie d’'un
traitement en ATU par axi-cel. Avant LD, son score CAR-HEMATOTOX est a 4. Le
traitement ne se complique pas de CRS ou d’'ICANS. A distance du traitement, il
présente une pancytopénie profonde avec des besoins transfusionnels, un
myélogramme est alors réalisé a 4 mois et montre une moelle désertique. La
neutropénie sévere persiste jusqu’a 6 mois. Un NGS est réalisé sur sang et retrouve
la présence d’'une CHIP avec comme mutation : ATM (VAF 4%), PPM1D (VAF 1% et

3%), et TP53 (VAF 3% et 3%).

SMD (4 patients) :
Patiente 8 :

Diagnostic d’'un DLBCL de type GC stade Il traité par R-CHOP, R-DHAOX et par
PIVER. Devant la progression de la maladie, la patiente bénéficie d’'une injection d’axi-
cel aprés une bridging thérapie par radiothérapie. A I'injection, la patiente a 69 ans et
son score CAR-HEMATOTOX est de 4. L'injection se complique d’'un CRS de grade 2
et d'un ICANS de grade 4. Elle présente par la suite des cytopénies persistantes
sévere (=26 mois), pour lesquelles elle bénéficie d’'un myélogramme mettant en
evidence une CHIP sans exces de blastes, avec mutations de DNMT3A (VAF 3% et
19%), une mutation de PPM1D (VAF 4%) et TP53 (VAF 1%) nécessitant la mise en
place d’un traitement par EPO. Devant I'aggravation des cytopénies a plus de 3 ans
avec 'apparition de 1,3% de blastes circulant sur un total de 1,1G/L leucocytes, une
nouvelle évaluation médullaire est réalisée et retrouve I'apparition d’'un SMD avec une
dysérythropoiese et une blastose médullaire a 12%. L’étude de NGS sur sang quant
a lui retrouve comme mutation, une mutation DNMT3A (VAF 28%), et une mutation

TP53 (VAF 7%).
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LAM (2 patients) :

Dans cette cohorte de 85 patients, 2 patients sans antécédent apparent de pathologie

myéloide ont développé une LAM.

Patient 48 :

Il s‘agit d’'un homme de 57 ans qui a recu un traitement par axi-cel pour un DLBCL
stade |V réfractaire a 4 lignes de chimiothérapie (R-CHOP, R-ACVBP, R-DHAC, ICE).
Il bénéficie d’une bridging thérapie par HOLOXAN et VP16. Le score CAR-
HEMATOTOX avant injection est de 4. L'injection se complique d’'un CRS de grade 2
d’évolution favorable aprés une injection de tocilizumab et d’'un ICANS de grade 1
traité par corticostéroide. La TEP-TDM a 3 mois montre un aspect de RC sans nouvelle

ligne de traitement.

En paralléle, le patient développe des cytopénies et bénéficie d’'une exploration
médullaire qui retrouve 23% de monocytes anormaux. Devant I'échec des traitements
par G-CSF, TPO et EPO, il bénéficie d'une ASCT permettant une sortie d’aplasie et
une disparition des cytopénies. Il présente par la suite de nouveau des cytopénies,
environ 1 an aprées l'injection d’axi-cel. Le myélogramme réalisé pose le diagnostic de
LAM avec 61% de myéloblaste, une inversion du chromosome 16 au caryotype, et des
mutations TP53, ASXL1 en biologie moléculaire. Il est donc traité par aracytine et

gemtuzumab-ozogamicin (anticorps monoclonal dirigé contre le CD33).
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Patient 71 :

Le patient 71 est un homme de 56 ans traité par axi-cel pour un DLBCL grade IV
réfractaire a 2 lignes de traitement (R-CHOP, R-DHAOX). Il bénéficie d’une
chimiothérapie de bridge par R-HOLOXAN-VP16 ne permettant pas de diminuer la
masse tumorale. Avant l'injection le score CAR-HEMATOTOX est de 1. Le traitement
se complique d’'un CRS de grade 2 débutant a J1. Aprés 10 jours de traitement, la
prise de sang montre une hyperleucocytose a 150G/L dont 30% de blastes. Un
myélogramme est réalisé et retrouve une infiltration de 80% de monoblastes,
confirmant le diagnostic de LAM. En CMF, les blastes sont CD11b+, CD36+, CD14+,
CD64+ et CD56+, I'étude cytogénétique montre un réarrangement KMT2A. L’étude de
biologie moléculaire par NGS retrouve une mutation TET2, et un transcrit KMT2A-
MLLT3. Il décede a J29 d'un choc septique, aprés un traitement successif par
hydroxyurée, dexaméthasone initialement puis association d’azacytidine et de

venetoclax.

Complication lymphoide

LGL

Patiente 36 :

La patiente 36 est agée de 67 ans et traitée pour un LF par une 1ére ligne de traitement
par R-CHOP, 6 cures puis rechute 13 ans plus tard sous la forme d’'un DLBCL. Une
2eme ligne de traitement par R-DHAC puis une 3éme ligne de traitement par ICE sont

réalisés. Elle bénéficie donc d’un traitement par axi-cel aprés une bridging thérapie par

42



rituximab, polatuzumab et bendamustine. Avant [linjection, son score CAR-
HEMAOTOX est a 5. L’hospitalisation se complique d‘'un CRS de grade 2. Devant la
présence de cytopénie persistante a plus dun an, elle bénéficie d'un
immunophénotypage des lymphocytes qui retrouve un excés de LT CD8* avec au NGS
sur sang une mutation STAT5B (VAF 2%) et un réarrangement positif du TCR

compatible avec le diagnostic de LGL.

Complication immunologique :

Patiente 11 :

La patiente 11 est agée de 63 ans et présente un DLBCL. Ses premiéres lignes de
chimiothérapie comprennent R-CHOP, suivi de R-DHAOX et enfin un traitement par
anticorps bispécifique (CD3/CD20) dans le cadre d’un protocole thérapeutique. Devant
'absence de réponse, elle bénéficie d’un traitement par axi-cel apres bridging thérapie
par ibrutinib. Avant l'injection le score CAR-HEMATOTOX est de 2. L’injection se
complique d’'un CRS de grade 2 et d’'un ICANS de grade 3. L’évolution de la maladie
a un mois montre un aspect de RP, elle a bénéficié d’un traitement de consolidation

par nivolumab permettant rapidement une RC.

Devant l'apparition de cytopénies persistantes profondes, elle bénéficie d’un
myélogramme qui retrouve une hypoplasie de la lignée granulocytaire neutrophile avec
absence d’excés de blastes ou de cellules lymphoides, associées a une
dysérythropoiése modérée avec asynchronisme de maturation ainsi qu’une
dysmégacaryopoiese modérée. La biopsie ostéo-médullaire montre une cellularité

évaluée a 40%, une absence d’infiltration lymphomateuse et quelques signes de
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dysmyélopoiese et d’hémophagocytose. Le NGS a la recherche de mutation revient
négatif. Les CAR-T cells sont retrouvés positifs a 1,6% des lymphocytes T dans la
moelle osseuse soit 7/mm3. En paralléle, la patiente présente une pathologie cutanée
avec des télangiectasies et un discret infiltrat dermique périvasculaire lymphocytaire.
Ces éruptions sont associées a un taux de porphyrine totale dans le plasma fortement

augmenté, signant le diagnostic de porphyrie cutanée sporadique.

Atteinte cutanée de la patiente 11 ayant développé a distance de l'injection d’axi-cel une porphyrie
cutanée sporadique.
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Patients

4 8 11 17 29 31 36 47 48 58 59 71
Age 66 69 63 75 58 72 67 60 56 71 66 56
Sexe F F F F H H H
CAR-HEMATOTOX 4 4 2 2 1
Nombres de lignes
précédentes (dont ASCT) 2(1) 4 (0) 3(0) 2(0) 3(1) 4 (0) 3 (0) 3(0) 4 (0) 2 (0) 3(0) 2 (0)
Bridging thérapie Non Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui Non Non Oui
Lympho-dépletion Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu Cy/Flu
CRS grade 0 2 2 3 1 0 2 2 2 1 1 2
ICANS grade 0 4 3 3 0 0 0 0 1 0 1 0
Réponse a un mois RC RP RP RC RP RP RC RC RP RC RP NR
Hématotoxicite CHIP SMD Porphyrie CHIP SMD CHIP LGL SMD LAM CHIP SMD LAM
Cytopénies persistantes
. Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui /
(26 mois)
Caryotype NR DM NR NR DM NR NR 45 XX Inv.(16) NR 46, XY t(9:11)
CHEK2 ASXL1
ATM C3F3R PPM1D
Profil mutationnel ppmip | PNMTSA T Normal DNMT3A | DNMTSA | humt3a | STATSB TP53 ASXL1 PPMD1 | SERBP1 KMT2A
TP53 PPM1AD TP53 TET2
TP53 TP53
PTPM11 U2AF1L
TP53
Hématotoxicité présente
S Inconnu Inconnu Inconnu Inconnu Oui Inconnu Inconnu Inconnu Non Inconnu Inconnu Oui
avant injection
Délais d’apparition 4 ans 3 ans 3ans 3ans 2 ans 1,5 an 1,5an 1an 1an 1an 6 mois 10 jours
- Immuno- Chimiothér | Chimiothér
Traitement Abstention | Abstention | Absentions | Abstention | Abstention | Abstention | Abstention | Allogreffe | chimiothér | Abstention apie apie
apie
Déces Non Non Non Non Non Non Non Oui Non Non Oui Oui

Tableau 5 : Caractéristiques des patients atteints d’hématotoxicité.
Abréviation : H, homme ; F, femme, NR, non réalisé ; DM, data manquante ; LAM, leucémie aiglie myéloide ; SMD, syndrome myélodysplasique ; CHIP, clonal hematopoiesis of
indeterminate potential ; LGL, leucémie a grands lymphocytes granuleux
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Analyses statistiques :

Le taux de CAR-T cells circulants en PCR est corrélé a lalymphopénie B a 1 an et

n’est pas corrélé aux cytopénies :

Ici, nous avons émis comme hypothése que le taux de CAR-T cells circulants était corrélée
a I'aplasie B (lymphocytes B = 0/mm3). Nous avons donc comparé le taux de CAR-T cells
a 3 mois, 6 mois et 1 an, a la présence ou non d’une aplasie B. A 3 mois, le taux de CAR
T-cells circulants n’est pas significativement corrélé a I'aplasie B. A 6 mois également, le
nombre de patients avec des CAR-T cells détectables et en aplasie B n’est pas
significativement supérieur a ceux qui avaient retrouvé une lymphopoiése B (87,5% versus
12,5% : p=0,07). A un an, la proportion de patients avec une aplasie B est significativement
supérieure chez les patients présentant des CAR-T cells détectables en PCR (89% versus

11%, p=0,02) (illustration figure 10).
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Figure 10 : CAR-T cells et lymphocytes B en fonction du temps.

Comparaison du taux de CAR-T cells par PCR (en rouge) et du taux de lymphocytes B par CMF
(en bleu) en fonction du temps en jours des patients répondeurs.

Axe X : temps en jours, axe y : gauche PCR quantitative (copies/mL), axe y a droite : lymphocytose
B (/mm3)

cependant pas trouvé de corrélation entre la présence d’'une cytopénie sévere (anémie,
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thrombopénie ou neutropénie de grade = 3) et le taux de CAR-T cells circulants a 3 mois, 6

mois ou 1 an.

La persistance d’une lymphopénie B n’est pas corrélée avec la persistance d’une

réponse :

Une des hypotheses qui expliquerait la réponse prolongée de certains patients est la
persistance des CAR-T cells au long cours dans I'organisme. En étudiant le taux de CAR-T
cells par PCR au cours du temps dans le sérum des patients répondeurs, nous avons
remarqué que la plupart des patients en réponse a plus de 6 mois n‘'ont pas de CAR-T cells
circulants (n=33, 66%). A un an, ce nombre augmente avec 76% des patients qui n’ont pas
de CAR-T cells détectables dans le sang. A 2 ans, 95% (n=20) n’ont plus de CAR-T cells
circulants, et a 3 ans 100% (n=13) n’en n’ont plus. Une des hypothéses peut étre que les
CAR-T cells ne sont plus circulants dans le sérum et donc indétectables mais présents dans
les organes lymphoides secondaires. Nous nous sommes intéresseés a la persistance de la
lymphopénie B, reflet de la persistance des CAR-T cells. A 3 mois, parmi les patients
répondeurs évaluables, 79% présentent une aplasie B (n=44). A 6 mois, parmi les patients
répondeurs évaluables, 70% présentent une aplasie B (n=25). A 1 an, 57% présentent une
aplasie B et 43% (n=14) ont retrouvé une lymphopoiese B (médian 42/mm3 ; range :
1/mm3- 450/mm3). A 2 ans, 57% (n=11) sont en aplasie B et 43% ont retrouvé une
lymphopoiése B (médian 279/mm3 ; range : 78/mm3— 435/mm3). A 3 ans le taux de patients

en aplasie B diminue a 33%. (Figure 11)
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Figure 11 : Evolution de la lymphopoiése B chez les patients en réponse par cytométrie de flux.

Axe X : temps (en jours) ; axes-y, lymphocytes B (cellules/mm3)

Le score CAR-HEMATOTOX est un facteur de risque de cytopénie sévere :

Nous avons étudié différents facteurs pouvant étre directement corrélés avec la toxicité
médullaire : 'age, le score CAR-HEMATOTOX, le grade du CRS et d'ICANS, le taux de
LDH prelLD, le taux de lymphocytes preLD et le nombre de lignes de traitements précédant

I'injection d’axi-cel.

Nous avons trouvé en analyse univarice que le score CAR-HEMATOTOX est
significativement plus élevé chez les patients présentant des cytopénies séveres a 3 mois,
comparé a ceux n’étant pas cytopéniques (2 [2 ;5] versus 2 [1 ;3] respectivement ; p<0,02),
a 6 mois (4 [2 ;4] versus 2 [1 ;3] respectivement ; p=0,03) ainsi que pour les cytopénies

séveres persistantes (2 [2 ;4] versus 2 [1 ;3] respectivement ; p=0,01) (figure 10). De plus,
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de facon intéressante, le pic d'ICANS est significativement plus élevé chez les patients
présentant des cytopénies séveres persistantes comparé aux autres (1 [0 ;3] versus 0 [0 ;1]

respectivement ; p<0,05) (tableau 6).

Tableau 6 : Analyse univariée, facteurs associés aux cytopénies persistantes

Cytopénies Pas de cytopénies
Caractéristiques persistantes persistantes
Médiane IQR Médiane IQR p-value
Age (ans) 66 59;71 61 52;71 0,18
CAR- 2.4 1;3
HEMATOTOX 2 2 0.01
CRS grade 1 1;2 1 1;2 0.09
ICANS grade 1 0;3 0 0;1 0.04
PreLD LDH 220 : 220 ;
(UIIL) 252 353 290 340 0.9
Nombres de 2;3 2;3
lignes 3 2,5 0.6
précédentes
IQR = Intervalle inter quartile

Dans la littérature un seuil 22 du score CAR-HEMATOTOX est fréquemment utilisé pour
comparer deux populations. Ici, la proportion de patients présentant des cytopénies séveres

est significativement plus élevée chez ceux ayant un score CAR-HEMATOTOX 22 par
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rapport aux autres, a 3 mois (28% versus 5% respectivement ; p=0,04) et a 6 mois et plus

cytopenles perS|stantes 0 Versus 0, pP=U, .
( ni i ) (43% 11% ; p=0,02)

p<0,02 p=0,03 p=0,01
7- 7- 7-
x 67 x 67 x 67
s | L S, S,
O O T O T
< 4 < 4- < 41
p= T p= T p= T
L 34 W 34 W 34
£ - -
x 24 x 24 x 24
< < <
O 1 J_ O 14 L O 14 J_
NC C NC C NC C
3 mois 6 mois Cytopénies persistantes

Figure 12 : score CAR-HEMATOTOX en fonction de la présence de cytopénie a 3 mois, 6
mois et de cytopénies persistantes.

Médiane ; moustaches : 5e - 95e Percentile.

Abréviation : NC, non cytopéniques : C, cytopéniques

Parmi ces différentes variables (dge, CAR-HEMATOTOX, grade du CRS et d’'ICANS, taux
de LDH preLD, taux de lymphocytes preLD, nombre de lignes de traitements), seul le score
CAR-HEMATOTOX est significativement associé a la profondeur de la neutropénie. En
effet, la neutropénie est significativement plus profonde chez les patients ayant un score
CAR-HEMATOTOX 22 a 3 mois comparé aux autres (1,6 versus 3,3 respectivement ;

p<0,01) eta 1 an (2,2 versus 3,6 ; p=0,03) (illustration figure 13).

Pour les cytopénies séveres persistantes, nous nous sommes intéressés a chaque item
composant le score CAR-HEMATOTOX. Seul le taux de PNN preLD est significativement
plus bas chez les patients avec des cytopénies persistantes comparés aux autres (1,8

versus 3,2 ; p=0,03).
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CAR-HEMATOTOX low
—— CAR-HEMATOTOX high

CAR-HEMATOTOX et PNN

PNN (G/L)

Temps (jours)

Figure 13 : Evolution de la neutropénie en fonction du score CAR-HEMATOTOX, high versus
low.

Axe x, temps (en jours) ; axe y, PNN (G/L) ; moyenne PNN chez patient avec CAR-HEMATOTOX
low en bleu ; moyenne PNN chez les patients avec CAR-HEMATOTOX high en rouge.

Abréviation : PNN, polynucléaires neutrophiles.

Les cytopénies a 3 mois ne sont pas liées ala survie et a la survie sans progression :
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Il a déja été démontré que les cytopénies a 3 mois pouvaient avoir un impact sur la survie.
Dans notre cohorte, il 'y a pas de différence significative entre les patients cytopéniques a
3 mois et les autres (survie médiane non atteinte pour les deux groupes ; p=0,6) (figure
14a). Il n’y a pas non plus de différence en termes de PFS (PFS médian non atteint pour les
deux groupe, p=0,16) (figure 14b). Ces résultats sont similaires en comparant les patients

avec des cytopénies persistantes et les autres.
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L’age est un facteur de risque de toxicité hématologique :
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Parmi les variables précedemment utilisées ; 'age, le score CAR-HEMATOTOX, le grade
de CRS et d’'ICANS maximum, les LDH preLD et le nombres de lignes de traitement, seul
I'age est significativement associé a la probabilité de développer une toxicité hématologique
(HR : 1,04, 1C95: 1,005-1,082 ; p=0,02) en analyse univariée. L'augmentation du CAR-
HEMATOTOX est associée de facon non significative au développement d’une toxicité

hématologique (HR 1,3, IC95 : 0,96-1,76 ; p=0,09) (tableau 7).

Tableau 7 : Modele de Cox, analyse univariée pour I’lhématotoxicité

Caractéristiques HR? 95% CIt p-value
Age 1.04 1,0;1.8 0,02
CAR-HEMATOTOX 1,3 09;17 0,09
CRS grade 0,96 0,5;2 0.9
ICANS grade 1,06 0,8;14 0.7
PreLD LDH 0,99 09;1 0,4
Nombres de lignes précédentes 0,89 0.7,1,2 0.4

1 HR = Hazard Ratio, CI = Intervalle de confiance
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DISCUSSION :

Les CAR-T cells dirigés contre le CD19 et particulierement axi-cel ont modifié ces derniéres
années le traitement des hémopathies B dont le LBCL."211.13 | es complications initialement
décrites avec cette nouvelle thérapie cellulaire sont le CRS et 'ICANS, mais avec le suivi a
long terme des patients, les ICAHT sont apparues comme étant la toxicité sévere la plus
fréquente.”:%° En plus d’étre la complication sévére la plus fréquente post CAR-T cells, de
récentes études ont mis en évidence une moins bonne survie chez les patients

cytopéniques aprés axi-cel.®°

La physiopathologie des ICAHT reste mal comprise. Un taux faible de cellules CD271+ dans
la moelle avant l'injection, témoin d’'une moelle osseuse altérée, et un taux élevé de
lymphocytes T CD8* CX3CR1Md", seraient des facteurs associés a la survenue de
cytopénies tardives. Ces hypotheses ne prennent pas en compte certains facteurs

confondants pouvant agir sur le micro-environnement dans la moelle.60-%7

Jusqu'a maintenant, plusieurs facteurs ont été décrits comme facteurs favorisant les
cytopénies : la chimiothérapie de LD, la réalisation d’'une ASCT, la réalisation d’'une bridging
thérapie, le type de maladie traitée avec la présence ou non d’une infiltration médullaire, la
masse tumorale et son caractere inflammatoire, le type de CAR-T cells utilisé et le domaine
de co-stimulation, la sévérité du CRS, ou encore la présence d’'un SAM. Certaines étiologies
peuvent également expliquer la survenue de ces cytopénies plus tardives, comme

I'apparition de nouvelles hémopathies (SMD, LAM, LGL).52-66

Nous avons décrit ici les cytopénies chez 85 patients traités au CHU de Lille par axi-cel, et
cherché des facteurs associés a ces cytopénies ainsi que leurs étiologies. Nous avons exclu
progressivement les patients en rechute qui pourraient recevoir de nouvelles

immunochimiothérapies susceptibles d'induire des cytopénies. Les sociétés savantes
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americaines et européennes définissent les cytopénies comme tardives apres 90 ou 30
jours. Aujourd’hui, peu d’études se sont intéressées aux cytopénies séveres aprés 6 mois

de rémission. Nous avons défini ces cytopénies comme persistantes.>’%°

D’abord, nous avons montré qu’un taux important de patients conservait des cytopénies
persistantes (30%, n=15) et une aplasie B prolongée. De facon concordante avec les
données de la littérature, I'aplasie B ne semble pas essentielle a la persistance de la
réponse. En effet, la reprise d’'une lymphopoiése B était observée chez des patients long-
répondeurs avec une diminution de patients en aplasie B au fil du temps (72% a 6 mois,
43% a 1 et 2 ans et 33% a 3 ans).8%® Aussi, I'aplasie B a long terme était significativement
associée a la présence d’axi-cel dans le sang. Afin d’explorer I'étiologie des cytopénies,
nous avons analysé si le taux circulant d’axi-cel était aussi corrélé aux autres cytopénies
(anémie, neutropénie, thrombopénie), envisageant des mécanismes inflammatoires ou une
perturbation de I'hématopoieése normale. Cependant, aucune corrélation n'a été mise en

évidence.

Nous avons testé différentes variables susceptibles d’étre associées aux cytopénies
persistantes (age, CAR-HEMATOTOX, grade du CRS et d’'ICANS, taux de LDH preLD, taux
de lymphocytes preLD, nombre de lignes de traitements). Seul le score CAR-HEMATOTOX
était significativement plus élevé chez les patients présentant des cytopénies séveres
persistantes (p=0,01). De plus, la proportion de patients présentant des cytopénies séveres
persistantes était significativement plus élevée chez ceux ayant un score CAR-

HEMATOTOX 22 (43% versus 11% ; p=0,02).

Des nouvelles hémopathies diagnostiquées dans les suites d’un traitement par CAR-T cells
ont été décrites dans la littérature. Les cellules myéloides sont activées durant le traitement
par CAR-T cells et relarguent les principales cytokines inflammatoires pourvoyeuses de
CRS et d'ICANS.4"*° Une hypothése suggére que I'apparition de t-MN découlerait de la

sélection d’'un clone myéloide secondaire a [I'activation de ces dernieres ou a
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I'immunodépression qui découle du traitement pas CAR-T cells.®® L’existence d’'une
hématopoiese clonale augmente le risque de développer ces pathologies mais leur
recherche n’est pas faite en routine.®5-8%.°1 Nous avons donc cherché des facteurs de risque

de la survenue de ces hémopathies dans notre cohorte.

Sur les 15 patients présentant ces cytopénies séveres persistantes, 11 (73%) se sont vu
diagnostiquer une maladie hématologique ou immunologique post-injection. Parmi les 4
autres patients, 2 présentaient une maladie hématologique avant I'injection (CHIP et SMD).
Nous avons identifié 12 patients développant des complications potentiellement liées aux
CAR-T cells : CHIP, SMD, LAM, LGL ainsi qu’'une porphyrie survenant en paralléle de la
nouvelle expansion d’axi-cel. En utilisant les mémes facteurs de risques suspects de
cytopénie que précédemment mentionnés, seule l'augmentation de [I'dge était
significativement associée a I'apparition de ces complications (HR : 1,04, IC95: 1,005-
1,082 ; p=0,02). Trés réecemment, une étude en cours de publication, dont les résultats
préliminaires ont été présentés a 'lEHA 2023 et au CAR T day 2023 a Lille, montre que I'age
et le score CAR-HEMATOTOX sont significativement prédictifs du développement d’une t-
MN post CAR-T cells. Dans notre étude, 'augmentation du CAR-HEMATOTOX était
également associée au développement d’'une toxicité hématologique (HR 1,3, IC95 : 0,96-
1,76 ; p=0,09), bien que ces résultats n’étaient pas significatifs par un potentiel manque de
puissance statistique. Dans cette étude, 47% des t-MN présentaient une mutation TP53,
contre 60% dans notre étude, et 'dge moyen des patients touchés était de 67 ans contre

65 ans chez nos patients.1%

Notre étude comporte certaines limites inhérentes a sa nature monocentriqgue et
rétrospective. De plus, lintérét particulier porté sur les patients en rémission a
progressivement réduit la taille de I'échantillon qui était initialement de 85 individus. Il est
important de noter que l'dge est apparu comme un facteur prépondérant lié aux

complications hématologiques, et est en soit un facteur favorisant ces maladies
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indépendamment de I'administration d’axi-cel, tout comme le score CAR-HEMATOTOX qui
peut étre le reflet d’une pathologie hématologique non diagnostiquée avant la
lymphodepletion. La description des 12 patients ayant développé une complication
hématologique a permis de montrer que certains possédaient une anomalie médullaire
avant le traitement par CAR-T cells. Des études prospectives sont en cours avec une
analyse par NGS sanguine ou médullaire avant lymphodepletion.'°! || semble dorénavant
important de discuter de l'indication de myélogramme ou d’'une analyse NGS sur sang avant
un traitement par axi-cel afin de saisir I'évolution clonale d’une éventuelle CHIP.%° Cette
indication pourrait étre pondérée par des facteurs de risque comme un age élevé et un score
CAR-HEMATOTOX élevé pour permettre une prise en charge précoce de ces patients en

cas de cytopénies persistantes.

Au total, les cytopénies persistantes sont fréquentes chez les patients en réponse a long
terme aprés un traitement par axi-cel pour un LBCL. La présence de ces cytopénies
persistantes doit faire évoquer I'apparition d’'une hémopathie nouvelle et faire recourir

rapidement a une exploration médullaire.
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Résumé :

Les CAR-T cells dirigés contre le CD19 ont révolutionné la prise en charge des lymphomes B a grandes cellules. La
complication sévére la plus fréquente est la présence de cytopénies. Ces cytopénies présentent plusieurs facteurs de
risque en fonction de leur délai d'apparition. Peu d'études se sont intéressées a la présence de cytopénies aprés 6 mois
de traitement chez les patients en réponse persistante. Nous avons défini ces cytopénies comme persistantes et nous
nous sommes intéressés a 85 patients traités par axicabtagene-ciloleucel (axi-cel) au CHU de Lille. Chez les patients
répondeurs a long terme, la reprise d'une lymphopoiése B était observée avec une diminution du nombre de patients
en aplasie B au fil du temps (72 % a 6 mois, 43 % a 1 et 2 ans, et 33 % a 3 ans) et ne semble pas essentielle a la
persistance de la réponse. L'aplasie B a long terme était significativement associée a la présence d'axi-cel dans le sang,
contrairement aux cytopénies persistantes. Nous avons testé différentes variables susceptibles d'étre associées aux
cytopénies persistantes (age, score CAR-HEMATOTOX, grade du CRS et de I''CANS, taux de LDH prétraitement,
taux de lymphocytes prétraitement, nombre de lignes de traitement). Seul le score CAR-HEMATOTOX était
significativement plus élevé chez les patients présentant des cytopénies séveres persistantes (p=0,01). De plus, la
proportion de patients présentant des cytopénies séveres persistantes était significativement plus élevée chez ceux ayant
un score CAR-HEMATOTOX >2 (43 % versus 11 % ; p=0,02). Nous avons identifié 12 patients développant une
complication potentiellement liée au CAR, (CHIP, SMD, LAM, LGL, porphyrie.) En utilisant les mémes facteurs de
risque que précédemment mentionnés, seule l'augmentation de I'age était significativement associée a lI'apparition de
ces complications (p=0,02). En somme, les cytopénies persistantes sont fréquentes chez les patients en réponse a long
terme aprés un traitement par axi-cel pour un LBCL. La présence de ces cytopénies persistantes doit faire évoquer
I'apparition possible d'une nouvelle hémopathie et doit inciter rapidement a une exploration médullaire.
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