
Université de Lille 

Année Universitaire 2020/2021 
Faculté de Pharmacie de Lille 

 
 
 
 
 
 

THESE  
POUR LE DIPLOME D'ETAT 

DE DOCTEUR EN PHARMACIE 
 
 
 
 

 Soutenue publiquement le 21 octobre 2021 
Par Thibault Pajot 
 
 
 
 

 
 

_____________________________ 
 

Mise en place des contrôles qualité nécessaires à une production 
académique de cellules CAR-T autologues. 

 
 

_____________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 

Membres du jury :  
 
Président :  
Madame le Professeur Annabelle Dupont, PU-PH, CHU de Lille 
 
Directeurs, conseillers de thèse :  
Madame le Docteur Pauline Varlet, PH, CHU de Lille 
Madame le Docteur Alix Vaissié, AHU, CHU de Lille 
 
Assesseurs :  
Madame le Professeur Myriam Labalette, PU-PH, CHU de Lille 
Monsieur le Docteur David Beauvais, CCU-AH, CHU de Lille 
  



2 
 

 
  



3 
 

 
 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Université de Lille  
 

Président :        Jean-Christophe CAMART 
Premier Vice-président :      Nicolas POSTEL   
Vice-présidente formation :     Lynne FRANJIÉ  
Vice-président recherche :     Lionel MONTAGNE 
Vice-président relations internationales :    François-Olivier SEYS  
Vice-président stratégie et prospective   Régis BORDET  
Vice-présidente ressources     Georgette DAL 
 
Directeur Général des Services :     Pierre-Marie ROBERT 
Directrice Générale des Services Adjointe :   Marie-Dominique SAVINA 
 
 

Faculté de Pharmacie 
 
Doyen  :       Bertrand DÉCAUDIN 
Vice-doyen et Assesseur à la recherche :   Patricia MELNYK 
Assesseur aux relations internationales : :     Philippe CHAVATTE 
Assesseur aux relations  
avec le monde professionnel :    Thomas MORGENROTH 
Assesseur à la vie de la Faculté :     Claire PINÇON 
Assesseur à la pédagogie :     Benjamin BERTIN 
Responsable des Services :     Cyrille PORTA 
Représentant étudiant :      Victoire LONG 

 
 
 
 

Liste des Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

Mme ALLORGE Delphine Toxicologie et Santé publique 

M. BROUSSEAU Thierry Biochimie 

M. DÉCAUDIN Bertrand 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

M. DEPREUX 
Patrick 
 

 

Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

Faculté de Pharmacie 

 de Lille 

 

3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX 

 03.20.96.40.40 -  : 03.20.96.43.64 

http://pharmacie.univ-lille2.fr 

 



4 
 

M. DINE Thierry 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie 

Mme GOFFARD Anne Bactériologie - Virologie 

M. GRESSIER Bernard 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. ODOU Pascal 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

Mme POULAIN Stéphanie Hématologie 

M. SIMON Nicolas 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. STAELS Bart Biologie cellulaire 

 
 

Liste des Professeurs des Universités 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

M. ALIOUAT El Moukhtar Parasitologie - Biologie animale 

Mme AZAROUAL Nathalie 
Biophysique et Laboratoire 
d’application de RMN 

M. CAZIN Jean-Louis 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. CHAVATTE Philippe 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

M. COURTECUISSE Régis Sciences Végétales et Fongiques 

M. CUNY Damien Sciences Végétales et Fongiques 

Mme DELBAERE Stéphanie Biophysique et application de RMN 

Mme DEPREZ Rebecca 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. DEPREZ Benoît 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. DUPONT Frédéric Sciences Végétales et Fongiques 

M. DURIEZ Patrick Physiologie 

M. FOLIGNÉ Benoît Bactériologie - Virologie 

M. GARÇON Guillaume Toxicologie et Santé publique 

Mme GAYOT Anne Pharmacotechnie industrielle 

M. GOOSSENS Jean-François Chimie analytique 



5 
 

M. HENNEBELLE Thierry Pharmacognosie 

M. LEBEGUE Nicolas Chimie thérapeutique 

M. LEMDANI Mohamed Biomathématiques 

Mme LESTAVEL Sophie Biologie cellulaire 

Mme LESTRELIN Réjane Biologie cellulaire 

Mme MELNYK Patricia Chimie thérapeutique 

M. MILLET Régis 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

Mme MUHR-TAILLEUX Anne Biochimie 

Mme PERROY Anne-Catherine 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 

Mme ROMOND Marie-Bénédicte Bactériologie - Virologie 

Mme SAHPAZ Sevser Pharmacognosie 

M. SERGHERAERT Éric 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 

M. SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie industrielle 

Mme SIEPMANN Florence Pharmacotechnie industrielle 

M. WILLAND Nicolas 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

 
 

Liste des Maîtres de Conférences - Praticiens Hospitaliers 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

Mme BALDUYCK Malika Biochimie 

Mme GARAT Anne Toxicologie et Santé publique 

Mme GENAY Stéphanie 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

M. LANNOY Damien 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

Mme ODOU Marie-Françoise Bactériologie - Virologie 

 

 
Liste des Maîtres de Conférences 

 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 



6 
 

M. AGOURIDAS Laurence Chimie thérapeutique 

Mme ALIOUAT Cécile-Marie Parasitologie - Biologie animale 

M. ANTHÉRIEU Sébastien Toxicologie et Santé publique 

Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie 

M. BANTUBUNGI-BLUM Kadiombo Biologie cellulaire 

Mme BARTHELEMY Christine 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

Mme BEHRA Josette Bactériologie - Virologie 

M. BELARBI Karim-Ali 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. BERTHET Jérôme 
Biophysique et Laboratoire 
d’application de RMN 

M. BERTIN Benjamin Immunologie 

M. BLANCHEMAIN Nicolas Pharmacotechnie industrielle 

M. BORDAGE Simon Pharmacognosie 

M. BOSC Damien 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. BRIAND Olivier Biochimie 

M. CARNOY Christophe Immunologie 

Mme CARON-HOUDE Sandrine Biologie cellulaire 

Mme CARRIÉ Hélène 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

Mme CHABÉ Magali Parasitologie - Biologie animale 

Mme CHARTON Julie 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. CHEVALIER Dany Toxicologie et Santé publique 

Mme DANEL Cécile Chimie analytique 

Mme DEMANCHE Christine Parasitologie - Biologie animale 

Mme DEMARQUILLY Catherine Biomathématiques 

M. DHIFLI Wajdi Biomathématiques 

Mme DUMONT Julie Biologie cellulaire 



7 
 

M. EL BAKALI Jamal Chimie thérapeutique 

M. FARCE Amaury 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

M. FLIPO Marion 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

Mme FOULON Catherine Chimie analytique 

M. FURMAN Christophe 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

M. GERVOIS Philippe Biochimie 

Mme GOOSSENS Laurence 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

Mme GRAVE Béatrice Toxicologie et Santé publique 

Mme GROSS Barbara Biochimie 

M. HAMONIER Julien Biomathématiques 

Mme 
HAMOUDI-BEN 
YELLES 

Chérifa-Mounira Pharmacotechnie industrielle 

Mme HANNOTHIAUX Marie-Hélène Toxicologie et Santé publique 

Mme HELLEBOID Audrey Physiologie 

M. HERMANN Emmanuel Immunologie 

M. KAMBIA KPAKPAGA Nicolas 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. KARROUT Younes Pharmacotechnie industrielle 

Mme LALLOYER Fanny Biochimie 

Mme LECOEUR Marie Chimie analytique 

Mme LEHMANN Hélène 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 

Mme LELEU Natascha 
Institut de Chimie Pharmaceutique 
Albert LESPAGNOL 

Mme LIPKA Emmanuelle Chimie analytique 

Mme LOINGEVILLE Florence Biomathématiques 

Mme MARTIN Françoise Physiologie 

M. MOREAU Pierre-Arthur Sciences Végétales et Fongiques 

M. MORGENROTH Thomas 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 



8 
 

Mme MUSCHERT Susanne Pharmacotechnie industrielle 

Mme NIKASINOVIC Lydia Toxicologie et Santé publique 

Mme PINÇON Claire Biomathématiques 

M. PIVA Frank Biochimie 

Mme PLATEL Anne Toxicologie et Santé publique 

M. POURCET Benoît Biochimie 

M. RAVAUX Pierre 
Biomathématiques / service innovation 
pédagogique 

Mme RAVEZ Séverine Chimie thérapeutique 

Mme RIVIÈRE Céline Pharmacognosie 

M. ROUMY Vincent Pharmacognosie 

Mme SEBTI Yasmine Biochimie 

Mme SINGER Elisabeth Bactériologie - Virologie 

Mme STANDAERT Annie Parasitologie - Biologie animale 

M. TAGZIRT Madjid Hématologie 

M. VILLEMAGNE Baptiste 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. WELTI Stéphane Sciences Végétales et Fongiques 

M. YOUS Saïd Chimie thérapeutique 

M. ZITOUNI Djamel Biomathématiques 

 
 

Professeurs Certifiés 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

Mme FAUQUANT Soline Anglais 

M. HUGES Dominique Anglais 

M. OSTYN Gaël Anglais 

 
 

Professeur Associé - mi-temps 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 



9 
 

M. DAO PHAN Haï Pascal 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

M. DHANANI Alban 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 

 
 

Maîtres de Conférences ASSOCIES - mi-temps 
 

I. Civ. II. Nom III. Prénom IV. Laboratoire 

Mme CUCCHI Malgorzata Biomathématiques 

M. DUFOSSEZ François Biomathématiques 

M. FRIMAT Bruno 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. GILLOT François 
Législation et Déontologie 
pharmaceutique 

M. MASCAUT Daniel 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

M. ZANETTI Sébastien Biomathématiques 

 
 

 
AHU 

 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

Mme CUVELIER Élodie 
Pharmacologie, Pharmacocinétique et 
Pharmacie clinique 

Mme DEMARET Julie Immunologie 

M. GRZYCH Guillaume Biochimie 

Mme HENRY Héloïse 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

Mme MASSE Morgane 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

 
 

ATER 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

M. GHARBI  Zied Biomathématiques 

Mme FLÉAU Charlotte 
Médicaments et molécules pour agir 
sur les systèmes vivants 

Mme N’GUESSAN Cécilia Parasitologie - Biologie animale 



10 
 

M. RUEZ Richard Hématologie 

M. SAIED Tarak 
Biophysique et Laboratoire 
d’application de RMN 

Mme VAN MAELE Laurye Immunologie 

 
 

Enseignant contractuel 
 

Civ. Nom Prénom Laboratoire 

M. MARTIN MENA Anthony 
Biopharmacie, Pharmacie Galénique 
et Hospitalière 

 

 
 

  



11 
 

 
 

 

 

Faculté de Pharmacie de Lille 
 

3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX 
Tel. : 03.20.96.40.40 - Télécopie : 03.20.96.43.64 

http://pharmacie.univ-lille2.fr 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’Université n’entend donner aucune approbation aux opinions 
émises dans les thèses ; celles-ci sont propres à leurs auteurs. 

  



12 
 

  



13 
 

Remerciements 

 

Tout d’abord, je tiens à remercier les membres du jury :  

À ma présidente de jury de thèse 

 Madame la Professeur, Annabelle Dupont. 

Vous me faites l’honneur d’avoir accepté de présider ce jury de thèse et d’avoir accepté 

de juger ce travail. Je vous remercie de l’intérêt que vous avez porté à ce travail, ainsi 

que pour votre écoute et votre disponibilité tout au long de mon internat. Soyez assurée 

de ma reconnaissance et de mon plus profond respect. 

Au jury,  

 Madame la Professeur, Myriam Labalette 

Vous me faites l’honneur d’avoir accepté de participer à ce jury et d’apporter votre 

regard expérimenté sur ce travail, je vous en suis très reconnaissant. Je vous remercie 

de m’avoir encadré dans votre institut au cours de deux stages d’internat. Vos conseils 

et votre soutien a été très précieux. 

 Monsieur le Docteur, David Beauvais 

Vous me faites l’honneur d’avoir accepté d’évaluer cette thèse et je vous en remercie. 

Soyez assuré de ma considération. 

À mes directrices de thèse, 

 Madame la Docteur, Pauline Varlet et à Madame la Docteur, Alix Vaissié 

Vous m’avez fait l’honneur de me proposer de réaliser une thèse sous votre direction 

conjointe. Je vous remercie toute les deux pour votre grande implication dans ce 

travail, votre soutien et votre disponibilité. 

 

 

 

 



14 
 

À toutes les personnes croisées à Clermont-Ferrand au début de mes études. Pour 

tous les amis de la fac : Nastia, Tiphaine, Maxime, Claire, Vincent, Tessie, Mélissa. 

Merci pour tous les moments partagés ensemble et pour ces années de fac qui 

resteront parmi les plus belles.  

A Thomas et Victor-Alexandre pour avoir toujours été là, d’abord au cours de ces cinq 

ans d’études et encore maintenant même si nos trajectoires respectives entre Paris, 

Roanne et Lille nous éloignent. Merci aux Berthom pour nous avoir si souvent 

rassemblé. 

A Valentin, pour avoir traversé la PACES ensemble puis s’être retrouvé à partir de la 

2e année. 

Aux amis connus avant la fac et qui le sont toujours même avec l’éloignement, et 

notamment à Arthur et Clément. 

Merci à l’équipe de la pharmacie de la Bégude-de-Mazenc et aux docteurs Christian 

et Guillaume Fabre pour m’avoir permis de travailler en officine. J’ai choisi une autre 

voie mais ces quelques mois furent très enrichissants.  

Merci à toutes les personnes connues à Lille. Mention spéciale à mes anciens 

colocataires Adeline, Paul et Anne pour avoir été mes premiers contacts lillois. Pour 

Thomas, Sebastian et Estelle, mes colocataires actuels, également merci. 

Merci à l’ensemble des techniciens, internes et biologistes, croisés au fur et à mesure 

des stages et avec lesquels mes rapports furent aussi divers qu’enrichissant. Merci à 

Maxime de m’avoir éveillé d’abord à l’immunologie puis à l’expérience associative. 

Tous tes conseils auront été très précieux. Merci à l’équipe, techniciens et biologistes, 

du laboratoire d’hématologie du CH de Valenciennes. 

Merci à toute l’équipe du laboratoire d’immunologie du CHU de Lille, aux techniciennes 

des secteurs cellulaires et humorales pour leur expérience, et à tous les biologistes 

dont la porte est toujours ouverte. A mes co-internes actuels, Clément, Céline, 

Quentin, Mathieu et Pauline pour tous les moments partagés ensemble, les cafés, les 

validations. 

Bien évidemment, merci aux co-internes de ma promotion. Merci à Malo, Camille, 

Marie, Claire pour votre avoir partagés votre expérience lors du stage de bactériologie. 

Merci à Lucie et Caroline au PTI de biochimie, et à Victoria et KJ pour m’avoir formé 

au prélèvement de myélogrammes. 



15 
 

Merci à tous les internes qui seront devenus avec les années de véritables amis, et 

qui sont trop nombreux pour être cités, et merci à Quentin pour ces 5 (!) stages passés 

ensemble et qui vont bientôt se terminer. Si je suis ravi d’être venu à Lille c’est aussi 

grâce à vous tous. 

Merci à Mathilde d’être là tous les jours et de m’avoir apporté ton soutien pendant cette 

période de travail qui n’était pas toujours facile. 

A ma grande famille, trop nombreuse pour être citée entièrement. Un grand merci à 

sœurs et mon frère : merci à Marie-Noëlle, Camille, François et Annette. Merci à mes 

parents sans qui rien de tout ça n’aurait été possible. 

  



16 
 

Abréviations 

7-AAD : 7-aminoactinomycin D Eff : Effecteur  

AICD : Activation-Induced Cell Death EGFR : Epidermal Growth Factor  
Receptor 

ADN : Acide Desoxyribo Nucléique ELISA : Enzyme-linked 
immunosorbent assay 

AMM : Autorisation de Mise sur le  
Marché 

ELISPOT : enzyme-linked immunospot 

ANSM : Agence Nationale de Sureté  
du Médicament 

EM : Effecteur Mémoire 

Bcl-XL : B cell Lymphome Extra Large EMA : European Medicines Agency  

BCMA : B-Cell Maturation Antigen FACT : Foundation for the  
Accreditation of Cellular Therapy 

CAR : Chimeric Antigen Receptor FDA : Food and Drug Administration 

CCR7 : C-C chemokine receptor type 7 GvHD : Graft versus Host Disease 

CD : Cluster de Différenciation HLA : Human Leukocyte Antigen 

CE : Communauté Européenne IFNγ : Interféron Gamma 

CFSE : Carboxyfluorescein  
succinimidyl ester 

IL : Interleukine 

CM : Centrale Mémoire ISCT : International Society for Cell  
and Gene Therapy 

CMF : Cytométrie en Flux JACIE : Join Accreditation Comittee os  
ISCT-Europe and EBMT 

CMH : Complexe Majeur  
d’Histocompatibilité 

LAG3 : Lymphocyte Activation Gene 3 

CMN : Cellule Mononucléé LAL : Leucémie Aigüe  
Lymphoblastique 

CPA : Cellule Présentatrice de  
l’Antigène 

LLC : Leucémie Lymphoïde Chronique 

CSH : Cellule Souche  
Hématopoïétique 

LNH : Lymphome Non Hodgkinien 

CXCR : C-X-C chemokine Receptor MAP : Mitogen Activated Protein 

EBMT : European society for Blood  
and Marrow Transplantation 

MRD : Minimal Residual Disease 



17 
 

MTI : Médicament de Thérapie  
Innovante 

ScFv : Single Chain Variable Fragment 

mTOR : mechanistic Target Of  
Rapamycine 

SCM : Souche Central Mémoire 

NfκB : Nuclear Factor κ B TCR : T-Cell Receptor 

NK : Natural Killer TGFβ : Tumor Growth Factor 

PCR : Polymerase Chain Reaction TIM-3 : T-Cell immunoglobulin and  
mucin-domain containing-3 

PD-1 : Program cell Death protein VCN : Vector Copy Number 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor VIH : Virus de l’Immunodéficience 
Humaine 

PS : Phosphatidyl Sérine VH : Variable Heavy 

PTC : Préparation de Thérapie  
Cellulaire 

VL : Variable Legere  

RCV : Replication Competent Viruses  
 

  



  



19 
 

SOMMAIRE 

Sommaire ................................................................................................................. 19 

Index des illustrations ............................................................................................... 21 

Index des Tableaux .................................................................................................. 23 

Introduction ............................................................................................................... 25 

Généralités et perspectives sur les cellules CAR-T .................................................. 29 

I. Rappel sur les lymphocytes T ......................................................................... 29 

1. Etape d’activation ........................................................................................ 29 

2. Système immunitaire et cancer ................................................................... 30 

II. Structure d’un CAR ......................................................................................... 31 

III. Ingénierie des CAR ..................................................................................... 33 

1. Générations de CAR et perspectives .......................................................... 33 

2. Stratégies d’intégration du transgène .......................................................... 36 

Mise en place d’une production ................................................................................ 39 

I. Production académique de cellules CAR-T autologues .................................. 39 

1. Comparaison d’une production académique à une production industrielle.. 39 

2. Les étapes d’une production de cellules CAR-T .......................................... 41 

i. Aphérèse .................................................................................................. 42 

ii. Production académique avec Miltenyi ...................................................... 43 

II. Contrôles qualité ............................................................................................. 46 

1. Libération du lot ........................................................................................... 46 

i. Sécurité microbiologique .......................................................................... 46 

ii. Caractérisation du produit cellulaire ......................................................... 50 

iii. Capacités fonctionnelles des cellules CAR-T........................................ 56 

2. Contrôles recommandés ............................................................................. 57 

i. Evaluation de la cytotoxicité des cellules CAR-T in vitro .......................... 57 

ii. Caractériser le profil cytokinique des cellules CAR-T après activation ..... 62 

iii. Caractérisation du produit cellulaire en CMF ........................................ 62 



20 
 

III. Exemples déjà existant ................................................................................ 69 

1. Production détaillée par une équipe espagnole ........................................... 69 

i. Production ................................................................................................ 69 

ii. Contrôles mis en œuvre ........................................................................... 70 

2. Production détaillée par une équipe américaine .......................................... 75 

i. Production ................................................................................................ 76 

ii. Contrôles réalisés .................................................................................... 77 

iii. Résultats cliniques ................................................................................ 80 

3. Comparaison des productions espagnole et américaine ............................. 80 

IV. Transposition au CHU de Lille ..................................................................... 83 

1. Expérience lilloise en thérapie cellulaire ...................................................... 83 

i. Expérience en service clinique ................................................................. 83 

ii. Expertise en contrôles microbiologiques de thérapies cellulaires ............ 83 

iii. Expertise au laboratoire de virologie ..................................................... 84 

iv. Expérience au laboratoire d’immunologie ............................................. 85 

2. Applicabilité au CHU de Lille et mise en œuvre .......................................... 88 

i. Réglementation ........................................................................................ 88 

ii. Contraintes techniques............................................................................. 89 

iii. Contrôles réalisables ............................................................................ 90 

iv. Perspectives à long terme .................................................................... 93 

Références bibliographiques .................................................................................... 95 

 

  



21 
 

INDEX DES ILLUSTRATIONS 

Figure 1 : Les différentes étapes de la production de cellules CAR-T. ..................... 27 

Figure 2 : Les trois signaux d’activation du lymphocyte T, ....................................... 30 

Figure 3 : Structure d’un récepteur chimérique à l’antigène de 2nde génération........ 32 

Figure 4 : Différentes générations de CAR ............................................................... 33 

Figure 5 : Comparaison des deux constructions de cellules CAR-T industrielles ..... 34 

Figure 6 : Les différents modèles de Smart T cells, .................................................. 36 

Figure 7 Deux méthodes de transfection appliquées aux cellules CAR-T. ............... 37 

Figure 8 CliniMACS Prodigy ®, ................................................................................ 43 

Figure 9 Protocole de fabrication des cellules CAR-T avec l’utilisation du CliniMACS 

Prodigy ®. ................................................................................................................. 45 

Figure 10 Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi ®. 49 

Figure 11 Différentes techniques de marquages du CAR ........................................ 51 

Figure 12 : Exemple de marquage en CMF d’une poche de cellules CAR-T 

industrielles. .............................................................................................................. 53 

Figure 13 Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi ..... 54 

Figure 14 Schématisation du fonctionnement d’un ELISPOT. .................................. 56 

Figure 15 : Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi. .. 57 

Figure 16 Schéma du protocole d’évaluation de la cytotoxicité par relargage de chrome 

51. ............................................................................................................................ 60 

Figure 17 Différents marqueurs d’apoptose pouvant être ciblés en CMF : ............... 61 

Figure 18 Décalage de l’intensité de fluorescence du CFSE selon la division cellulaire.

 ................................................................................................................................. 64 

Figure 19 Marqueurs phénotypiques des sous-types lymphocytaires. ..................... 65 

Figure 20 Différences entre les sous-types lymphocytaires T entre les CMN de patients 

et les CMN de donneurs sains .................................................................................. 65 

Figure 21 Différents capacités des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ .......................... 67 

Figure 22 Résultats de cytotoxicité obtenus avec les cellules ARI-0001 .................. 71 

Figure 23 Expansion des ARI-0001 au sein du CliniMACS Prodigy ® ..................... 72 

Figure 24 Caractérisation des lymphocytes T entre CD4+ et CD8+. ........................ 73 

Figure 25 Caractérisation des sous-populations des cellules ARI-0001. .................. 73 

Figure 26 Prolifération in vitro des cellules ARI-0001. .............................................. 74 

Figure 27 Dosage des cytokines par ELISA dans le surnageant. ............................. 74 



22 
 

Figure 28 : Marquage de l’IFNγ intracellulaire des cellules CAR-T obtenues pour un 

patient, après différentes co-incubation. ................................................................... 78 

Figure 29 : Phénotypes des sous-populations T entre le début et la fin de la culture.

 ................................................................................................................................. 80 

Figure 30 : Résultats cliniques avec courbe d’estimation de Kaplan-Meier. ............. 80 

Figure 31 : Proportion (%) des différentes spécialités réinjectées aux patients du CHU 

de Lille. ..................................................................................................................... 83 

Figure 32 : Exemple de résultat obtenu lors du suivi de trois patients pendant le 

développement de la méthode. ................................................................................ 85 

Figure 33 : Viabilité des cellules CAR-T ................................................................... 86 

Figure 34 Composition lymphocytaire des poches de cellules CAR-T ..................... 87 

Figure 35 Exemple de marquage obtenu avec la technique développée au CHU de 

Lille ........................................................................................................................... 88 

Figure 36 Contrôles intermédiaires de la production des cellules CAR-T. ................ 91 

Figure 37 Contrôles finaux de la production des cellules CAR-T .............................. 92 

Figure 38 Les différents acteurs impliqués dans la production académique de cellules 

CAR-T ...................................................................................................................... 92 

 

  



23 
 

INDEX DES TABLEAUX 

Tableau I : Récapitulatif des caractéristiques des deux modes de production. ........ 41 

Tableau II Récapitulatif des contrôles microbiologiques ........................................... 50 

Tableau III : Récapitulatif de la caractérisation obligatoire du produit cellulaire........ 54 

Tableau IV Présentation des deux panels d’anticorps proposés par Miltenyi. .......... 55 

Tableau V Résumé des contrôles existant pour le contrôle de la cytotoxicité des 

cellules CAR-T. ......................................................................................................... 58 

Tableau VI : Résumé des caractérisations des cellules CAR-T recommandées lors de 

la production. ............................................................................................................ 63 

Tableau VII Résumé des étapes la production de cellules CAR-T par l’équipe 

espagnole. ................................................................................................................ 70 

Tableau VIII Spécification et critères d’acceptation des cellules CAR-T ARI-0001 

produites par l’équipe de l’Hospital Clinic de Barcelona. .......................................... 75 

Tableau IX : Résumé de la production américaine ................................................... 76 

Tableau X : Contrôle du relargage de Chrome 51 par les cellules cibles lors de leur co-

incubation avec les cellules CAR-T bispécifiques. .................................................... 78 

Tableau XI : Données de la production des cellules CAR-T bi-spécifiques anti-

CD19/CD20 .............................................................................................................. 79 

Tableau XII Comparaison des résultats obtenus lors des deux productions, espagnole 

et américaine. ........................................................................................................... 81 

Tableau XIII : Difficultés de mise en place et réponses pouvant y être apportées. ... 90 

 

  



24 
 

  



25 
 

INTRODUCTION 

Les lymphocytes T ont un rôle important dans la réponse anti-cancéreuse. Ils 

reconnaissent par leur TCR les antigènes tumoraux apprêtés sur le CMH des cellules 

présentatrices de l’antigène, conditionnant ainsi la reconnaissance de la cellule 

tumorale. Malheureusement, ce système de réponse anti-tumorale n’est pas parfait 

puisqu’il existe toujours un échappement des tumeurs au système immunitaire. 

Avec les progrès de la génétique, les lymphocytes T ont pu être modifiés pour 

améliorer leurs réponses anti-tumorales. Les cellules CAR-T (Chimeric-Antigen-

Receptor), ou CAR T-cells, représentent depuis leur découverte un avenir de 

l’immunothérapie anti-cancéreuse. Leur première mention dans la littérature remonte 

à 1987 par l’équipe de Kuwana et al.(1), avec uniquement un récepteur extracellulaire 

composé d’une simple chaîne de fragment variable. Le CAR a été amélioré en 1993 

(2), par le couplage de la partie variable avec les sous-unités du TCR intracellulaire 

médiant le signal cellulaire. C’est cet assemblage d’une immunoglobuline de 

lymphocyte B et de sous-parties du TCR qui donne le terme « chimérique » au gène, 

puis au récepteur. 

Entre 2017 et 2018, deux spécialités sont rapidement approuvées aux États-Unis par 

la FDA (Food and Drug Administration). Il s’agit du tisagenlecleucel et de l’axicabtagen 

ciloleucel, respectivement commercialisés sous les noms de Kymriah® et Yescarta® 

par Novartis et Gilead/Kite pharma, deux entreprises pharmaceutiques (3,4). Ces 

traitements ont pu recevoir, pour le Kymriah®, une AMM en 3e ligne de traitement du 

lymphome B diffus à grandes cellules et dans la LAL B, et pour le Yescarta®, une AMM 

dans le traitement de 3e ligne du DLBCL et du lymphome médiastinal primitif à grandes 

cellules B. Les récents essais cliniques (ELIANA, JULIET, ZUMA) ont montré des 

résultats exceptionnels dans le traitement de ces hémopathies malignes à cellules B 

(5–8). 

Les cellules CAR-T sont pour l’instant indiquées dans les hémopathies lymphoïdes B, 

mais il y a de plus en plus d’essais cliniques dans d’autres pathologies hématologiques 

comme le myélome. En effet, l’idecabtagene vicleucel Abecma® (ciblant le BCMA), a 

obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) par les instances américaines 

dans le traitement du myélome multiple réfractaire en 2021 à la suite des études 

KarMMA (9). Elles sont également à l’étude dans le traitement d’autres maladies 

comme les tumeurs solides (10,11), les infections virales (12), ou encore les maladies 
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auto-immunes (13). L’utilisation de cellules CAR-T ciblant des tumeurs solides reste 

limitée car plus complexe. Les principaux obstacles sont de mettre en évidence des 

antigènes spécifiques des tumeurs exprimés à la surface des cellules tumorales et 

d’arriver à obtenir une migration suffisante des cellules CAR-T vers la tumeur où il 

existe un micro environnement tumoral immunosuppressif défavorable à la survie des 

cellules CAR-T (14,15). Pour essayer de pallier à ce problème, des tentatives de 

productions de cellules infiltrant plus facilement les tumeurs solides ont eu lieu, ce qui 

a donné des productions de cellules CAR-NK (16) ou de cellules CAR-macrophages 

(17). Des stratégies permettant d’influencer favorablement le micro-environnement 

tumoral sont également étudiées (18). 

En France, les lymphocytes T génétiquement modifiés ont le statut de Médicaments 

de Thérapie Innovante MTI, définis dans le règlement européen 1394/2007 CE. Dans 

la mesure où l’effet thérapeutique est le résultat de l’insertion d’une séquence d’acide 

désoxyribonucléique ADN recombinant, les cellules CAR-T sont également 

considérées comme des médicaments de thérapie génique. Les exigences 

réglementaires de ces thérapies sont régies par l’European Medicines Agency (EMA) 

au sein de l’Union Européenne ainsi que par les autorités nationales des états 

membres, soit l’Agence Nationale de Sûreté du Médicament (ANSM) en France. En 

ce qui concerne les États-Unis, c’est la Food and Drug Administration (FDA) qui régit 

ces traitements. 

Les procédés de fabrication des cellules comportent de multiples étapes présentées 

figure 1. La première étape consiste à l’aphérèse des lymphocytes du patient. Les 

étapes suivantes consistent à sélectionner les lymphocytes T CD3+, à les activer, puis 

à les transfecter avec un transgène porté par un vecteur. Lorsque le transgène est 

inséré dans le génome des lymphocytes T, ils synthétisent alors un récepteur 

chimérique reconnaissant un antigène cible exprimé sur la membrane cellulaire. Les 

cellules sont ensuite mises en culture, où a lieu l’expansion jusqu’à atteindre un 

nombre suffisant de cellules CAR-T. Leur capacité à reconnaître cette cible via le CAR 

provoquera l’apoptose de la cellule cible pathologique.  

Aujourd’hui, les seules cellules CAR-T autorisées par les agences et remboursées 

sont des cellules CAR-T autologues, c’est à dire que les lymphocytes T modifiés 

proviennent du patient lui-même, et ils seront réinjectés après intégration et expression 

du récepteur chimérique à la surface des lymphocytes T. Ces approches autologues 
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peuvent être limitées par les traitements préalablement reçus ou lorsque le patient est 

fortement lymphopénique. 

Ainsi, des approches allogéniques sont expérimentées en clinique (19,20). Dans ce 

cas de figure, les cellules allogéniques proviennent de donneurs volontaires sains non 

HLA identique avec le patient. Pour l’instant, ces approches n’ont pas montré autant 

d’efficacité que les produits cellulaires autologues (21), mais l’intérêt serait de proposer 

des cellules CAR-T plus rapidement au patient, à partir de banques provenant de 

donneurs sains, sans limitation par les échecs d’aphérèse parfois observés dans les 

approches autologues. 

 

Figure 1 : Les différentes étapes de la production de cellules CAR-T. 

 Le produit de leucaphérèse subit une sélection positive des lymphocytes T CD3+ CD4/CD8, qui sont transduits à 
l’aide d’un vecteur viral. S’en suit une phase d’expansion des lymphocytes T transduits, avant réinjection au patient. 

Au CHU de Lille, un projet de production académique de cellules CAR-T est en cours 

de développement. Ce travail de thèse a pour objectif de définir les contrôles qualité 

nécessaires à la future production académique de cellules CAR-T autologues au sein 

du CHU de Lille, réalisée à l’aide d’un semi automate et d’un vecteur viral. 

Après avoir présenté l’ensemble du processus de fabrication d’un traitement par 

cellules CAR-T, nous allons détailler des contrôles qualités obligatoires et 

recommandés à mettre en place dans le cadre d’une production académique. En se 

basant sur des retours d’expérience d’autres équipes, nous allons identifier l’ensemble 

des procédés à mettre en œuvre localement pour débuter une activité de production 

académique. 
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GENERALITES ET PERSPECTIVES SUR LES CELLULES CAR-T 

I. Rappel sur les lymphocytes T 

1. Etape d’activation 

Le bon déroulement de la réponse immunitaire implique une activation des 

lymphocytes T naïfs en lymphocytes T effecteurs et mémoires après trois signaux 

successifs (22). 

Dans les organes lymphoïdes secondaires, un antigène est présenté par une molécule 

du Human Leucocyte Antigen (HLA) également appelé Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité (CMH) à la surface d’une cellule présentatrice de l’antigène (CPA), 

comme une cellule dendritique par exemple, tel que présenté sur la figure 2. Lorsque 

cet antigène est reconnu par le T-Cell Receptor (TCR) du lymphocyte, le lymphocyte 

T naïf enclenche son activation via le complexe TCR/CD3 (signal 1).  

Les CPA permettent parallèlement au signal 1 la costimulation (signal 2) par le cluster 

de différenciation (CD) CD80 et le CD86 avec leur récepteur (CD28) exprimé sur la 

membrane du lymphocyte T. Sans le second signal médié par le CD28, le lymphocyte 

T ne peut pas s’activer entièrement et restera en anergie (23). Le signal de stimulation 

et le signal de costimulation permettent d’activer trois voies de signalisation : la voie 

calcium-calcineurine, la voie MAP kinase, et la voie NFκB. Ces trois voies de 

signalisation vont déclencher l’expression de l’interleukine 2 (IL-2), du CD25 (récepteur 

de l’IL2) et du CD154 par le lymphocyte T. 

La CPA régule la polarisation des lymphocytes T activés à travers les cytokines qu’elle 

sécrète. L’IL-2 activera la protéine mTOR par l’intermédiaire de son récepteur, qui 

déclenche la prolifération des lymphocytes T activés. Le système est auto-entraîné, 

les lymphocytes T sécrétant l’IL-2 leur permettant de proliférer. La prolifération conduit 

à un grand nombre de lymphocytes T activés dirigés contre l’antigène, qui était 

initialement reconnu par un seul lymphocyte T naïf. 
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Figure 2 : Les trois signaux d’activation du lymphocyte T, 

Le signal 1 permet d’activer le lymphocyte T via le TCR. Le signal 2 de costimulation est une interaction entre la 

CPA et le lymphocyte T, puis le signal 3 est un auto-entraînement du système via la sécrétion de cytokines, 

aboutissant à la prolifération du lymphocyte T. Schéma d’après PF Halloran, N Engl J Med, 2004 

Selon la polarisation prise par le lymphocyte T, il sécrètera différentes cytokines lors 

de son activation au contact de son antigène cible. Au contact d’un antigène tumoral, 

le lymphocyte T aura une activité cytotoxique sur la cellule porteuse de l’antigène. 

2. Système immunitaire et cancer 

Réponse anti-tumorale 

Le lymphocyte T activé par l’antigène tumoral pourra exercer une activité antitumorale. 

Au cours de cette phase, le système immunitaire contrôle le développement de la 

tumeur, voir parvient à l’éliminer. Le lymphocyte T cytotoxique va permettre la lyse des 

cellules tumorales, par le système perforine/granzyme tout d’abord. La perforine forme 

des pores dans la membrane de la cellule en se polymérisant, permettant l’entrée du 

granzyme, une sérine protéase, dans la cellule tumorale qui provoquera l’apoptose 

cellulaire (24). 

Les lymphocytes T vont aussi sécréter de l’interféron gamma (IFNγ). L’ IFNγ va inhiber 

la croissance des cellules tumorales en induisant l’arrêt de leur cycle cellulaire et le 

début de leur apoptose (25). 

L’IFNγ sécrété va activer les CPA qui augmenteront leur expression du CMH, et 

favoriseront la différenciation des lymphocytes T en lymphocytes T cytotoxiques. Ainsi, 

la reconnaissance de l’antigène tumoral par les lymphocytes T sera favorisée (25,26). 
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Échappement au système immunitaire 

Au fur et à mesure du temps la tumeur initialement contrôlée va évoluer (27). Les 

cellules tumorales vont exprimer davantage d’inhibiteurs de l’apoptose (Bcl-XL, FLIP), 

des inhibiteurs de lymphocytes T (PD-L1, Fas ligand) et perdre l’expression des 

molécules du CMH. Le micro-environnement tumoral va être modifié avec la sécrétion 

de cytokine immunosuppressive (TGFβ, IL-10, PDGF) qui vont inhiber la survie et la 

prolifération des lymphocytes T. 

L’échec du système immunitaire à éliminer les cellules mutées entraîne donc 

l’échappement de la tumeur. La survie de cellules tumorales est donc possible et elles 

vont croître sans restriction.  

La réinjection de cellules CAR-T dirigées contre les antigènes tumoraux va 

théoriquement restaurer l’immunité anti-tumorale. Les lymphocytes T modifiés peuvent 

à nouveau reconnaître et lyser les cellules tumorales, et avoir une influence sur la 

restauration de l’immunité adaptative en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires. 

II. Structure d’un CAR 

Le mode d’activation des lymphocytes T modifiés est différent de celui des 

lymphocytes standards. En effet, les CAR transduits ont été élaborés afin que le 

lymphocyte T soit activé par une autre voie que le TCR. La reconnaissance de 

l’antigène se fait via la partie variable de l’immunoglobuline transduite sans 

intervention du CMH. Ainsi, l’antigène ciblé par le single chain variable fragment (ScFv) 

n’a pas à être présenté par une molécule du CMH et n’a donc pas à être pris en charge 

par une CPA. C’est cette construction, associant une partie d’immunoglobuline de 

lymphocyte B et une sous unité du TCR de lymphocyte T, qui donne l’appellation 

« chimérique » au récepteur. Le signal 1 d’activation lymphocytaire est reproduit par 

le CAR, puis les signaux suivants s’enchaînent dans la cellule CAR-T sans le recours 

initial au TCR. En outre, la liaison CAR/antigène est plus forte que la liaison 

TCR/antigène. Le seul désavantage de cette liaison est la possibilité de cibler 

uniquement des antigènes exprimés en surface de la cellule tumorale. 

La construction globale (figure 3) d’un récepteur chimérique à l’antigène comprend 

différents domaines, de la partie extracellulaire à la partie intracellulaire (28): 

- Le domaine ScFv, cible spécifiquement l’antigène d’intérêt. Il est composé des 

chaînes variables lourde et légère (Variable Heavy VH et Variable Legere VL) 
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relié par une chaîne d’acides aminés. De lui dépend l’affinité pour la cellule 

tumorale et l’immunogénicité du CAR. 

- Le domaine charnière, qui fournit la flexibilité et détermine la longueur du CAR. 

Il favorise le ciblage de l’antigène par le CAR. 

- Le domaine transmembranaire, qui stabilise la construction. 

- Le domaine de costimulation, qui optimise l’activation, la survie et la 

fonctionnalité in vivo des cellules CAR-T. Certaines propriétés des cellules 

dépendront de ce domaine, telles que la persistance chez le patient ou la 

cytotoxicité sur les cellules cibles. 

- Le domaine intracellulaire CD3ζ, qui permet l’activation puis la prolifération des 

lymphocytes T, et qui participe à la survie et à la persistance des lymphocytes 

T. 

 

Figure 3 : Structure d’un récepteur chimérique à l’antigène de 2nde génération. 

Le domaine ScFv permet de cibler l’antigène par les chaînes VH et VL qui le compose et permet l’activation de la 
cellule CAR-T en transmettant le signal jusqu’aux domaines de costimulation et le CD3ζ. 

Cette construction globale a été améliorée au fil du temps et des recherches, et on 

retrouve aujourd’hui plusieurs générations de cellules CAR-T. 
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III. Ingénierie des CAR 

1. Générations de CAR et perspectives 

Les cellules CAR-T sont des thérapies innovantes en perpétuelle évolution, afin 

d’optimiser les effets thérapeutiques en diminuant les effets indésirables. De nouvelles 

cibles n’étant idéalement exprimées que par des cellules pathologiques sont 

privilégiées. Ainsi, les effets indésirables liés à la destruction de cellules non 

pathologiques porteuses de l’antigène cible, (effet « on target / off tumour ») seront 

limités. Les autres axes de développement des cellules CAR-T consistent à : 

- Améliorer la prolifération et la persistance in vivo 

- Diminuer l’épuisement 

- Améliorer la cytotoxicité 

- Améliorer l’activation des lymphocytes modifiés 

- Améliorer la migration vers la tumeur 

De nouveaux CAR ne ciblant plus des récepteurs tumoraux mais des signaux 

immunosuppressifs peuvent aussi être envisagés, leur permettant ainsi d’induire un 

signal activateur de lymphocyte T (13). 

En suivant ces pistes d’améliorations, différentes générations de cellules CAR-T ont 

été développées ces dernières années, présentées sur la figure 4. 

 

Figure 4 : Différentes générations de CAR  

La première génération ne montrant pas suffisamment d’activité in vivo, un domaine de costimulation a été introduit 
dans la 2e génération, puis un deuxième dans les cellules CAR-T de 3e génération. La 4e génération induit 
l’expression de corécepteurs ou la sécrétion de cytokines. D’après MT Rubio et al., (35) 
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La première génération de cellules CAR-T comprend la partie variable d’un anticorps 

spécifique (ScFv), reliée au domaine transmembranaire et aux domaines de 

signalisation intracellulaire du CD3ζ (2,29). Testée dans des modèles animaux, cette 

construction de CAR n’avait pas montré une efficacité suffisante (30) due à la trop 

faible sécrétion d’IL-2 par les cellules CAR-T. Devant l’efficacité modérée de cette 

construction, d’autres modèles de récepteurs chimériques ont été développés. Ces 

modèles ont au fur et à mesure intégré des domaines de costimulation dans la 

structure du récepteur, permettant ainsi une meilleure activation. La survie et la 

fonctionnalité des lymphocytes T modifiés en ont été grandement améliorées. 

Ainsi, la deuxième génération de cellules CAR-T conserve la construction initiale de 

la première génération, mais en ajoutant au domaine CD3ζ un domaine de 

costimulation, le plus souvent 4-1BB ou CD28, chacune de ces constructions ayant 

leur spécificité (31,32). En effet, on observe une moindre cytotoxicité mais une 

meilleure longévité avec la construction comprenant 4-1BB. Le lymphocyte exprimant 

le CAR comprenant CD28 a un meilleur effet cytotoxique. La cytotoxicité et le 

métabolisme des cellules CAR-T sont donc influencés par la construction du CAR. Il a 

même été montré que la conformation de la zone charnière entre le domaine 

transmembranaire et le domaine ScFv est susceptible d’influencer l’activité, en jouant 

sur la distance entre la cellule cible et la cellule CAR-T (33). Ainsi, les deux spécialités 

de cellules CAR-T industrielles n’intègrent pas les mêmes domaines de costimulation 

et leurs propriétés sont différentes, comme présenté sur la figure 5. 

 

Figure 5 : Comparaison des deux constructions de cellules CAR-T industrielles 

Les propriétés des deux spécialités industrielles changent selon le domaine de costimulation incorporé. 



35 
 

La troisième génération de cellules CAR-T inclut un second domaine de 

costimulation appartenant à la famille des TNF récepteurs (le plus souvent 4-1BB ou 

OX40). En théorie, cette nouvelle construction permettrait d’éviter l’anergie cellulaire 

et de retarder l’apoptose après l’activation cellulaire. Ces cellules devraient donc 

montrer une plus grande expansion cellulaire (34). Cependant, en pratique, il n’a pas 

été montré à ce jour d’avantage in vivo des constructions de 3e génération par rapport 

à la deuxième génération. 

Récemment, une quatrième génération de cellules CAR-T a été conçu pour induire 

l’expression de corécepteurs ou la sécrétion de cytokines lors de l’activation du CAR. 

L’activation du CAR va en effet provoquer l’expression d’un transgène, qui aboutira à 

l’expression de ces molécules. 

Le futur des cellules CAR-T est aussi représenté par les smart T-cells (figure 6). 

L’activation et la sélectivité des cellules seraient mieux contrôler, limitant ainsi la 

toxicité des traitements et l’échappement tumoral. 

Il est en effet possible d’améliorer leur sélectivité en combinant la reconnaissance de 

deux antigènes différents dans deux constructions entières de CAR appelées dual-

CAR ou multi-CAR (36). Cette double reconnaissance peut aussi être possible en 

assemblant 2 paires de VH et VL, dans une construction appelée CAR en tandem. 

Cette construction a été expérimentée dans le cancer du sein avec les récepteurs 

HER-2 et MUC-1 (37), pour mieux cibler les cellules tumorales. Il est aussi possible de 

séparer les domaines intracellulaires dans deux CAR ayant une spécificité différente, 

rendant obligatoire la reconnaissance de deux antigènes pour l’activation du 

lymphocyte et permettant un effet « off tumor » moindre (dual CAR conditionnel). Sur 

le même exemple, les CAR conditionnels SynNotch contrôlent l’activation du 

lymphocyte à la reconnaissance d’un antigène par le récepteur SynNotch (38).  

Une approche visant à limiter la toxicité consiste à la transduction simultanée de deux 

CAR différents (un activateur et un inhibiteur) dans le lymphocyte (iCAR-T cells). Un 

CAR reconnaît l’antigène tumoral et active le lymphocyte T de façon conventionnel, 

tandis que l’autre CAR est spécifique d’un antigène de cellule saine. Si le CAR 

inhibiteur est activé par la reconnaissance d’un antigène de cellule saine, alors la 

cellule CAR-T sera inhibée en dépit de la reconnaissance de l’antigène tumoral par 

l’autre CAR. Ce modèle limite donc l’effet « on target-off tumor » en rendant la cellule 

CAR-T plus spécifique des cellules tumorales. 
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Dans le modèle split-CAR ou ON-switch, le domaine de signalisation n’est pas 

directement connecté au domaine de reconnaissance. C’est l’intervention d’une autre 

molécule qui permettra d’assembler le CAR et de le rendre fonctionnel (39). A l’inverse, 

le modèle de CAR « suicide switch » permet la destruction sélective du CAR en 

présence d’une molécule donnée, comme une caspase inductible par un agent 

dimérisant  

 

Figure 6 : Les différents modèles de Smart T cells,  

D’après MT Rubio et al., (35) 

2. Stratégies d’intégration du transgène 

De nos jours, deux méthodes (figure 7) sont principalement utilisées pour permettre 

l’insertion d’un nouveau gène dans le génome de la cellule.  

- La transduction virale, où un vecteur viral à ARN ou à ADN qui contient le gène 

d’intérêt (CAR) pénètre dans le cytoplasme de la cellule puis dans le noyau où 

il est intégré dans le génome du lymphocyte. La machinerie cellulaire 

préexistante dans le lymphocyte transcrira puis traduira le gène du CAR pour 

l’exprimer à la membrane. 

- La transfection par électroporation, où un courant électrique va augmenter la 

perméabilité cellulaire et permettre l’entrée du transgène dans la cellule. Les 

vecteurs non viraux (PiggyBac (40) par exemple) vont alors intégrer l’ADN du 

gène codant le CAR au génome du lymphocyte. 
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Figure 7 Deux méthodes de transfection appliquées aux cellules CAR-T.  

La transduction (à gauche) utilisant un vecteur viral à ARN (lentivirus ou rétrovirus), tandis que la transfection par 
transposon (à droite) implique la hausse de la perméabilité dans la cellule, permettant aux plasmides de s’insérer 
dans le génome. 
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MISE EN PLACE D’UNE PRODUCTION 

I. Production académique de cellules CAR-T autologues 

La production académique de cellules génétiquement modifiées est effectuée au sein 

d’infrastructures publiques respectant les bonnes pratiques de fabrication (BPF), 

décrites dans les référentiels français et européens. Ces BPF concernent l’ensemble 

de la production (des infrastructures à la main d’œuvre en passant par les contrôles 

qualité), et garantissent la bonne qualité et l’asepsie des conditions de production des 

cellules CAR T.  

1. Comparaison d’une production académique à une production 

industrielle 

Coût des produits 

En septembre 2021, le coût d’un traitement par cellules CAR-T varie selon la spécialité 

utilisée. En France, le coût du Yescarta® est de 327 000 euros hors taxe, le coût du 

Kymriah® de 298 000 euros hors taxe et le coût de l’Abecma® est de 360 000 euros 

hors taxe. 

L’équipe de Ran et al., (41) s’est intéressée aux coûts d’une production académique 

de cellules CAR-T selon plusieurs scénarios. Dans les calculs étaient pris en compte 

l’ensemble de la production de la leucaphérèse jusqu’à la réinjection, en utilisant un 

système de production fermé et une transduction virale, ainsi que le coût des 

ressources humaines. Ils prenaient en compte la durée de vie du semi-automate, 

estimée entre 10 et 20 ans. Le coût d’une production est plus élevé la première année 

avec un investissement conséquent (achat d’automate, formation du personnel), mais 

il est amorti avec le temps. Le lancement d’une production académique avec la mise 

en place du matériel nécessaire implique donc une vision à long terme de la 

production. 

Les scénarios envisagés sont les suivants : 

- Le scénario d’une seule production par an était estimé à 540 000 euros, 

comprenant un seul automate et les coûts de fonctionnement annuels d’une 

salle propre. 
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- Le moins coûteux, à environ 51 000 euros par production, comportait une seule 

salle propre de production pour trois automates.  

- Le plus plausible avec une salle propre de production et un automate 

fonctionnant en circuit fermé en continu (deux productions par mois) permettait 

un coût à 68 000 euros par production.  

Durée d’une production 

Actuellement, les délais de productions d’une spécialité de cellules CAR-T industrielles 

varient de trois à cinq semaines. Dans notre cas, la production est prévue pour durer 

une dizaine de jours, variable selon la qualité du produit de leucaphérèse. La logistique 

est de plus beaucoup plus simple grâce à l’absence de transport sur des milliers de 

kilomètres comme cela est le cas pour les cellules CAR-T industrielles. La 

cryopréservation du produit cellulaire n’est donc théoriquement pas nécessaire dans 

notre cas. 

Possibilités thérapeutiques 

Les intérêts d’une production académique sont multiples, et ils commencent par 

l’absence de restriction pour caractériser le produit cellulaire. La maîtrise de tout le 

processus de fabrication de l’aphérèse à la réinjection permet de caractériser le produit 

tout au long de la production afin de connaître précisément la composition de la poche 

de cellules CAR-T. Les industriels commercialisant les cellules CAR-T ne fournissent 

en effet qu’une seule information sur leur produit cellulaire, le pourcentage de 

lymphocytes CAR+ par rapport aux lymphocytes totaux avant la cryopréservation. 

Deux spécialités de cellules CAR-T commercialisées ont la même cible : le CD19 

exprimé à la surface des lymphocytes B tumoraux ou physiologiques. Ce choix de cible 

permet de nombreuses utilisations potentielles de ces traitements, puisque la majorité 

des cellules tumorales des syndromes lymphoprolifératifs B exprime le CD19. Le but 

d’une production académique n’est pas de concurrencer des industriels déjà installés 

sur le marché et qui fournissent des produits ayant déjà fait leurs preuves. 

L’intérêt des productions académiques réside dans les indications potentielles des 

cellules CAR-T anti-CD19 non couvertes par l’AMM industrielle. En effet, les 

indications des AMM des spécialités industrielles mises sur le marché sont très 

restrictives et excluent beaucoup de patients souffrant d’hémopathies B CD19 

positives de leurs indications. Des cellules CAR-T académiques pourraient être 

indiquées pour des patients habituellement exclus des indications des AMM 
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industrielles. Les possibilités thérapeutiques d’une production académique 

comprennent aussi la production de cellules CAR-T bispécifique (cellules CAR-T en 

tandem ou dual-CAR) destinées aux patients présentant des rechutes d’hémopathies 

CD19 négatives. 

Enfin, à terme, l’intérêt d’une production académique de cellules CAR-T pourrait 

résider dans la production de cellules sans équivalent sur le marché. En effet, les 

hémopathies orphelines à incidence très faible (leucémie à basophiles, à cellules 

dendritiques plasmacytoïdes, …) n’attirent que peu l’intérêt des industriels devant le 

manque de débouché de spécialités spécifiques mises sur le marché. Ainsi, les 

patients souffrant de ces pathologies n’ont que peu d’option thérapeutique et ces 

leucémies restent de mauvais pronostics. Une production académique de cellules 

CAR-T pourrait offrir une possibilité de traitement à ces patients. 

Le récapitulatif des comparaisons des deux productions est résumé dans le tableau I. 

Tableau I : Récapitulatif des caractéristiques des deux modes de production. 

 Production académique Production industrielle 

Coût 51 à 540 000 euros 300 à 360 000 euros 

Délai Environ 10 jours 3 à 5 semaines 

Possibilité thérapeutique 

Hémopathies orphelines 
Patients hors AMM 

industrielle 
Patients présentant des 

rechutes 

Hémopathies B 
Myélome multiple 

Autres 

Procédure modifiable 
Caractérisation précise 

des produits 
intermédiaires et finaux 

Pourcentage de 
lymphocytes CAR+ avant 

la cryopréservation. 

2. Les étapes d’une production de cellules CAR-T 

Nous nous focaliserons sur le déroulement d’une production semi-automatisée à l’aide 

du semi-automate CliniMACS Prodigy®, de cellules CAR-T autologues ciblant 

l’antigène CD19 et transduites à l’aide d’un vecteur viral. Des études ont été publiées 

afin d’uniformiser la prise en charge des patients du début de la production à la prise 

en charge des effets indésirables liés aux cellules CAR-T (42). 
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i. Aphérèse 

La production de cellules CAR-T autologues débute par le prélèvement des cellules 

mononuclées du patient. Ce prélèvement par cytaphérèse (ou leucaphérèse) 

sélectionne les cellules mononuclées du donneur selon des gradients de densité 

différents grâce à plusieurs centrifugations. Les autres cellules sont réinjectées au 

patient. La cytaphérèse est réalisée par les centres de prélèvement des 

Établissements Français du Sang ou des hôpitaux. Le centre préleveur doit bénéficier 

d’une accréditation en cours de validité délivrée par l’Agence Régionale de Santé pour 

une durée de 5 ans. L’accréditation selon le référentiel FACT-JACIE est une exigence 

fréquente des industriels. 

Le choix du moment idéal de la leucaphérèse est un dilemme pour les cliniciens. Ils 

doivent faire la balance entre l’avancée de la maladie réfractaire rendant urgent le 

traitement ou la thérapie de bridging (43), et le moment idéal de la leucaphérèse. Des 

recommandations pour la cytaphérèse ont été publiées par l’European Bone Marrow 

Transplantation EBMT (42). 

La viabilité des cellules du patient, qui a déjà reçu plusieurs lignes de chimiothérapie 

susceptibles de diminuer le nombre de lymphocyte et d’entraver leur activation est le 

principal problème rencontré (44). Il peut y avoir un nombre minimal de lymphocytes 

T pour débuter la production, et un nombre cible (45). Il est possible que la quantité de 

lymphocytes obtenus n’atteigne pas le nombre limite pour débuter la production, ce 

qui rend nécessaire une seconde leucaphérèse (46). 

Plusieurs systèmes sont disponibles comme par exemple le Spectra Optia MNC® 

commercialisés par Terumo, testé par Schulz M, et al. (47). Les plaquettes, les 

polynucléaires, les globules rouges et le plasma sont réinjectés au patient, tandis que 

les lymphocytes sont récupérés et lavés. Les lymphocytes sont lavés afin d’éliminer 

les impuretés liées à la cytaphérèse. Les restes d’anticoagulants et les cellules non 

désirées peuvent en effet perturber les étapes de production futures en modifiant 

l’activation des lymphocytes (48). C’est ce produit de leucaphérèse qui permettra de 

débuter notre production. 
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ii. Production académique avec Miltenyi 

Projet de production au CHU de Lille 

La production envisagée au CHU de Lille étant en partenariat avec la société Miltenyi 

Biotec, nous nous focaliserons sur leur méthode de production. Le semi-automate 

CliniMACS Prodigy ® utilisé pour la production est présenté figure 8. 

 

Figure 8 CliniMACS Prodigy ®,  

Schéma du semi-automate utilisé pour la production des cellules CAR-T au CHU de Lille, d’après Miltenyi Biotec 
(49). 

Mise en œuvre de la production 

Le produit de leucaphérèse est acheminé jusqu’au lieu de la production. Il est 

caractérisé en mesurant la fréquence des cellules CD3+ parmi les cellules 

mononuclées totales, permettant ainsi la numération les lymphocytes T. Une sélection 

magnétique des cellules CD4+ et CD8+ du produit d’aphérèse est réalisée. Les 

contrôles qualité mis en œuvre à chaque étape de production seront détaillés dans la 

suite du travail présenté. Un schéma de la production est présenté figure 9. 

La numération des lymphocytes sélectionnés permet la mise en culture d’une quantité 

bien définie, idéalement de l’ordre de 108 cellules. Les cellules CD4+ et CD8+ 

restantes peuvent être cryopréservées et utilisées soit comme cellules contrôles lors 
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des tests qui seront effectués, soit en cas de nécessité d’une nouvelle production si la 

première culture des lymphocytes échoue. 

Les cellules CD4+ et CD8+ sont placées dans un milieu de culture favorable à 

l’expansion des lymphocytes T. Préalablement à la transduction, les lymphocytes T 

doivent être activés pour permettre l’intégration du transgène. In vivo, l’activation des 

lymphocytes T se fait grâce aux interactions entre le TCR du lymphocyte et l’antigène 

apprêté sur le CMH des cellules présentatrices de l’antigène CPA. La co-culture des 

CPA avec les lymphocytes T serait sujette à trop de contraintes. Les cellules sont donc 

activées pendant 24h à l’aide du TransAct®, une nanomatrice polymère colloïdale 

soluble contenant des anticorps anti-CD3 et anti-CD28, qui imitent la stimulation 

naturelle des CPA. L’activation par TransAct® permet également une meilleure 

reproductibilité car les anticorps contenus dans la matrice activent spécifiquement les 

lymphocytes T. 

L’activation peut aussi se faire grâce à des billes magnétiques recouvertes d’anticorps 

anti-CD3 et anti-CD28 mais la méthode utilisant le TransAct® est préférée, évitant entre 

autre les étapes de lavage nécessaire à l’élimination des billes magnétiques (50). 

Certains protocoles ajoutent de l’interleukine-2 (IL-2) dans le milieu de culture, mais 

l’IL-2 en concentration excessive peut favoriser l’épuisement des lymphocytes T 

produits. Dans le procédé proposé par Miltenyi Biotec, l’IL-2 utilisée a été remplacée 

par de l’IL-7 et de l’IL-15, qui favorisent l’expansion des lymphocytes T mémoires.  

Au terme de l’activation, la transduction se fait à l’aide du vecteur lentiviral fourni par 

Miltenyi. Ce vecteur, ajouté en quantité définie, est laissé 48h en contact avec les 

cellules. La quantité de vecteur à employer est exprimée en Multiplicity of Infection 

MOI, et correspond au nombre de virus par rapport au nombre de cellule. La MOI à 

utiliser doit être la plus basse possible pour rester efficace, de l’ordre de 10. Les 48h 

de transduction doivent se terminer sur des étapes de rinçage des cellules, 

nécessaires à l’élimination des vecteurs n’ayant pas été intégrés. Chaque nouveau lot 

de vecteur utilisé doit être validé par trois productions de validation de méthode au 

début du lot, afin de contrôler que le lot de vecteur entraîne bien l’expression du CAR 

souhaité. 

Les lymphocytes T transduits sont ensuite maintenus en culture, pour une durée totale 

de production de 12 jours.  
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Figure 9 Protocole de fabrication des cellules CAR-T avec l’utilisation du CliniMACS Prodigy ®. 

Le produit final doit être parfaitement caractérisé et contrôlé avant son administration 

au patient. Certains des contrôles qualité mis en œuvre sont obligatoires lors de 

chaque production pour la libération de la poche produite. Il est possible d’effectuer 

d’autres contrôles dans un but expérimental, afin de mieux caractériser le produit 

réinjecté et son efficacité in vivo. Les différents contrôles, aussi bien ceux obligatoires 

et ceux optionnels, seront détaillés dans un chapitre dédié 
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II. Contrôles qualité 

Les contrôles qualité assurent la bonne qualité des cellules CAR-T et sont obligatoires 

au bon déroulement de la production. Ils permettent de contrôler la sécurité et 

l’efficacité de la thérapie.  

Les paramètres à évaluer sont donc d’une part l’innocuité de ce qui sera réinjecté au 

patient, et d’autre part l’efficacité potentielle du produit. A partir de cette constatation, 

nous pouvons donc diviser les contrôles en deux catégories : 

- Ceux assurant l’innocuité de la poche et le rendement de production. Ils 

assurent le bon déroulement de la production en contrôlant d’une part la 

sécurité microbiologique, et d’autre part l’efficacité de la transduction virale. Ils 

sont obligatoires à mettre en œuvre à chaque production, et doivent remplir les 

critères de libération du lot. 

- Ceux caractérisant la composition du produit cellulaire et son efficacité. Ils 

ne font pas partie des critères de libération du lot mais ils restent fortement 

recommandés à mettre en place pour la production académique. Ils peuvent 

faire partie du développement des méthodes de production et avoir une utilité à 

des fins de recherche. 

Ces contrôles qualité concernent la production de la poche de cellules CAR-T, donc 

nécessite une parfaite maitrise de la totalité de la chaîne de production. Les étapes 

critiques doivent être identifiées en amont afin de sécuriser au maximum la réinjection 

au patient. La libération du lot nécessite le respect des critères qualité définis au 

préalable par la réglementation ainsi que la signature de la personne responsable de 

la libération. 

1. Libération du lot 

i. Sécurité microbiologique 

Les contrôles de sécurité microbiologique sont des contrôles obligatoires à la libération 

de la poche. Toute contamination microbienne avérée dans les contrôles 

intermédiaires mène à l’arrêt de la production. Une analyse de risque permettra de 

déterminer si des contrôles intermédiaires négatifs au moment de la formulation et de 

la réinjection du produit nous permettent de réinjecter le produit directement, sans 

devoir attendre les résultats des contrôles microbiologiques finaux (compte tenu de 

leur délai).  
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Contrôles microbiologiques à mettre en œuvre 

D’après la pharmacopée européenne, les contrôles microbiologiques sont obligatoires 

pour toutes les préparations injectables. Étant donné qu’il s’agit d’un médicament dont 

le principe actif est une cellule viable, il n’est pas possible d’utiliser des procédés 

d’inactivation en fin de production prévenant une éventuelle contamination 

microbiologique. Ainsi, la sécurité d’utilisation du produit fini repose sur des dépistages 

microbiologiques multiples en début, au décours et en fin de production.  

Le but à travers ces contrôles est d’assurer l’innocuité du produit final, en prenant en 

compte les risques liés à une exposition à des contaminants microbiologiques. Le 

produit final doit donc être stérile. La stérilité est définie par la pharmacopée 

européenne comme « l’absence de micro-organismes viables, définie par un niveau 

d’assurance de stérilité de valeur inférieure ou égale à 10-6 ».  

Selon la pharmacopée européenne, le choix de la méthode à employer est fondé sur 

les caractéristiques du produit final. Il repose ainsi sur les procédés de fabrication, les 

propriétés des matières premières utilisées et les conditions de culture cellulaire 

favorisant la croissance de micro-organismes (levures, bactéries, moisissures…).  

Les contrôles microbiologiques des cellules CAR-T tiennent compte des limites des 

produits cellulaires recombinants. Leur durée de conservation n’excédant pas 

quelques heures à température ambiante, il n’est pas possible de terminer les essais 

classiques avant la réinjection de cellules CAR-T non cryopréservées. Les contrôles 

microbiologiques sont par définition longs, et l’attente des résultats de l’ensemble des 

contrôles qualité ne doit pas retarder la réinjection au risque de détériorer le produit et 

de retarder la prise en charge du patient. Pour répondre au mieux à cette difficulté, 

des contrôles intermédiaires en cours de production et des analyses de risque sont 

effectués. La chronologie des différents contrôles est synthétisée à la figure 10. 

La validation des premiers contrôles en cours de production permet de libérer le produit 

avant les résultats des contrôles finaux. Les résultats des contrôles qualité 

microbiologiques réalisés en fin de production sont donc connus a posteriori de la 

réinjection. 

En plus de la stérilité bactériologique et fongique, notre produit ne doit contenir aucun 

mycoplasme, et doit être indemne d’endotoxine bactérienne. Le dernier élément 

fondamental des contrôles de sécurité sont les contrôles liés à l’utilisation d’un vecteur 

viral. 
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Replication Competent Viruses 

Le premier des contrôles assurant la sécurité virale est le contrôle de l’absence de 

virus capable de réplication (Replication Competent Viruses, RCV). Ce contrôle doit 

être réalisé car la première et la seconde génération de vecteurs viraux ont montré 

des insertions mutagènes dans le génome des cellules hôtes, pouvant causer des 

lymphomes chez les patients traités (62). La FDA et l’EMA avaient alors rendu 

obligatoire le contrôle de l’absence de rétrovirus capable de se répliquer dans le 

produit cellulaire (63–65). La FDA et l’EMA recommandent l’utilisation d’un test basé 

sur la culture cellulaire, qui permet la réplication et l’amplification d’éventuels virus 

capable de se répliquer avant de doser l’un de leur composant (51,54). Cette étape 

d’amplification donne au test une durée de plusieurs semaines. Ce contrôle étant 

obligatoire avant la réinjection des cellules, il est aussi possible d’utiliser un test de 

détection rapide sans phase d’amplification en culture cellulaire, comme une PCR 

quantitative (qPCR) ou des méthodes par southern blot (57). 

Il est important de comprendre que les vecteurs lentiviraux de 3e génération sont 

défectifs, c’est-à-dire qu’ils ont été construits de sorte à ne pas pouvoir se répliquer, 

par plusieurs techniques d’ingénierie qui ne seront pas détaillées ici (55). Ainsi, il n’a 

jamais été observé de vecteur d’origine lentiviral de 3e génération capable de se 

répliquer (54,55), mais le risque théorique existe toujours d’après la FDA et l’EMA (65). 

Ce risque théorique demeure en raison des recombinaisons non désirées lors de la 

production du vecteur. L’absence de RCV est obligatoirement contrôlée par le 

fournisseur lors de la libération du lot de vecteur, et elle doit être recontrôlée en fin de 

production des cellules CAR-T. 

La difficulté de contrôler la présence de RCV est le choix d’une cible adéquate (52,56). 

En effet, beaucoup de composants sont communs entre le vecteur et un virus capable 

de réplication (gène de la capside, de l’intégrase, de la transcriptase inverse…). Suivre 

un gène d’enveloppe (VSV-G) est une méthode efficace, car un tel gène est essentiel 

à la réplication d’un lentivirus (53) et il est absent du vecteur d’origine lentiviral. On 

extrait l’ADN des cellules CAR-T en fin de production, puis on amplifie le gène cible 

VSV-G par qPCR. La seule partie du vecteur s’intégrant dans le génome lymphocytaire 

étant le CAR, la PCR quantitative doit montrer une indétectabilité du gène cible 

d’enveloppe pour attester de l’absence de RCV. 
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Vector Copy Number 

Le second contrôle viral mis en œuvre est le contrôle du nombre de transgène inséré 

dans le génome de la cellule transduite. 

L’insertion est susceptible de causer des mutagenèses, soit par perte d’expression de 

gène suppresseur de tumeur adjacent, soit par insertion induisant l’expression 

d’oncogène. Ainsi, on cherche à limiter ce risque en gardant le nombre d’insertion du 

transgène en dessous d’une certaine limite. Le principal levier pour limiter ce nombre 

de copie de vecteur est de garder la Multiplicity of Infection MOI en dessous d’un 

certain seuil. La MOI est le ratio du nombre de vecteur / nombre de cellules à 

transduire, elle doit être équilibrée entre une bonne expression du CAR et une 

limitation du risque mutationnel. 

A l’heure actuelle, les techniques de contrôle du Vector Copy Number VCN font appels 

soit aux southern blot (58), soit à une PCR quantitative en temps réel (59,60). Miltenyi 

propose un protocole de calcul du VCN en utilisant une méthode de qPCR. Le VCN 

est fixé par Miltenyi à 5. Au-dessus de ce seuil, le produit cellulaire n’est pas considéré 

comme sur et est rejeté. 

Une nouvelle technique de détection en PCR digitale qui utilise moins d’ADN a été 

développée, permettant notamment de diminuer la prise d’essai de produit fini (61). 

 

Figure 10 Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi ®.  

Les contrôles de microbiologie sont encadrés en rouge. 
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L’ensemble des contrôles qualité à mettre en œuvre dans le cadre d’une production 

académique de cellules CAR-T est synthétisé dans le tableau II. 

Tableau II Récapitulatif des contrôles microbiologiques 

Ces contrôles sont à mettre obligatoirement en œuvre pour la production académique de cellules CAR-T. Ces 
contrôles sont nécessaires à la libération du lot. Référence : Pharmacopée Européenne si non précisé. 

Sécurité microbiologique du produit cellulaire 

Paramètres Méthode Critères d’acceptation 

Stérilité bactérienne et 
fongique 

Culture en flacons 
d’hémocultures, 1 aérobie 

et 1 anaérobie. 
Incubation en automate 
BacT/Alert® ou Virtuo® 

Si positif, 
ensemencement sur 

gélose adaptée et 
antibiogramme. 

Pas de croissance 
détectée dans les 
bouillons à J10 de 

culture 

Mycoplasmes 
Culture en milieu liquide 

ou solide 
Méthode rapide par PCR 

Pas de croissance de 
mycoplasmes à J21. 

Absence d’amplification 
de gène spécifique de 

mycoplasmes 

Endotoxines 

Lysat d’amoboecyte de 
limule : par gélification, 

turbidimétrie ou 
colorimétrie. 

Absence d’endotoxine 

Virus Capable de 
réplication ou Replication 

Competent Viruses 

Culture cellulaire (51,52) 
PCR quantitative (53–56) 

Southern Blot (57) 

Absence de virus 
capable de réplication  

Nombre de copies de 
gènes par cellules 

Southern Blot (58) 
PCR quantitative (59,60) 

PCR digitale (61) 

Pas de limite 
consensuelle 

5 selon Miltenyi 

ii. Caractérisation du produit cellulaire 

Expression du CAR 

Le contrôle de l’efficacité de la transduction du CAR au sein de lymphocytes T viables 

est obligatoire pour la libération du lot. Cette efficacité peut être contrôlée par 

cytométrie en flux (CMF) en ciblant le CAR à la surface de la cellule. Son expression 

phénotypique sur la membrane d’un lymphocyte T CD3+ montre l’intégration du gène 

du CAR dans le génome. Un seuil d’acceptabilité pour l’expression phénotypique est 

défini. La réinjection d’un produit cellulaire en dessous de ce seuil doit être discutée 

avec le clinicien qui considère la balance bénéfice/risque pour le patient. 
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En CMF, plusieurs méthodes de marquages existent pour détecter le CAR, comme 

présentées figure 11 :  

- Un anticorps anti-idiotype couplé à un fluorochrome, (figure 11A), (66,67). 

L’anticorps peut aussi être dirigé contre le lien protéique entre VL et VH (anti-

linker) (68). 

- L’antigène d’intérêt soluble recombinant, couplé avec un fluorochrome (69) 

(Figure 11B), méthode en une seule étape qui ne requiert pas de lavage. 

- L’antigène recombinant d’intérêt lié à la biotine, et révélé dans un second temps 

par un anticorps anti-biotine couplé à un fluorochrome, permettant une 

amplification du signal (figure 11C). 

- L’antigène recombinant d’intérêt lié à la biotine, et révélé dans un second temps 

par la streptavidine couplée à un fluorochrome (figure 11D). La streptavidine 

peut être captée par les cellules en apoptose et est donc moins spécifique.  

 

Figure 11 Différentes techniques de marquages du CAR  

A : Ac anti-idiotypes. B : CD19 couplé au fluorochrome. C : CD19 couplé à la biotine révélée secondairement par 
un anticorps. D : CD19 couplé à la biotine révélée secondairement par la streptavidine marquée. 

Ces deux méthodes de couplage du CD19 avec la biotine sont plus sensibles que le 

marquage direct du CD19 par un fluorochrome, mais requièrent des étapes de lavage 

supplémentaires et sont donc plus longues. 

La méthode de marquage du CAR anti-CD19 proposée par Miltenyi met en œuvre une 

protéine CD19 recombinante couplée à la biotine. Après incubation avec la protéine 

CD19 couplée, deux étapes de lavage successives ont lieu avant l’addition du 

révélateur de la biotine. Ce marquage est long, avec une incubation d’environ 1h pour 

la révélation de la biotine (70). 
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Avant la réinjection, il est aussi obligatoire de connaître la proportion en lymphocytes 

T CAR+ de la poche de produit cellulaire. Des objectifs d’expressions attendus sont 

donnés à titre indicatif par Miltenyi, en pourcentage de lymphocytes T CAR+ parmi 

l’ensemble des lymphocytes T, en fin de production : 

- 60 à 70% chez des donneurs sains 

- 30 à 40% chez des patients souffrant d’hémopathies B 

- 20%, pourcentage minimal nécessaire à la libération. 

Composition cellulaire 

Le phénotypage du produit cellulaire permet de caractériser le contenu cellulaire, en 

évaluant le nombre de cellules d’intérêt (les lymphocytes T) et le nombre de cellules 

CD3 négatives considérées comme des cellules indésirables dans notre production. 

Les cellules mononuclées CD3 négatives sont clairement identifiées et marquées par 

le panel d’anticorps proposé par Miltenyi, il s’agit des lymphocytes B et NK, ainsi que 

les monocytes. En début de production, il est nécessaire de contrôler la pureté du 

produit d’aphérèse, c’est-à-dire la proportion de lymphocytes T et des autres cellules 

mononucléées CD3- susceptibles de modifier la production des cellules CAR-T 

(8,71,72). Le produit cellulaire est de nouveau contrôlé après la sélection magnétique 

des lymphocytes CD4/8. 

- En cours de production, au 5e jour, pour contrôler la composition du produit 

cellulaire en début de la production et la transduction virale. 

- En fin de production, pour contrôler la composition du produit cellulaire fini, ainsi 

que la proportion d’expression du CAR en surface des lymphocytes T. 

La composition cellulaire ne fait pas directement partie des critères de libération du lot. 

En revanche, le marquage du CAR en CMF oblige à marquer les cellules CD3+ et 

CD4/8. La composition est donc systématiquement contrôlée, mais le ratio CD4/CD8 

n’a pas de borne car notre protocole ne permet pas sa maîtrise. De plus, aucune étude 

n’a à ce jour corrélée le ratio CD4/CD8 à l’efficacité clinique. La stratégie de marquage 

du CAR est détaillée figure 12. 
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Figure 12 : Exemple de marquage en CMF d’une poche de cellules CAR-T industrielles. 

A : Composition totale de la poche. B : Proportion de CD4 et CD8 parmi les cellules CAR+. Selon le mémoire de 
master 2 de A. Grossemy 

La chronologie des contrôles obligatoires de la composition cellulaire est à retrouver 

figure 13, et leur récapitulatif tableau III. 

Viabilité cellulaire 

La méthode couramment utilisée pour évaluer l’apoptose des cellules utilise des 

marqueurs de viabilité cellulaire. Ce sont des agents fluorescents intercalants de l’ADN 

comme l’iodure de propidium ou le 7-AAD (7-aminoactinomycin D). Ces agents sont 

incorporés uniquement par les cellules non viables et subissent un décalage de leur 

spectre d’émission lors de leur association avec l’ADN, permettant de vérifier leur 

incorporation (73,74). Il est important de noter que la technique de marquage par 7-

AAD en CMF est la méthode la plus répandue et la méthode recommandée par 

Miltenyi dans ses 2 panels pour évaluer la viabilité cellulaire. Cette viabilité cellulaire 

ne doit pas être inférieure à un certain seuil car elle fait partie des critères de libération 

du produit cellulaire. 

L’utilisation d’annexine V marquée par un fluorochrome est une autre méthode 

utilisable en CMF, testée en complément du marquage à l’iodure de propidium (75). 

L’annexine V est une molécule exprimée par les phagocytes ayant une haute affinité 

pour la phosphatidylsérine (PS). La PS est un phospholipide normalement retrouvée 

dans la couche interne de la membrane des cellules, et qui est externalisée en phase 

précoce de l’apoptose (76,77). L’annexine V du phagocyte reconnaît alors la PS et le 

phagocyte peut éliminer la cellule apoptotique. 
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Le bleu de trypan est aussi un colorant d’exclusion pénétrant le cytoplasme des 

cellules en apoptose. Il est utilisé en microscopie optique pour évaluer la viabilité 

cellulaire, ayant comme intérêt d’être très rapide à mettre en œuvre. 

Tableau III : Récapitulatif de la caractérisation obligatoire du produit cellulaire. 

Caractérisation du produit cellulaire 

Paramètres Méthodes Références 

Efficacité de la 
transduction 

CMF avec marquage 
direct du CAR 

CMF avec marquage à la 
biotine indirect  

Figure 11 
(66–69) 

Phénotypage des cellules 
mononucléées du produit 

d’aphérèse 

CMF : marquage des 
lymphocytes T CD4+ et 
CD8+, B et NK et des 

monocytes 

(8,71,72) 

Phénotypage du produit 
cellulaire 

CMF : phénotype des 
lymphocytes T transduit  

 

Viabilité 

CMF : Agent intercalant : 
Iodure de Propidium et 7-

AAD 
 

CMF : Annexine V 
 

 
(73–75) 

 
 

(75–79) 
 

Indications du partenaire industriel 

La caractérisation du produit cellulaire est réalisée avec en coopération avec le 

partenaire industriel à différentes étapes de la production. 

 

Figure 13 Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi 

Les contrôles de caractérisation sont encadrés en rouge. 
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Les deux panels d’anticorps sont recommandés par le partenaire, avec l’utilisation de 

l’automate de cytométrie en flux MACSQuant®.  

Les deux panels proposés par Miltenyi sont présentés tableau IV.  

- Le panel A est destiné à caractériser la composition cellulaire et à contrôler 

l’absence de cellules indésirables  

- Le panel B est destiné au contrôle de l’efficacité de la transduction du CAR. 

Les deux panels ont en commun de permettre l’évaluation de la viabilité, la numération 

des lymphocytes T et l’évaluation du ratio CD4 / CD8. 

L’expression du CAR et la composition cellulaire sont évaluées à J5. Cette évaluation 

précoce contrôle le bon démarrage de la production. Si la transduction s’est bien 

déroulée, les cellules seront prêtes à la date prévue (7 jours après), et la date de 

réinjection est confirmée. Le clinicien peut alors démarrer la chimiothérapie de 

conditionnement du patient, préalable à sa réinjection. 

Tableau IV Présentation des deux panels d’anticorps proposés par Miltenyi.  

Le panel A définit la composition cellulaire et contrôle l’absence de cellule indésirable, tandis que le panel B contrôle 
la bonne efficacité de la transduction. 

 Panel A : 
composition 

cellulaire 

Panel B : efficacité 
de la transduction 

Marqueur de/des 

CD45 Oui Oui Leucocytes 

CD3 Oui Oui Lymphocytes T 

CD4 Oui Oui 
Lymphocytes T 

CD4 

CD8 Oui Oui 
Lymphocytes T 

CD8 

7-AAD Oui Oui Viabilité 

CD16/56 Oui Non Lymphocytes NK 

CD14 Oui Non Monocytes 

CD19 Oui Non Lymphocytes B 

CAR Non Oui 
Expression 

phénotypique du 
CAR 
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iii. Capacités fonctionnelles des cellules CAR-T 

Le dernier contrôle fortement recommandé pour la libération des cellules est un test 

d’efficacité des cellules CAR-T. Les contrôles d’efficacité ne sont pas obligatoires pour 

la libération des cellules car les délais de rendu des résultats sont trop longs pour 

garder le produit final à l’état frais. 

Un contrôle envisageable est le dosage de l’interféron gamma (IFNγ), une cytokine 

pro-inflammatoire produite par les lymphocytes T cytotoxiques. La sécrétion d’IFNγ par 

les cellules CAR-T au contact de leur antigène cible permet de s’assurer que le produit 

cellulaire final est bien fonctionnel, et capable de reconnaître l’antigène cible et 

d’induire une activation de la cellule. Le dosage de l’IFNγ peut être réalisé par 

approche ELISPOT (Enzyme Linked Immunospot) par exemple. 

Les tests ELISPOT ont été décrits pour la première fois en 1983 (80). Ils sont basés 

sur une technique ELISA. Les analytes sécrétés dans un micro puit sont directement 

capturés par un anticorps recouvrant le fond du puit. Après incubation des cellules 

CAR-T avec l’antigène puis une étape de lavage du puit, la cytokine d’intérêt est 

rendue visible par un anticorps lié à la biotine et forme ainsi des spots colorés (figure 

14). Les spots colorés sont dénombrés automatiquement, chacun représentant une 

cellule ayant sécrétée la cytokine. Ces tests fonctionnels sont intéressants pour 

observer une réaction cellulaire à un antigène précis.  

 

Figure 14 Schématisation du fonctionnement d’un ELISPOT.  

(A) Co-incubation des cellules CAR-T avec le CD19 dans un micropuit coaté avec des anticorps anti-IFNγ, sécrétion 
d’IFNγ par les cellules CAR-T (B) IFNγ sécrété retenu par les anticorps lors du lavage des cellules, puis ajout des 
anticorps anti-IFNγ couplés à la biotine. (C) Révélation de l’IFNγ capturé par de la streptavidine marquée (D) Vision 
du lecteur automatique de spot, un spot correspond à une sécrétion d’IFNγ. 

Le contrôle de la sécrétion de cytokine par les cellules CAR-T lors de la mise en 

contact de leur antigène cible est réalisé lors de la fin de production, sur le produit final 
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(figure 15). Ce contrôle à un délai de rendu des résultats d’environ deux jours, le 

résultat est donc rendu a posteriori de la réinjection des cellules CAR-T.  

 

Figure 15 : Chronologie des différents contrôles à mettre en place selon Miltenyi.  

Le contrôle de la production cytokinique est encadré en rouge. 

2. Contrôles recommandés 

Ces contrôles ne sont pas obligatoires pour la libération de la poche de produit 

cellulaire, mais ils peuvent être mis en œuvre à des fins de recherche et d’optimisation 

du protocole. Leur but est d’établir les différentes caractéristiques des produits 

cellulaires. Ainsi, on peut évaluer leur cytotoxicité ou encore phénotyper les différents 

sous-types cellulaires. La comparaison des données obtenues in vitro aux résultats 

cliniques obtenus chez le patient permettra entre autres d’optimiser la production des 

cellules CAR-T. 

i. Evaluation de la cytotoxicité des cellules CAR-T in vitro 

La cytotoxicité est évaluable in vitro selon deux principes différents :  

- Contrôles mesurant la lyse des cellules cibles lors de la co-incubation avec les 

cellules CAR-T. 

- Contrôles vérifiant l’absence de prolifération cellulaire des cellules cibles au 

contact des cellules CAR-T. 

Les cellules CAR-T produites sont normalement cytotoxiques pour les cellules 

tumorales exprimant l’antigène cible, donc les contrôles de cytotoxicité adéquats 



58 
 

évaluent l’effet des cellules CAR-T produites sur leurs cellules cibles. Les contrôles 

choisis doivent refléter la cytotoxicité in vivo des cellules CAR-T, soit l’effet « on target 

/ on tumor » attendu chez le patient.  

Dans le développement de tests d’efficacité destinés à des cellules CAR-T, un seul 

test ne sera pas suffisant pour tenter de prédire l’efficacité du traitement. Un résumé 

des contrôles existant est disponible tableau V. L’approche idéale se compose de 

différents contrôles évaluant des caractéristiques associées à l’efficacité. Les résultats 

de l’ensemble des essais choisis doivent être corrélés à une activité biologique 

pertinente. Des publications existent pour indiquer les contrôles à effectuer (81,82) 

Tableau V Résumé des contrôles existant pour le contrôle de la cytotoxicité des cellules CAR-T. 

Evaluation de la cytotoxicité des cellules CAR-T produites 

Méthodes Principe Référence 

Gold standard : 
Relargage d’isotopes 

radioactifs1 

Mesure de la 
radioactivité émise par 

la lyse des cellules 
cibles incorporant 
préalablement un 

isotope radioactif (ex : 
chrome 51)  

Cf ci-dessous 

Figure 16 
(83–90) 

Bioluminescence 

Mesure d’une émission de 
photon par les cellules 

cibles transduites avec le 
gène de la luciférase. 

(91–99) 

Impédance 

Mesure d’une 
décroissance 

d’impédance due à la lyse 
des cellules cibles. 

(100–109)  

Relargage d’enzymes 
intracellulaires 

 
Dosage d’enzyme 

intracellulaire (LDH) dans 
le surnageant cellulaire. 

 

(110,111) 

Etude directe des cellules 
cibles 

 Par CMF : Viabilité par 
l’étude de la lyse des 

cellules cibles : 
marquage par 7-AAD1 

Figure 17 
(112) 

Par CMF : prolifération 
des cellules cibles. 

(113–116) 

Par mesure de la 
radioactivité : 

incorporation de la 
thymidine tritiée dans 

l’ADN des cellules cibles. 

(117) 
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1Par souci de concision, seules seront détaillées les techniques de relargage de 

chrome 51 et de lyse des cellules cibles. 

Évaluation de la cytotoxicité par relargage d’isotopes radioactifs (chrome51) 

La mesure de l’activité radioactive liée au relargage d’un isotope radioactif du chrome, 

le chrome 51, est la méthode historique de l’évaluation de la cytotoxicité et est 

considérée comme le Gold standard (83,84) des tests de cytotoxicité. L’inconvénient 

majeur de cette méthode est l’utilisation de la radioactivité, et donc la nécessité d’une 

plateforme dédiée aux radio-immuno analyses pour la mesure de la radioactivité.  

Elle repose sur la quantification des cellules cibles ayant perdu l’intégrité de leurs 

membranes. Cette approche a été décrite pour la première fois en 1968 (85), et a 

ensuite gagné en popularité pour devenir la méthode de référence d’évaluation de la 

cytotoxicité des lymphocytes T et NK (86,87). La méthode est présentée figure 16. Les 

cellules cibles radiomarquées au chrome 51 sont co-incubées avec les cellules CAR-

T dans des micro puits à différents ratios de cellules CAR-T / cellules cibles. Lors de 

cette co-incubation, les cellules CAR-T exercent leur activité cytotoxique, provoquant 

ainsi la perte d’intégrité de la membrane des cellules cibles. Les cellules cibles 

relarguent alors le chrome 51 dans le milieu de culture. Après 4h de co-incubation, le 

surnageant est récolté et la radioactivité sera mesurée dans ce surnageant par un 

compteur gamma. Un contrôle de relargage spontané du chrome 51 (avec simplement 

les cellules marquées au chrome 51) et un contrôle de relargage maximum de chrome 

51 (en utilisant soit un détergent lysant entièrement les cellules, le Triton X-100, ou 

soit en utilisant une lyse hypotonique) sont utilisés comme contrôle négatif et positif. 

Plus la radioactivité du surnageant est élevée, plus la quantité de cellules cibles lysées 

est importante, reflétant ainsi l’activité cytotoxique des cellules CAR-T. Cette 

constatation permet le calcul d’un pourcentage de lyse spécifique sur ce principe :  

Lyse spécifique (%) =
Relargage avec les cellules CART − relargage spontanée

Relargage maximal −  relargage spontanée
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Figure 16 Schéma du protocole d’évaluation de la cytotoxicité par relargage de chrome 51.  

Les cellules cibles radiomarquées sont co-incubés avec les cellules CAR-T. La lyse des cellules cibles va provoquer 
le relargage des isotopes radioactifs incorporés, dont l’activité sera mesurée dans le surnageant cellulaire après 
centrifugation. 

En plus d’être compliqué à mettre en œuvre par son utilisation de la radioactivité et 

des risques qui en découlent, ce contrôle est chronophage et utilise une quantité 

importante de produit fini (88). 

Le développement continu de nouvelles méthodes de mesure de la cytotoxicité oriente 

donc vers des tests en une seule étape automatisable, bon marché et autorisant une 

prise d’essai limitée. Dans cette optique, les techniques de bioluminescence (91–99) 

et d’impédance (100–109) sont en développement constant, rendant obsolète les 

techniques historiques de dosage des enzymes intracellulaires comme le dosage de 

la LDH (110,111). 

Évaluation de la cytotoxicité par l’étude de la lyse des cellules cibles 

La CMF étant déjà utilisée dans la caractérisation des cellules CAR-T, il est plus aisé 

de mettre en œuvre une évaluation de la cytotoxicité par cette méthode (figure 17). La 

viabilité, obligatoirement contrôlée pour les cellules CAR-T, peut aussi être évaluée 

sur les cellules cibles dans le cadre du contrôle de la cytotoxicité. Dans ce cadre, on 

cherchera à évaluer la non-viabilité, donc la lyse, des cellules cibles après leur co-

incubation avec les cellules CAR-T. Si elles ne sont plus viables après la co-incubation, 

c’est qu’elles auront été lysées, donc que les cellules CAR-T leurs sont toxiques. Le 

marquage de la caspase intracellulaire peut par exemple être effectué (112). 

Le marquage combiné par 7-AAD, iodure de propidium et annexine V, en plus d’être 

plus rapide, moins dangereux et plus sensible que la méthode par chrome 51, présente 
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l’avantage non négligeable de distinguer l’apoptose précoce de l’augmentation de la 

perméabilité membranaire, plus représentative de l’apoptose tardive (47). 

 

Figure 17 Différents marqueurs d’apoptose pouvant être ciblés en CMF :  

(1) Activation de la caspase intracellulaire (2) Incorporation du 7-AAD ou de l’iodure de propidium dans l’ADN et 
(3) expression membranaire de la phosphatidylsérine reconnue par l’annexine V marquée par un fluorochrome. 

A l’inverse, il est possible d’étudier la prolifération des cellules cibles. Cette étude est 

réalisée en CMF ou par la détection d’isotopes radioactifs. 

En CMF, les outils pour étudier la prolifération seront détaillés plus loin. Rapidement, 

le principe est d’évaluer les divisions cellulaires témoins de la prolifération chez les 

cellules cibles (113). Il est possible de combiner le marquage par CFSE avec un 

marquage au iodure de propidium ou au 7-AAD (114,115), qui sont des marqueurs de 

viabilité. 

En radio-immuno analyse, la méthode utilisée pour étudier la prolifération cellulaire 

met en œuvre un isotope radioactif de l’hydrogène incorporé dans la thymidine, 

nucléotide composant de l’ADN (thymidine tritiée (3H-thymidine)). La thymidine tritiée 

permet une mesure de la prolifération cellulaire plutôt qu’une mesure de la lyse (117). 

Dans ce test, on étudiera la prolifération cellulaire des cellules cibles sur la base de 

l’incorporation dans l’ADN de la thymidine tritiée. Ce test présente les mêmes 

désavantages que le test par relargage de chrome 51 (radioactivité) et a été 

abandonné depuis sa création, remplacé par des méthodes plus adaptées. 
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ii. Caractériser le profil cytokinique des cellules CAR-T après 

activation 

Précédemment, nous avions vu le dosage d’IFNγ produit par les cellules CAR-T au 

contact de leur antigène cible, mais il est aussi possible de doser d’autres cytokines. 

Ce dosage évalue l’efficacité du produit et caractérise la réponse cytokinique des 

lymphocytes modifiés vis-à-vis de leurs cibles. En effet, la production de cytokines 

inflammatoire signerait un effet délétère sur les cellules tumorales, tandis que la 

sécrétion de cytokines anti-inflammatoires in vitro ne serait pas prévisionnelle d’un 

effet anti-tumoral in vivo. 

Le dosage des cytokines est effectué dans le surnageant cellulaire après la co-

incubation des cellules CAR-T et des cellules cibles à un ratio défini. Il est possible de 

doser les cytokines dans le surnageant du milieu de culture par fluorimétrie en flux ou 

par ELISA. Autrement, il est possible de mesurer en CMF l’expression intracellulaire 

de certaines cytokines dans le cytoplasme des cellules effectrices. Pour finir, la 

dernière technique met en œuvre des tests ELISPOT sur le même exemple que pour 

l’IFNγ. 

Les méthodes en fluorimétrie en flux sur automate Luminex® permettent un 

multiplexage, donc le dosage simultané de différentes cytokines, permettant le 

développement de panels. 

iii. Caractérisation du produit cellulaire en CMF 

La caractérisation par cytométrie en flux est fortement recommandée dans la 

production de nos cellules. Son intérêt est notamment de : 

- Étudier les capacités de proliférations in vitro des cellules CAR-T. 

- Étudier le phénotype des sous-types lymphocytaires T. 

- Étudier l’épuisement des cellules CAR-T. 

Les différentes applications de la CMF peuvent être trouvées tableau VI. 
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Tableau VI : Résumé des caractérisations des cellules CAR-T recommandées lors de la production. 

Caractérisation du produit cellulaire 

Méthode But 
Marqueurs 
spécifiques 

Miltenyi 
Référence 

Prolifération des cellules 
effectrices 

Prévision des capacités 
d’expansion in vivo 

CD27 
CD127 
PD-1 

(118,119) 

Phénotypage des sous-
populations 

lymphocytaires T dans le 
produit d’aphérèse 

Sélectionner et enrichir 
certains sous-types 
lymphocytaires afin 

d’uniformiser le produit de 
de base de tous les 

patients 

 (120–124) 

Phénotypage des sous- 
populations 

lymphocytaires T dans le 
produit final 

Evaluer l’évolution de la 
répartition des sous-types 
lymphocytaires au cours 

de la production 

 (123) 

Epuisement 
lymphocytaire en fin de 

production 

Efficacité du produit 
cellulaire réinjecté au 

patient 

LAG3 
TIM3 
PD-1 

(125–128) 

Prolifération cellulaire  

Nous avions déjà abordé les études de proliférations appliquées aux cellules cibles 

co-incubées avec les cellules CAR-T. Mais les tests de prolifération cellulaire sont 

surtout utilisés pour s’assurer de la bonne expansion des cellules CAR-T au contact 

de leurs cellules cibles (118,119). En effet, après leur réinjection, les lymphocytes 

modifiés doivent proliférer dans l’organisme du patient. Cette capacité de prolifération 

peut être évaluée in vitro avant la réinjection. Le principe de la technique est 

sensiblement identique à celui mis en œuvre pour les cellules cibles, en prenant 

comme marqueur soit un colorant se liant aux amines des protéines intracellulaires et 

qui fluoresce après clivage par des estérases (succinimmidyl ester, CFSE) soit un 

colorant lipophilique se liant aux membranes cellulaires (VioletCell). 

Les cellules CAR-T sont préalablement incubées avec le colorant, puis co-incubées 

avec leurs cellules cibles. A la fin de la co-incubation, elles sont marquées avec les 

anticorps d’intérêt pour la CMF. Quel que soit le colorant choisi, le principe est le 

même : au cours de la prolifération cellulaire, le colorant sera équitablement réparti de 

la cellule mère vers les deux cellules filles, chaque cellule fille contiendra alors la moitié 

du colorant de la cellule mère. Ainsi, le nombre de division cellulaire peut être déduit 

de l’intensité de fluorescence du marqueur de prolifération, comme présenté figure 18. 
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Figure 18 Décalage de l’intensité de fluorescence du CFSE selon la division cellulaire.  

La prolifération des cellules CAR-T est montrée par les décalages successifs des pics de fluorescence. Plus le pic 
de fluorescence est décalé vers la gauche, moins la fluorescence est intense et plus les cellules ont proliféré. 
D’après (119) 

Le partenaire industriel commercialise un panel d’anticorps ayant pour but d’évaluer 

les capacités de prolifération. Ce panel ne comporte pas de colorant de dilution comme 

le CFSE et le VioletCell, mais des anticorps marquant une protéine d’épuisement (PD-

1) et les marqueurs d’activation CD27 et CD127. Il a pour intérêt d’évaluer les 

capacités de prolifération sans faire appel à une co-incubation avec les cellules cibles. 

Caractériser les sous-populations 

L’évaluation de la proportion de lymphocytes T CD4+ et T CD8+, de la viabilité 

cellulaire et du pourcentage d’expression phénotypique du CAR sont réalisés pour la 

libération de la poche. Il est toutefois possible d’aller au-delà de ces caractérisations, 

et de phénotyper les sous-types cellulaires à des fins de recherche. 

Il est possible de phénotyper les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ en différents sous-

types cellulaires (129) présentés figure 19. Les lymphocytes T naïfs se différencient 

en lymphocytes à caractère souche (Souche Central Mémoire SCM), mémoires 

(Central Mémoire CM et Effecteur Mémoire EM) et à un état différencié effecteur (Eff). 

Ces sous types sont phénotypés sur la base de marqueurs membranaires ciblés en 

cytométrie en flux. Les lymphocytes naïfs ont une meilleure capacité de survie et de 

prolifération, tandis que les lymphocytes les plus différenciés ont des meilleures 

fonctions effectrices. 
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Dans le produit réinjecté, il a été montré que les lymphocytes T CM moins différenciés 

et les lymphocytes T SCM montrent davantage d’efficacité et de persistance que les 

autres sous types (130,131). Des travaux plus récents ont ensuite montré que 

l’enrichissement du milieu de culture en IL-7 et IL-15 pendant la phase d’expansion 

favorisait la différenciation des lymphocytes T en lymphocytes T SCM (132,133). 

 

Figure 19 Marqueurs phénotypiques des sous-types lymphocytaires. 

 T N : T naïfs, T SCM : T Souche Central Mémoire, T CM : Central Mémoire, T EM : T Effecteur Mémoire, T Eff : T 
Effecteur. 

Phénotypage sur le produit de leucaphérèse :  

Chez les patients souffrant d’une LAL-B, il a été montré que les traitements 

préalablement reçus étaient responsables d’une variation du taux de lymphocytes d’un 

patient à l’autre, et que leur taux de lymphocytes T est modifié par rapport à des 

patients sains (120,123), figure 20.  

 

Figure 20 Différences entre les sous-types lymphocytaires T entre les CMN de patients et les CMN de donneurs 
sains  

A : proportions entre CD4+ et CD8+ (B) TN, TCM et TEM entre des patients avec pathologies lymphocytaires B et 
des donneurs sains. Astérisques : différence significative. D’après Sommermeyer et al., (123) 

La définition précise des sous-types lymphocytaires permet des comparaisons entre 

les patients mais aussi entre les études. Certains auteurs ont cherché à directement 
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formuler des cellules CAR-T à partir d’un unique sous-type de lymphocytes, permettant 

ainsi d’identifier leur fonction. 

Une fois le rôle et les caractéristiques de chaque sous-type de cellules CAR-T définis 

chez le patient, il est possible d’enrichir les produits en certains sous-types 

lymphocytaires. L’uniformisation des différents produits rend plus aisé l’identification 

des facteurs influant sur l’efficacité et la cytotoxicité (124).  

Avec l’expérience, des équipes se sont aperçues en comparant les sous-populations 

T exprimant le CAR que certains sous-types lymphocytaires T étaient plus facilement 

transduits que d’autres. L’équipe de Sommermeyer et al., a montré en 2016 l’intérêt 

de phénotyper avant la production pour sélectionner et débuter la production avec un 

ratio défini de CD4+/CD8+, permettant de d’avantage uniformiser les produits 

cellulaires finaux (123). Cette méthode n’est pas appliquée dans notre cas, mais elle 

existe. Il est cependant impossible de définir parfaitement le ratio CD4 / CD8 final sans 

produire les deux types de cellules séparément avec un produit de départ uniquement 

CD4 ou uniquement CD8, puis de les réunir en fin de production. 

La composition de notre produit de départ a donc un impact sur le produit final, et donc 

des répercussions sur la réussite du traitement et la prédiction des effets indésirables 

consécutifs au traitement. En outre, le phénotypage préalable à la production autorise 

une sélection de certains sous-types cellulaires, la production séparée de cellules 

CAR-T provenant de différents sous-types, puis la combinaison des sous-types T 

CD4+ et CD8+ les plus efficaces. 

Phénotypage sur le produit final 

Le phénotypage final caractérise les cellules obtenues avant la réinjection au patient. 

Définir les fonctions de chaque sous-type cellulaire a été fait en séparant le produit 

cellulaire final entre lymphocytes T CD4+ et lymphocytes T CD8+, les résultats sont 

présentés figure 21. Les lymphocytes T CD4+ seuls montrent d’avantage de capacité 

de prolifération, tandis que les lymphocytes T CD8+ montrent une capacité de cytolyse 

supérieure.  
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Figure 21 Différents capacités des lymphocytes T CD4+ ou CD8+  

 (A) Capacité de lyse des lymphocytes T CD4+ ou CD8+ mesurée par relargage du chrome 51 entre une co-
incubation avec des cellules CD19+ (K562/CD19 et Raji) et un contrôle CD19- (K562). (B) Capacités de prolifération 
des T CD4+ ou des T CD8+, le nombre au-dessus indiquant le nombre de divisions cellulaires. (C) Capacités de 
sécrétion de cytokines lors d’une co-incubation avec les cellules cibles. * : significativité statistique. D’après 
Sommermeyer et al., 

Il est à noter que consécutivement aux stimulations liées à la production, le phénotype 

cellulaire change entre le patient et la fin de la production. Les cellules présentant un 

phénotype naïf CD27+ CCR7+ CD62L+ et CD45RA+ deviennent largement 

minoritaires (123). 

Epuisement cellulaire 

Il existe de nombreux freins à la persistance in vivo des cellules CAR-T (125) . C’est 

le cas par exemple de l’épuisement cellulaire et d’autres mécanismes comme la 

contraction lymphocytaire (l’antigène n’est plus en quantité suffisante pour permettre 

l’expansion des cellules CAR-T et elles finissent par disparaître).  

L’épuisement cellulaire est un frein à la persistance qui peut être évalué en cytométrie 

en flux. L’épuisement des lymphocytes T est un phénomène physiologique 

d’inactivation des lymphocytes T en cas de stimulations répétées (126). Les 

stimulations répétées étant physiologiquement dues à un peptide du soi, l’épuisement 

lymphocytaire existe afin d’éviter une auto-réactivité des lymphocytes T. Lors d’un 

phénomène cancéreux, les antigènes tumoraux persistent de façon prolongée et 

peuvent ainsi mener à l’épuisement des lymphocytes T initialement présents pour la 

réponse anti-tumorale. Les lymphocytes T épuisés expriment ainsi PD-1 (Programmed 

death-1) (134), LAG-3 (Lymphocyte-activation Gene-3) et TIM-3 (T-cell 

immunoglobulin and mucin-domain containing-3) (135). Ces récepteurs sont des 

points de contrôles du système immunitaire exprimés par les lymphocytes T. Ils vont 

induire l’expression de gènes inhibiteurs de la réaction immunitaire, conduisant à une 
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contraction du pool de cellules CAR-T, une perte de leurs fonctions cytotoxique et de 

sécrétions de cytokine, et mener à une activation induisant la mort cellulaire 

(activation-induced cell death AICD).  

Le partenaire industriel propose un panel d’anticorps ayant pour but d’évaluer 

l’épuisement des cellules CAR-T. Ce panel, intégrant le marquage de LAG-3, TIM-3 et 

PD-1, est d’abord destiné à être utilisé sur le produit de leucaphérèse. En effet, les 

chimiothérapies reçues précédemment par le patient altèrent le phénotype et la 

fonctionnalité des lymphocytes T recueillis dans le produit d’aphérèse. Cet épuisement 

serait susceptible d’entraver la bonne production des cellules CAR-T. Il a été montré 

qu’une plus grande expression de LAG-3 et TIM-3 à la surface des lymphocytes T du 

produit d’aphérèse était associée à un moins bon pronostic chez les patients souffrant 

de LAL-B (135). 

Le contrôle de l’épuisement cellulaire est réitérable après la production, afin de 

contrôler la fonctionnalité du produit cellulaire réinjecté au patient.  

Il est aussi possible d’évaluer l’épuisement cellulaire dû à des stimulations 

antigéniques répétées. C’est le test dit de « stress antigénique ». Les cellules 

effectrices sont transférées dans des puits contenant les cellules cibles, puis récoltées 

et co-incubées de nouveau avec des cellules cibles fraîches. La perte des fonctions 

effectrices est évaluée par le dosage des cytokines et par la numération des cellules 

cibles restantes à la fin de chaque incubation, et offre ainsi une évaluation plus proche 

de la réalité qu’une simple incubation avec les cellules cibles (128).  

Un point à mettre en évidence est le manque de méthode standardisée permettant une 

comparaison des différents centres producteurs de cellules CAR-T (136). En effet, 

dans la littérature disponible, chaque centre évaluait le produit obtenu avec leurs 

propres contrôles qualités, qui étaient comparables mais comprenaient souvent de 

légères modifications pour s’adapter aux particularités de chacun. A ce jour, il n’existe 

pas de normes clairement définis par une instance nationale ou internationale 

permettant d’uniformiser tous les tests mis en œuvre dans le contrôle qualité des 

cellules CAR-T. 
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III. Exemples déjà existant 

1. Production détaillée par une équipe espagnole 

Les sujets de recherche de l’équipe du « Hospital Clinic de Barcelona » ce sont ces 

dernières années centrés sur le mode de production académique de lymphocytes 

modifiés anti-CD19 pour des patients atteints d’hémopathies lymphoïdes B. Dans ses 

publications, l’équipe a produit ses propres cellules CAR-T autologues à l’aide du 

CliniMACS Prodigy®, dans un modèle « point-of-care » déjà expérimenté avec des 

cellules allogéniques. 

Cette étude est une étude de phase I mettant en œuvre une production de cellules 

CAR-T autologues appelées ARI-0001, destinées à des patients ayant déjà reçu au 

moins deux lignes de traitement. Cette étude recrute au total 27 patients, 22 ayant une 

Leucémie Aigüe Lymphoblastique (LAL), 4 un Lymphome malin Non Hodgkinien (LNH) 

et le dernier une Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC).  

Les résultats obtenus ont été publiés en 2018, où les auteurs présentent les résultats 

de cytotoxicité et les test in vivo réalisés (137), puis en 2020 où ils présentent la 

caractérisation des cellules produites chez les 27 patients (138). Nous détaillerons 

dans cette partie d’abord la production des cellules, les contrôles qualité mis en place 

par l’équipe et leur résultats. Enfin, les résultats cliniques publiés en février 2021 (139) 

seront brièvement présentés. 

i. Production 

Cette équipe a travaillé en système semi-clos avec un semi-automate CliniMACS 

Prodigy ® (Miltenyi Biotec) se chargeant des actions de sélection, d’activation, de 

transduction et d’expansion dans le même appareil. 

Dans leur cas, le but de la production de cellules CAR-T est la production de 2 doses 

de cellules modifiées, à une concentration de 106/kg pour les patients LAL et LLC et 

5x106/kg pour les patients LNH. Dans cette étude, 27 patients sont inclus 

Après la leucaphérèse, les cellules non désirables résiduelles sont éliminées par 

centrifugation. Le produit centrifugé est enrichi en lymphocytes T par sélection positive 

CD4 et CD8. Un échantillon de 100x106 lymphocytes T est récupéré et mis en culture, 

puis activé pendant 24h par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Après les 24h 

d’activation, les cellules sont transduites à l’aide d’un vecteur lentiviral. Le vecteur 
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lentiviral utilisé par cette équipe a été développé et produit spécifiquement par eux 

même. Les cellules sont cultivées dans un milieu contenant de l’IL-7 et de l’IL-15 

pendant 8 à 9 jours, temps nécessaire estimé pour obtenir le nombre minimal de 

cellule, soit 35x106 cellules et une expression du CAR >20%. En moyenne, 3 780x106 

cellules étaient obtenues avec environ 36% de ces cellules exprimant le CAR après 8 

à 11 jours de culture. Le résumé de la production est disponible tableau VII. 

Tableau VII Résumé des étapes la production de cellules CAR-T par l’équipe espagnole. 

Résumé de la production des cellules CAR-T anti-CD19 

Leucaphérèse  

Enrichissement 
Elimination des autres CMN par 
centrifugation avec gradient de densité. 

Sélection 
Billes magnétiques coatés par des anti- 
CD4/CD8 

Début de la production 

J0 activation : 100x106 lymphocytes T 
Anti CD3/CD28, durée de 24h  
Supplémentation en IL-7 et IL-15 

J1 Transduction : MOI = 10 Vecteur lentiviral durée 48h 

J3 Expansion 
Milieu de culture avec IL-7 et IL-15, 
durée de 7 à 10 jours, en moyenne 
8,5jours  

J10 Fin de la production : 3 780x106 

cellules totales dont 35,8% de cellules 
CAR+ soit 1 353x106 cellules CAR-T. En 
moyenne sur tous les produits finaux. 

Dose cible de 106/kg patients LAL ou 
5x106/kg patients LNH, formulée dans 
100mL de sérum physiologique et 1% 
de Human Serum Albumine HSA 

Fin de la production 

Réinjection Cryopréservation préalable 

En moyenne, l’équivalent de 9 doses est produit pour les patients adultes LAL et 25,4 

pour la population pédiatrique, tandis que 2,5 doses sont formulées pour les patients 

atteints de LNH. Il serait donc possible selon l’équipe de raccourcir la durée 

d’expansion des cellules. 

ii. Contrôles mis en œuvre 

Contrôles microbiologiques 

L’équipe a sous-traité à un laboratoire certifié les contrôles microbiologiques de la 

pharmacopée européenne. L’ensemble des critères libératoires de l’équipe est résumé 

dans le tableau VIII. 
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Le calcul du nombre de copies de vecteur (VCN) par cellule est réalisé par qPCR, une 

séquence cible spécifique du vecteur lentiviral est ciblée et détectée dans chacun des 

produits cellulaires, pour un nombre moyen de 0,4 à 2,9 copies / cellules. Une 

corrélation positive a été faite entre le nombre moyen de copies et l’expression 

phénotypique du CAR. Comme vu précédemment, il est nécessaire que ce ratio soit 

le plus bas possible pour être efficace. L’équipe avait décidé d’une limite libératoire de 

VCN inférieure à 10 copies. 

Contrôles de la cytotoxicité 

La cytotoxicité des cellules a été évaluée par la lyse in vitro d’une lignée cellulaire 

NALM6 CD19 positive. Un contrôle négatif a été mis en place en parallèle, où des 

lymphocytes T non transduits ont été cultivés dans les mêmes conditions que les 

cellules ARI-0001. Un contrôle de spécificité de la toxicité est réalisé en parallèle, avec 

une co-incubation des cellules effectrices avec des cellules d’une lignée tumorale 

CD19 négative et CD33 positive HL60. 

A la fin de la co-incubation, les cellules sont transférées dans des tubes et incubées 

avec des anticorps anti CD4/8, CD19, CD33 et du 7-AAD. La cytotoxicité est 

déterminée en calculant le nombre de cellules cibles (lignée NALM6) encore viables, 

identifiées comme les cellules CD19 positive, 7-AAD négative, visualisable figure 22. 

Aucune toxicité spécifique n’est observée vis-à-vis des cellules HL60 CD19 négative.  

 

Figure 22 Résultats de cytotoxicité obtenus avec les cellules ARI-0001  

A : Contrôle négatif, aucune lyse des cellules cibles avec des lymphocytes T non transduits pour un ratio de cellules 
effectrices : cellules cibles = 1 :8 B : Lyse spécifique des cellules cibles par les cellules CAR-T transduites pour un 
ratio de 1 :8 C : comparaison d’efficacité des lymphocytes T non transduits par le CAR par rapport aux cellules 
CAR-T à différents ratios. Une lyse non spécifique des cellules NALM6 par les lymphocytes T non transduits est 
observée pour des ratios cellulaires supérieurs à 1 :8. D’après (137). 



72 
 

Caractérisation du produit cellulaire 

Dans cet exemple, la spécificité de l’anti-CD19 utilisé a été validée avant l’introduction 

de son gène dans le vecteur. En effet, l’anti-CD19 a été produit directement par 

l’équipe de recherche, qui détaille cette étape dans une autre de ses publications 

(140). L’équipe a ainsi intégré la séquence d’ARN de cet anti-CD19 a un vecteur 

lentiviral. 

L’efficacité de la transduction est évaluée par le marquage du CAR membranaire en 

CMF. Etant donné que la construction de CAR choisie comporte un ScFv d’origine 

murine, l’équipe utilise en CMF un anticorps anti-idiotype (anti-souris) couplé à un 

fluorochrome (APC), comme présenté figure 11A. L’expansion est aussi contrôlée par 

des numérations régulières des lymphocytes, comme vu sur la figure 23. 

 

Figure 23 Expansion des ARI-0001 au sein du CliniMACS Prodigy ®  

(A) Cinétique d’expansion des cellules CAR+ en rouge par rapport aux lymphocytes totaux en noir. Les écarts types 
sont représentés. (B) Pourcentage moyen avec écarts types de lymphocytes CD3+ et CAR+ par CMF sur le produit 
cellulaire final. 

Afin d’analyser l’impact des conditions de culture et de la transduction sur le phénotype 

des populations lymphocytaires T, la composition du produit cellulaire lors des étapes 

clés est contrôlée en CMF. Sur la figure 24, on peut voir l’influence de la transduction 

sur les lymphocytes T CD4 et T CD8 positifs. Les types de lymphocytes T obtenus par 

aphérèse, après la sélection CD4/CD8 et à la fin de la production sont comparés. On 

observe une inversion du ratio CD4/CD8 entre la sélection CD4/8 et la fin de la 

production. Les lymphocytes T CD4 intègrent mieux le CAR à leur génome. 
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Figure 24 Caractérisation des lymphocytes T entre CD4+ et CD8+.  

(A) Ratio CD4/CD8 des produits d’aphérèse, après sélection des CD4 et CD8 et du produit final. (B) Efficacité de 
transduction du CAR anti-CD19 dans les cellules CD4 et CD8. Moyenne +/- écarts types. n.s. : non statistiquement 
significatif 

De la même façon, l’équipe a comparé les sous-populations de lymphocytes T entre 

le début et la fin de la production. En effet, si les lymphocytes T CD4+ étaient plus à 

même d’intégrer le vecteur, il était possible que certains sous types de lymphocytes T 

prolifèrent davantage que d’autres. On observe sur la figure 25 une majorité de 

lymphocytes CM et EM en fin d’expansion, par rapport aux lymphocytes naïfs et 

effecteurs. En revanche, aucune différence significative n’est observée dans les sous-

types cellulaires entre les lymphocytes transduits et non transduits. La transduction 

influerait donc peu sur la prolifération d’un sous-type particulier. 

 

Figure 25 Caractérisation des sous-populations des cellules ARI-0001.  

(A) Pourcentage des sous-populations après la sélection des CD4 et CD8 poolés entre les produits du début et de 
la fin selon leur expression du CAR. (B) Différences de l’intensité moyenne de fluorescence MFI de l’expression de 
CD45RA et CCR7 entre les produits du début et de la fin de la production. * : différence statistiquement significative 
et ns : non statistiquement significative. 
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L’expansion des cellules CAR-T après co-incubation avec leurs cellules cibles NALM6 

est évaluée figure 26. Une expansion doit être observée lors de la co-incubation avec 

ces cellules, mais pas lors d’une co-incubation avec des cellules n’exprimant pas le 

CD19. Un indice de prolifération est calculé avec la formule suivante :  

Prolifération =
Nombre de cellules des différentes générations

Nombre de cellules initialement dénombré
 

 

Figure 26 Prolifération in vitro des cellules ARI-0001.  

A et B : prolifération in vitro des cellules CAR-T par CMF avec marquage au CFSE après 96h de co-incubation 
entre les cellules CAR-T et des cellules cibles B ou des cellules CAR-T seules A. C : indice de prolifération après 
une incubation seule de cellules CAR-T ou une co-incubation des cellules CAR-T avec de l’IL-2, ou des cellules 
cibles CD19+ NALM6 ou des cellules CD19- K562. Les cellules CAR-T ne prolifèrent pas significativement si elles 
ne sont pas co-incubées avec leurs cellules cibles. 

La production de cytokines par les cellules CAR-T après une co-incubation avec les 

cellules cibles NALM6 a été étudiée dans les deux publications. Comme pour les 

protocoles précédents, des témoins négatifs (culture des cellules CAR-T seules, et co-

incubation de lymphocytes non transduits avec les cellules cibles) sont mis en place 

pour s’assurer de la spécificité de la réponse des cellules CAR-T contre leurs cellules 

cibles. Après 16h de culture, les cytokines inflammatoires (IFNγ et TNFα) et anti-

inflammatoires (IL-10) du surnageant cellulaire sont dosées (figure 27). 

 

Figure 27 Dosage des cytokines par ELISA dans le surnageant.  

On observe la sécrétion d’IFNγ et TNFα pro-inflammatoire par les cellules CAR-T co-incubées avec leurs cellules 
cibles, mais pas de sécrétion d’IL-10 anti inflammatoire. * Statistiquement significatif ; ns non statistiquement 
significatif. 
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Une grande partie des contrôles détaillés dans les publications de cette équipe est 

destinée à des fins de recherche. Néanmoins, les critères de libération des cellules 

ARI0001 ont été publiés et se trouvent dans le tableau VIII. Les critères référencés 

s’appuient sur des tests qui doivent être obligatoirement répétés pour chacune des 

productions. 

Tableau VIII Spécification et critères d’acceptation des cellules CAR-T ARI-0001 produites par l’équipe de l’Hospital 
Clinic de Barcelona. 

Un Neubauer désigne un hémocytomètre permettant la numération des cellules nuclées grâce à une grille. Le 
bleu de trypan est un colorant d’exclusion, pénétrant le cytoplasme des cellules mortes. 

 

2. Production détaillée par une équipe américaine 

L’équipe américaine du Medical College of Wisconsin, de Milwaukee aux Etats-Unis, 

a également produit des cellules CAR-T à l’aide du semi-automate CliniMACS 

Prodigy® de Miltenyi Biotec, avec un vecteur lentiviral (141–143).  

L’originalité de leur approche a été la production de cellules CAR-T bispécifiques anti-

CD19 et anti-CD20, le CD20 étant un autre marqueur spécifique des lymphocytes B. 

Un ciblage simultanée de deux marqueurs différents des lymphocytes B, le CD19 et le 

CD20, résulte en une meilleure destruction de ceux-ci et donc à un moindre risque 

d’échappement tumoral (144). Ils ont alors expérimenté la production de cellules CAR-

T anti-CD19/CD-20 à partir de lymphocytes de donneurs sains (142). 

Ensuite, cette équipe a mené le premier essai chez l’Homme de cellules CAR-T 

autologues bispécifiques anti-CD19/CD20, dans des hémopathies B réfractaires et en 

rechutes (143). Ils ont voulu initialement inclure 26 patients mais 4 d’entre eux n’ont 

pas pu l’être, dû à un nombre de cellules CAR-T insuffisant en fin de production. Ils 

ont été traité mais non inclus dans l’étude. L’étude a donc inclus 22 patients, avec une 

réinjection de produit cellulaire frais (n=15) ou cryopréservé (n=7) à cause de 

complications cliniques. Parmi ces 22 patients, 11 souffraient d’un lymphome diffus à 
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grande cellules B (Diffuse Large B Cell Lymphoma DLBCL), 7 souffraient de 

lymphomes du manteau (Mantle Cell Lymphoma MCL), et un dernier de lymphome 

folliculaire (Follicular Lymphoma FL). Trois patients souffraient de LLC dont 2 

transformées en syndrome de Richter. Un patient avait déjà bénéficié d’une thérapie 

par cellules CAR-T anti-CD19 industrielles. L’expansion in vitro et in vivo et l’efficacité 

de la transduction étaient moindres chez ce patient. Il est possible, selon l’équipe, que 

la réaction immunitaire vis-à-vis de la partie murine du CAR anti CD19 ait provoqué 

cette baisse d’efficacité, les deux CAR (le CAR anti CD19 industriel et le CAR 

bispécifique académique) comportant une partie murine. 

i. Production 

La production est commencée sur des cellules mononucléées fraîches, dans les 24h 

suivant l’aphérèse. Ces cellules sont enrichies en lymphocytes CD4 et CD8. Le 

nombre de cellule après enrichissement au début de la production était fixé à 108 

cellules. Le résumé de la production est tableau IX. 

Le pourcentage moyen de cellules CAR+ en fin de production était de 17,5%, soit en 

moyenne 5,76x108 cellules CAR+ dans le produit final. 

Tableau IX : Résumé de la production américaine 

Schéma de production des cellules CAR-T anti-CD19 

Leucaphérèse  

Enrichissement  

Sélection 
Billes magnétiques coatées par des 
anti- CD4/CD8 

Début de la production 

J0 activation : 108 lymphocytes T  
Anti CD3/CD28, durée de 24h  
Supplémentation en IL-2 

J1 Transduction MOI = 10 Vecteur lentiviral durée 48h 

J3 Expansion 
Milieu de culture avec IL-7 et IL-15, 
durée de 7 à 10j, en moyenne 8,5j 

J14 Fin de la production 576x106 
cellules CAR-T. 17,4% de cellules 
CAR+ en moyenne sur tous les produits 
finaux, soit 3 310x106 cellules totales 

Dose cible de 2,5x106 cellules/kg 

Fin de la production 
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ii. Contrôles réalisés 

Lors des contrôles de l’essai clinique de cette équipe (143), les seuls contrôles 

effectués sont ceux imposés comme contrôles libératoires, ainsi que deux contrôles 

d’efficacité. Ainsi, il n’a pas été réalisé de caractérisation plus poussée que le 

pourcentage de cellules CAR+ et le ratio de cellules CD4/CD8 sur les cellules CAR-T 

autologues. En revanche, lors du développement des cellules CAR-T avec des cellules 

allogéniques issus de donneurs sain, la caractérisation des sous types lymphocytaires 

T a été réalisée (142). 

Contrôles microbiologiques 

L’équipe américaine n’a quasiment pas mentionné les contrôles microbiologiques 

effectués. On sait simplement que le contrôle de la stérilité a été effectué à J8 et en fin 

de production. Le VCN est effectué en fin de production mais sans mention du résultat. 

Contrôles d’efficacité 

Cette équipe a contrôlé l’efficacité des cellules CAR-T autologues produites par un test 

de relargage du chrome 51, ainsi que par un marquage en CMF de l’IFNγ 

intracellulaire. Ces tests sont effectués en cours de production (J8) et en fin de 

production, avec un produit cryopréservé. 

Pour le test de relargage du chrome 51, un échantillon du produit cellulaire total est 

co-incubé pendant 4 à 5h avec les cellules cibles (cellules Raji, CD19 et CD20 

positives) préalablement marquées au chrome 51 comme présenté figure 17. Un 

contrôle négatif avec une co-incubation avec des cellules CD19 et CD20 négatives 

(cellules U2OS) est mis en place en parallèle. Les ratios cellules effectrices : cellules 

cibles varient de 100 : 1 à 12,5 : 1. Les cellules CAR-T sont aussi co-incubées avec 

des cellules de la biopsie de lymphome d’un patient en rechute. A titre d’exemple, les 

résultats obtenus pour le patient 3 sont présentés dans le tableau X. Le patient était 

en rechute malgré le traitement par cellules CAR-T, et son lymphome (DLBCL) biopsié.  
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Tableau X : Contrôle du relargage de Chrome 51 par les cellules cibles lors de leur co-incubation avec les cellules 
CAR-T bispécifiques. 

 Lyse spécifique ± écart type (143). 

 

Le deuxième contrôle mis en œuvre afin d’évaluer l’efficacité des cellules CAR-T a été 

le marquage intracellulaire de l’IFNγ en CMF. Un échantillon du produit cellulaire est 

co-incubé avec des cellules Raji CD19+ et CD20+, des cellules U2OS CD19- CD20-, 

un contrôle positif (Entérotoxine B du staphylocoque, SEB), et un échantillon de 

biopsie. Les cellules étaient marquées avec des anticorps anti-CD3, CD4, CD8, IFNγ 

couplés à des fluorochromes. Les résultats sont visualisables figure 28. On peut voir 

que le marquage de l’IFNγ est nul pour les cellules CAR-T co-incubées avec des 

cellules CD19- et CD20-, avec les cellules de biopsie chez le patient 3, souffrant d’un 

DLBCL en rechute. En revanche, l’IFNγ est détecté pour les cellules CAR-T co-incubés 

avec les cellules CD19+, CD20+ et avec le contrôle positif. Chez ce patient, plus de 

50% des lymphocytes T circulants étaient CAR+, mais cette proportion était diminuée 

à environ 20% lors du marquage de la biopsie en immunohistochimie.  

 

Figure 28 : Marquage de l’IFNγ intracellulaire des cellules CAR-T obtenues pour un patient, après différentes co-
incubation.  

L’IFNγ intracellulaire est exprimé dans les cellules CAR-T co-incubées avec le contrôle positif (SEB control) et les 
cellules Raji. Il n’est pas exprimé dans les cellules CAR-T co-incubées avec les cellules CD19 et CD20 négatives, 
ni dans les celluels CAR-T co-incubées avec les cellules du lymphome du patient.  
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On constate sur le tableau X et la figure 29 une absence d’efficacité des cellules CAR-

T sur les cellules de biopsie de lymphome du patient 3 en rechute. La lyse est quasi 

identique à la lyse des cellules CD19- et CD20-, très en dessous de la lyse spécifique 

des cellules Raji. L’expression de l’IFNγ intracellulaire est aussi inférieure pour les 

cellules CAR-T co-incubées avec les cellules du lymphome plutôt qu’avec les cellules 

CAR-T co-incubées avec les cellules Raji. Les cellules du lymphome du patient 

expriment cependant le CD19 et le CD20 avec la même intensité qu’avant le traitement 

(marquage CD19 et CD20 sur biopsie). Cette absence d’activité est mise sur le compte 

d’une activité inhibitrice des cellules du lymphome sur les cellules CAR-T. 

Caractérisation du produit cellulaire 

Le marquage du CAR a été fait en deux temps avec la protéine L biotinylée, puis un 

marquage de la biotine avec de la streptavidine couplée à un fluorochrome. La protéine 

L est une protéine se fixant à la partie VL du CAR (145). Le tableau XI montre les 

moyennes des résultats obtenus lors de la production des différents produits 

cellulaires. 

Tableau XI : Données de la production des cellules CAR-T bi-spécifiques anti-CD19/CD20 

 a Toutes les données sont des valeurs moyennes ± l’écart type b Les données à J0 après l’enrichissement en 
CD4/8, avant la culture. par Shah NN et al., (143) 

 

La caractérisation des sous types lymphocytaires T a été réalisée dans la première 

publication de l’équipe (142), figure 29, mais n’a pas été faite lors de l’essai clinique.  

Les données obtenues entre le début et la fin de la production montrent une diminution 

du phénotype terminal (Effecteur, CD45RA+ CD62L-) et effecteur mémoire (EM, 
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CD45RA- CD62L-), au profit essentiellement des phénotypes centraux mémoires (CM, 

CD45RA- CD62L+) et dans une moindre mesure naïfs (N, CD45RA+, CD62L+).  

 

Figure 29 : Phénotypes des sous-populations T entre le début et la fin de la culture.  

A : cellules CD4/8 de début de culture. B : cellules CAR-T en fin de production. 

iii. Résultats cliniques 

Les résultats obtenus ont été publiés (143). Pour les 14 patients en rémission complète 

à 28 jours, la durée médiane de réponse n’a pas été atteinte (temps médian de suivi : 

10,1mois). Pour les 4 patients en rémission partielle à 28 jours, la durée médiane de 

réponse était de 2,3 mois. 4 patients avaient une maladie progressive au 28e jour. 

 

Figure 30 : Résultats cliniques avec courbe d’estimation de Kaplan-Meier.  

A : Durée de la réponse entre les patients en rémission complète (CR) à 1 mois et les patients en rémission partiel 
(PR) à 1 mois. B : Survie globale des 22 patients inclus dans l’étude, médiane de 20,3 mois. 

3. Comparaison des productions espagnole et américaine 

Les deux équipes ont montré que la production académique de cellules autologues 

avec l’utilisation du CliniMACS Prodigy® était possible, dans un délai inférieur à celui 
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proposé par les industriels utilisant une production centralisée. Les deux productions 

sont comparées sur le tableau XII. 

Tableau XII Comparaison des résultats obtenus lors des deux productions, espagnole et américaine. 

 a Après enrichissement magnétique en CD4/CD8. 

 Production espagnole Production américaine 

Patients  

n=27 dont 22 LAL, 4 LNH 
et 1 LLC 

 
 
 

Adultes et enfants 

n=22 dont 19 LNH et 3 
initialement LLC (2 
transformations en 

syndrome de Richter) 
 

Adultes uniquement 

Récepteur Anti CD19 
Bispécifique en tandem 

Anti CD19/CD20 

Transduction 
Lentiviral, production 

maison 
Lentiviral, fourni par 

Miltenyi 

Quantité de cellules en 
début de production a 108 108 

Phénotypage produit 
d’aphérèse 

CD4/CD8 = 0,9±0,7 CD4/CD8 = 1,8±1,6 

Multiplicity of Infection 10 10 

Dose cible (cellules CAR-
T / kg) 

106 cellules / kg LAL 
5x106 cellules / kg LNH 

2,5x106 cellules / kg 

Durée de production 10 jours 14 jours 

Quantité de cellules totale 
en fin de production 

3 780x106 3 300x106 

Marquage du CAR 
Anticorps anti-idiotype 

couplé à un flurochrome 

Protéine L associée à la 
biotine, streptavidine 

couplée à un 
fluorochrome 

Expression du CAR 35,8% 17,4% 

Quantité moyenne de 
cellules CAR-T en fin de 
production 

1 353x106 576x106 

Phénotypage produit final  CD4/CD8 = 1,6±1 
 

%CM = 31±16,7 
%EM = 35,1±17,7 

CD4/CD8 = 2±2,2 
 

%CD4 CM = 55,8 
%CD8 CM = 62,8 
%CD4 EM = 26,4 
%CD8 CM = 30 

Viabilité produit final au 
bleu de trypan 

98% 93,4±2,7% 

Les deux protocoles utilisés, ainsi que les patients inclus entraînent des variations 

dans les quantités de produits cellulaires obtenus. Les produits finaux restent 

cependant efficaces in vitro avec les contrôles effectués sur des lignées cellulaires 

commerciales. 
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Ces deux exemples de production sont intéressants pour la mise en place d’une 

production académique au sein du CHU de Lille. En effet, elle permettra la 

comparaison de nos résultats avec les résultats de ces équipes. 

Les publications de ces deux équipes montrent que la production de cellules CAR-T 

académique avec l’utilisation du CliniMACS Prodigy® est possible avec différents 

récepteurs transduits. D’autres protocoles de production de cellules CAR-T 

académiques existent aussi sans utilisation d’un semi-automate, comme cet exemple 

de production en Israël par Itzhaki et al., (146–148). 
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IV. Transposition au CHU de Lille 

1. Expérience lilloise en thérapie cellulaire 

i. Expérience en service clinique 

L’expérience acquise au laboratoire a été possible grâce au large recrutement de 

patients effectué par le service d’hématologie clinique du CHU. En effet, entre début 

septembre 2018 et fin octobre 2021, ce ne sont pas moins de 123 patients qui ont pu 

bénéficier de traitement par cellules CAR-T au CHU, en recevant différents produits 

présentés figure 31. 

 

Figure 31 : Proportion (%) des différentes spécialités réinjectées aux patients du CHU de Lille.  

Les cellules anti-bcma réinjectées regroupent toutes les spécialités utilisées à Lille dans le myélome : essai 
CARTITUDE (149), bb2121 (9), Les cellules JCAR017 (ou liso-cel) sont en essais cliniques de phase 1 (150) Les 
pourcentages de chaque spécialités réinjectés sont indiqués. 

ii. Expertise en contrôles microbiologiques de thérapies cellulaires 

Le CHU de Lille bénéficie déjà d’une plateforme de biothérapies autorisée par l’ANSM 

pour la préparation d’îlots de Langerhans autologues et allogéniques. Cette plateforme 

dédiée à la production de préparations de thérapies cellulaires (PTC) à but 

thérapeutique est validée par l’ANSM pour les essais cliniques de PTC. 

Cette activité dans le domaine de la greffe d’îlots a permis aux laboratoires de 

bactériologie et de mycologie du CHU de Lille d’acquérir une expérience des contrôles 

microbiologiques sur des produits cellulaires. Le laboratoire de bactériologie réalise 

l’incubation de flacons d’hémoculture servant de bouillons d’enrichissement. Ces 

45
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9
5

Répartition des spécialités de cellules CAR-T 
réinjectées (%)

YESCARTA® KYMRIAH® anti-BCMA® JCAR017® TECARTUS®
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flacons sont ensemencés à plusieurs moment de la production d’îlots : avec le milieu 

de transport du pancréas, avec un échantillon de pancréas mis en suspension, des 

échantillons avant et après purification, et après le 1er changement de milieu. Si le 

flacon est positif, la bactérie est remise en culture sur une gélose dans une boîte de 

Petri, identifiée et l’antibiogramme est réalisé. Il n’y a pas de test rapide en biologie 

moléculaire réalisé, les contrôles ont un but rétrospectif. 

iii. Expertise au laboratoire de virologie 

Une autre structure du CHU de Lille participe au suivi des cellules CAR-T chez le 

patient (151). En effet, le laboratoire de virologie utilise des techniques de biologie 

moléculaire afin de détecter le vecteur viral dans les lymphocytes modifiés. Pour le 

moment, les spécialités pouvant être détectées par PCR sont le tisagenlecleucel et 

l’axicabtagene ciloleucel. 

Le tisagenlecleucel (Kymriah®) de Novartis est fabriqué grâce à un vecteur lentivirus 

qui peut être suivi par certaines trousses qPCR de détection du VIH (152). En 

revanche, l’axicabtagene-ciloleucel (Yescarta®) de Kite/Gilead est produit à l’aide d’un 

γ-rétrovirus et il n’existe à ce jour pas de trousse PCR commerciale permettant de 

suivre son expansion. Le laboratoire a donc mis au point une méthode pour suivre 

l’expansion des cellules CAR-T suite à l’injection du Yescarta® en se basant sur la 

structure du vecteur lentiviral utilisé pour sa production. Des exemples de résultats 

obtenus sont figure 32. 

A partir du vecteur utilisé, le « mouse stem cell virus » ou « virus des cellules souches 

murines » dont la séquence avait été publiée précédemment (153), l’équipe a pu 

mettre au point une technique de PCR quantitative plus aisée à effectuer dans un 

laboratoire de routine par rapport aux techniques de PCR digital (d(d)PCR) 

préalablement développées (154,155). La d(d)PCR est plus sensible, plus spécifique 

et plus reproductible que la qPCR dans les valeurs basses mais est compliquée à 

intégrer dans une routine de laboratoire d’analyse. 
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Figure 32 : Exemple de résultat obtenu lors du suivi de trois patients pendant le développement de la méthode. 

Cette technique a été développée initialement pour suivre les cellules CAR-T 

directement chez le patient, et pas dans une optique de contrôle qualité d’une 

production de cellules CAR-T. En effet, le seuil de détection des cellules CAR-T par 

qPCR étant inférieur à celui de la CMF, la qPCR permettait une meilleure détection 

des cellules CAR-T chez le patient. A l’inverse, une poche de cellules CAR-T étant 

composée à minima de 20% de lymphocytes CAR+, la CMF est donc largement assez 

sensible pour évaluer leur proportion, et moins coûteuse qu’une technique de biologie 

moléculaire. 

Néanmoins, il s’agit une première expérience de biologie moléculaire virale adaptée 

aux cellules CAR-T. La biologie moléculaire étant une technique obligatoire des 

contrôles qualité de la production (RCV et VCN), cette expérience acquise au 

laboratoire de virologie pourra être utile dans les contrôles qualité de virologie. 

iv. Expérience au laboratoire d’immunologie 

Sur les cellules souches hématopoïétiques  

Les travaux de recherche de l’équipe ont montré l’intérêt de caractériser des sous-

populations lymphocytaires au sein des greffons de cellules souches 

hématopoïétiques CSH. En effet, il a été montré qu’une proportion élevée de 

lymphocytes T CD4+ CCR7+ était un facteur de risque de Graft versus Host Disease 

(GvHD) aigüe, mais sans influence sur les GvHD chroniques (135,136). Cette activité 

initiée il y a plusieurs années a permis d’acquérir une maitrise des 

immunophénotypages au sein des produits de thérapie cellulaire allogéniques. 

Sur les poches de cellules CAR-T industrielles 

Une étude des poches industrielles (Kymriah® et Yescarta®) après décongélation par 

la pharmacie à usage intérieur du CHU de Lille a été initiée par le laboratoire 
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d’immunologie afin de connaitre la composition des poches réinjectées aux patients 

(figure 33). 

Dans un premier temps, des essais de viabilité des cellules de la poche Yescarta® ont 

été réalisés avec un double marquage à l’iodure de propidium (IP) et à l’annexine V 

chez deux patients. Le but de ce marquage était de comparer le fenêtrage 

taille/structure en CMF pour évaluer la viabilité, avec les autres marqueurs de viabilité 

disponible (annexine V et 7-AAD) utilisés pour évaluer la viabilité des cellules.  

 

 

Figure 33 : Viabilité des cellules CAR-T  

(A) marquage à l’iodure de propidium seul et fenêtrage selon le graphique taille / structure : l’IP estime bien la 
viabilité. (B) marquage combiné IP et 7-AAD. Les cellules viables PI- 7-AAD-correspondent bien aux PBMC du 
graph taille/structure. D’après le travail de Grossemy A. 

Ensuite, les cellules des poches de Yescarta® et Kymriah® ont été marquées pour 

définir les taux de lymphocytes T CD3, CD4, CD8, et les taux de transduction après 

décongélation en marquant le CAR. Le but était d’abord d’en savoir plus sur la 

composition des poches, puis de comparer les compositions entre les différentes 

poches industrielles. L’analyse du contenu cellulaire montre une plus forte proportion 

de lymphocytes T CD8+ dans les poches de cellules Yescarta®, et également une 

proportion plus élevée de cellules exprimant le CAR. 
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Figure 34 Composition lymphocytaire des poches de cellules CAR-T  

(A) Yescarta® (B) Kymriah® d’après le mémoire de master 2 de Grossemy A. 

Suivi des patients traités 

Au sein du Centre Hospitalier Universitaire du CHU de Lille, le laboratoire 

d’immunologie est déjà impliqué dans le suivi des patients ayant reçu des cellules 

CAR-T industrielles. Un protocole novateur de suivi des cellules modifiées par 

cytométrie en flux a été développé par une équipe de recherche du laboratoire (69). 

Ce protocole innove par la cible sélectionnée pour le suivi. En effet, plutôt que de cibler 

une partie murine du CAR, ou de cibler une partie de protéine ajoutée au récepteur 

(comme l’EGFR tronquée des études de Turtle et al. (120,124)), cette technique cible 

directement le ScFv du CAR. Ce marquage a été rendu possible par la mise sur le 

marché d’une protéine CD19 couplée au FITC. Le FITC-CD19 est reconnu par le CAR, 

qui pourra alors être visible avec le cytomètre. 

Pour le marquage par CMF du sang du patient, deux panels sont utilisés.  

- Le premier panel permet la numération des lymphocytes (marquage CD3, CD4, 

CD8, CD19 et CD16/56) à l’aide de billes et sans étape de lavage. Il permet 

aussi de marquer le CD20, de façon à marquer des lymphocytes B tumoraux 

échappant au traitement par cellules CAR-T anti-CD19.  

- Le second panel permet de marquer le CAR grâce à une protéine CD19 

recombinante couplé à un fluorochrome. Le protocole ayant recours à ce panel 

comporte des étapes de lavage, mais une numération en valeur absolue des 

cellules CAR-T est possible en extrapolant le marquage réalisé avec le premier 

panel, réalisé sur le même prélèvement. 

Ce protocole est intéressant car il ne comporte que peu d’étape manuelle (étape de 

lavage nécessaire uniquement avec le panel 2 d’anticorps) et s’intègre donc bien sur 

un plateau de CMF de routine avec un temps technique d’environ 1h. De plus, ce 
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marquage nous permet d’évaluer le ratio CD4/CD8 de l’échantillon. Un exemple de 

résultat obtenu pour un patient est visible figure 35. Ce panel d’anticorps a rendu 

possible le suivi longitudinal de 28 patients traités par Yescarta au CHU de Lille. 

 

Figure 35 Exemple de marquage obtenu avec la technique développée au CHU de Lille  

(A) Fenêtrage sur les lymphocytes, les cellules CAR-T sont celles exprimant le CD3 et l’anti CD19. (B) Répartition 
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ au sein des cellules CAR-T. D’après Demaret et al. 

Actuellement, cette technique est utilisée en routine pour le suivi des patients déjà 

réinjecté, mais elle a aussi fait ses preuves à des fins de recherche pour la 

caractérisation des cellules avant la réinjection. Elle peut donc être utilisée tout au long 

du procédé de production de cellules CAR-T ainsi, et pour suivre l’expansion après la 

réinjection au patient. 

2. Applicabilité au CHU de Lille et mise en œuvre  

i. Réglementation 

En raison de l’existence de cellules CAR-T industrielles anti-CD19 autorisées par 

l’EMA, la production ponctuelle de cellules de même nature est possible en dehors 

des indications couvertes par l’AMM des cellules CAR-T anti-CD19 actuellement sur 

le marché. 

Le règlement européen (1394/2007/CE) sur les MTI a été conçu pour encadrer cette 

nouvelle classe de médicaments au sein de l’Union Européenne. Il permet également, 

via une « exemption hospitalière », la production de MTI par une unité de thérapie 

cellulaire autorisée d’un établissement de santé. Cette dérogation rend possible la 

production pour un usage local et à petite échelle des MTI-pp « préparé 

ponctuellement » par un établissement de santé autorisé par l’ANSM. Cette production 
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est réalisée sur la base d’une prescription nominative et est sous la responsabilité 

exclusive d’un médecin. Il est à noter que la pharmacopée européenne ne comporte 

pas encore de chapitre dédié aux contrôles d’efficacité des différents MTI-pp ou MTI-

exp. 

Comme tout médicament commercial ou expérimental, la production de MTI suit des 

règles regroupées sous le terme de bonnes pratiques de fabrications spécifiques aux 

MTI (BPF MTI) (156). Les BPF MTI sont divisées en différents chapitres concernant 

différents aspects de la fabrication des MTI, dont l’un est dédié aux locaux. En effet, 

les salles de production sont des zones à atmosphère contrôlée (ZAC), classées selon 

des conditions environnementales précises, prenant en compte la contamination 

particulaire et microbiologique de l’environnement (les différentes classes de 

l’environnement sont nommées de A à D où A est la plus propre). Comme tout MTI, 

les cellules CAR-T peuvent être produites en système dit « ouvert » lorsque le produit 

est au contact de l’environnement (manipulation devant être réalisée sous une hotte à 

flux laminajre), ou en système dit « clos » lorsqu’il est manipulé dans un isolateur ou 

dans des automates avec connexions stériles. Dans le cas d’un système ouvert, la 

hotte à flux laminaire de classe A devra être placé dans une ZAC de classe B alors 

que dans le cas d’une production en système clos, l’environnement adjacent pourra 

être au minimum de classe D. Il faut prendre en considération que les cellules CAR-T 

sont également des Organismes Génétiquement Modifiés (OGM) et qu’une demande 

de confinement OGM doit être réalisée auprès du Haut Conseil des Biotechnologies. 

Dans le cadre de la production automatisée de cellules CAR-T à l’aide de l’automate 

CliniMACS Prodigy® avec une transduction virale utilisant un lentivirus il faudra 

envisager un confinement de niveau 2. 

ii.  Contraintes techniques 

Les médicaments de thérapie innovante sont composés de tissus et/ou de cellules ne 

pouvant pas subir de stérilisation à l’étape terminale de leur fabrication contrairement 

aux médicaments conventionnels. C’est pourquoi une production en milieu aseptique 

et conforme à la réglementation ainsi qu’une analyse de risque des étapes identifiées 

comme « à risque » doivent être mises en place. La réalisation de trois media process 

test (MPT) successifs et réussis permettent de confirmer l’asepsie du process. Un MPT 

consiste à mimer toutes les étapes d’une production en utilisant un milieu de 

croissance microbiologique qui favorise le développement microbien (type TSB) et qui 

permet après incubation de mettre en évidence toutes les éventuelles contaminations. 
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On définit comme réussi tout MPT ne présentant aucune contamination microbienne 

après 12 jours d’incubation. 

Plusieurs difficultés à la mise en place des contrôles existent, (tableau XIII). Tout 

d’abord, le produit cellulaire, intermédiaire ou final, est précieux car en faible quantité. 

Ainsi, les méthodes de contrôles qualité doivent être validées avec une quantité 

minimale de produit définie. Ensuite, le choix de réinjecter les cellules CAR-T de 

manière fraîche, c’est-à-dire sans passer par des étapes de cryopréservation, oblige 

à réaliser des contrôles qualités microbiologique en cours de production. Une analyse 

de risque doit être réalisée afin de valider qu’un produit final pourra être libéré sur la 

base des résultats des contrôles qualités intermédiaires, sans attendre les contrôles 

de stérilité de fin de production, qui viendront compléter le dossier de lot a posteriori. 

C’est grâce à l’identification précise des étapes à risque de contamination et à leur 

maîtrise (connexion des tubulures avec le connecteur stérile type Terumo® par 

exemple) que cette libération avec les contrôles intermédiaires pourra être faite. Les 

contrôles microbiologiques finaux sont donc réalisés en temps réel mais complètent le 

dossier de lot a posteriori. Pour finir, la composition de l’échantillon utilisé pour les 

contrôles doit être représentative de l’ensemble du produit cellulaire : il doit donc 

comporter des cellules en plus du surnageant cellulaire. 

Tableau XIII : Difficultés de mise en place et réponses pouvant y être apportées. 

Difficulté de mise en place des contrôles 

Difficultés Réponses apportées 

Durée réduite de conservation des 
cellules CAR-T 

Contrôles microbiologiques au cours de 
la production en amont de la libération 

Identification des étapes à risques : 
analyse de risque (exemple : connexion 

non stérile sans utilisation du 
connecteur stérile) 

Quantité de cellules réduites 
Validation des méthodes de contrôles 
avec la quantité minimale requise de 

produit cellulaire 

Contaminants intracellulaires 
Composition de l’échantillon : il doit être 
composé de cellules et pas uniquement 

du surnageant cellulaire 

iii. Contrôles réalisables 

Comme vu tout au long de ce travail, un certain nombre de contrôles sera 

obligatoirement réalisé avant la libération de nos cellules. Ces contrôles s’intégreront 

dans le dossier de lot, dans une fiche de libération. Dans notre cas, la production sera 
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déjà en milieu stérile et des contrôles intermédiaires seront réalisés, ce qui permettra, 

après connaissance des résultats intermédiaires, la réinjection des cellules avant le 

résultat des contrôles microbiologiques finaux. Les étapes ne se déroulant pas en 

milieu stérile et qui sont donc « à risque » de contamination sont clairement identifiées. 

Une ébauche de cette fiche de libération peut déjà être réalisée, en séparant les 

résultats des contrôles intermédiaires et des contrôles finaux. 

- Contrôles intermédiaires. Il s’agit des contrôles réalisés au cours de la 

production à J0, J5 et J10. Ils sont présentés figure 36. C’est la réussite de ces 

contrôles qui va déterminer la réinjection au patient. 

 

Figure 36 Contrôles intermédiaires de la production des cellules CAR-T. 

- Les contrôles finaux réalisés en fin de production, figure 37. Hormis la CMF dont 

le délai de rendu des résultats est plus court (quelques heures), ils rentrent a 

posteriori dans le dossier de libération de lot. 



92 
 

 

Figure 37 Contrôles finaux de la production des cellules CAR-T 

Les différents acteurs impliqués dans la production des cellules CAR-T sont à 

retrouver sur la figure 38. Ne figure pas sur cette figure les contrôles 

environnementaux, effectués par le laboratoire d’hygiène. 

 

Figure 38 Les différents acteurs impliqués dans la production académique de cellules CAR-T 

Plateforme de biothérapies ou s’effectue la production, les laboratoires de bactériologie, de mycologie où 
s’effectuent les contrôles de stérilité, le laboratoire de virologie pour le contrôle du VCN et de la RCV, et le 
laboratoire d’immunologie contrôlant l’expression du CAR, la composition et la viabilité cellulaire. Le laboratoire 
d’hygiène ne figure pas sur le schéma. 

Pour rappel, le résultat des contrôles à J5 indique au clinicien si le conditionnement du 

patient peut être débuté. S’il est possible selon les résultats des contrôles qualités de 

démarrer le conditionnement du patient mais que l’état du patient ne le permet pas, la 
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production de cellules CAR-T sera menée à son terme puis cryopréservée en attente 

du rétablissement du patient pour la réinjection. 

iv. Perspectives à long terme 

Le but d’une production académique n’est pas de concurrencer les cellules CAR-T 

produites industriellement, mais de produire en complément de celles-ci. Les enjeux à 

long terme d’une production de cellules CAR-T académiques sont donc multiples.  

La production académique permettra notamment la prise en charge de patients ne 

rentrant pas dans le cadre d’une AMM industrielle. Les indications de l’AMM étant très 

restrictives, une production à la demande de cellules CAR-T peut s’adapter aux 

besoins de patients qui n’étaient pas ciblés par l’AMM. De plus l’avantage de la 

proximité entre clinicien, production et recherche permet une grande adaptabilité aux 

besoins cliniques. 

La possibilité de parfaitement caractériser le produit cellulaire réinjecté au patient 

auparavant impossible avec l’utilisation de cellules CAR-T industrielle, est également 

très intéressante dans un but de recherche translationnelle et d’amélioration de 

l’efficacité de cette thérapeutique. En effet, la mise en parallèle des caractéristiques 

du produit et des résultats cliniques pourrait permettre de fournir à terme des 

informations nécessaires pour atteindre cet objectif. 
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