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Coagulation intravasculaire disséminée
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Effecteur : Cible
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épidermique

European Group of Immunology of Leukemia
European Hematology Association

Enzyme-linked immno assay

Enzyme-linked immunospot

European LeukemiaNet

European medicines agency
French-American-British

Fluorescence-activated cell sorting

Fas ligand

Chaine y du récepteur Fc d'immunoglobuline
Food and drug administration

Fluorescence in situ hybridization

Fluid attenuated inversion recovery

Forward scatter

Granulocyte colony-stimulating factor
Gamma-glutamyltransférase

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Gemtuzumab ozogamicin

Haute autorité de santé

Hormone gonadotrophine chorionique humaine
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Human leucocyte antigen

Hazard ratio

Virus Herpes simplex
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Immune effector cell-associated hematoxicity
Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
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Immune Effector Cell-Associated Encephalopathy
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International normalized ratio
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LAM Leucémie aigué myéloide

LAL-B Leucémie aigué lymphoblastique B

LCR Liquide céphalorachidien

LDH Lactate déshydrogénase

LGL Leucémie a grands lymphocytes a grains

LLC Leucémie lymphoide chronique

LMC Leucémie myéloide chronique

LNH Lymphome non Hodgkinien

LTR Long Terminal Repeat

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1

MDC Myeloid differentiating chemokines

MMSE Mini-Mental State Examination

MOI Muiltiplicity of infection

MRD Maladie résiduelle minimale

MTI Médicament de thérapie innovante

NFS Numération de formule sanguine

NGS Séquencage de nouvelle génération

NIH National cancer institue

NK Natural killer

OMS Organisation mondiale de la santé

PBMC Cellules mononucléées périphériques

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PE Phycoérythrine

PHA Phytohémagglutinine

PIC Pression intracranienne

PMBCL Lymphome primaire mediastinal a grandes cellules B

PNN Polynucléaire neutrophile

PQ Plaquettes

qPCR PCR quantitative

RC Rémission compléte

RCh Récupération hématologique partielle

RCi Récupération hématologique incompléte

RPM Revolutions per minute of rotor

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RQ-PCR Real-time quantitative reverse transcriptase polymerase chain
reaction

R/R En rechute et réfractaire

RT-MLPA Reverse transcriptase-multiplex ligation-dépendent probe
amplification

SAM Syndrome d’activation macrophagique

scFv Single-chain Fv domain

SDF-1 Stromal cell-derived factor 1

SFGM-TC Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and Cellular
Therapy
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TDM
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TNF
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VEGF
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Syndrome myélodysplasique

Syndrome myéloprolifératif

Systeme nerveux central

Signal neutralization by an inhibitable protease
Side scatter

Split, universal and programmable

Sérum de veau feoetal

Temps de céphaline activée

Récepteur de cellules T ou T cell receptor
Tomodensitométrie

Tomographie par émission de positons

Tumor necrosis factor

Temps de prothrombine

T cells Redirected Universal Cytokine product
Taux d’incidence standardisé sur la population mondiale
Uniform manifold approximation and projection
United States of America

Untranslated regions

Variant allelic frequence

Vascular cell adhesion protein 1

Vascular endothelial growth factor

Virus de 'immunodéficience

Virus de 'immunodéficience de type 1

Virus varicelle-zona

Wild-type

7-Aminoactinomycine D
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l. LAM réfractaire ou en rechute exprimant le CD19

A) Définition générale d’une LAM

La leucémie aigué myeéloide (LAM) est une hémopathie maligne dont les premiers
symptdmes apparaissent rapidement, au bout de quelques jours voire quelques
semaines, et est caractérisée par la prolifération monoclonale et incontrélée de blastes
envahissant la moelle osseuse. Par conséquent, celle-ci ne peut plus assurer
correctement la production de cellules sanguines normales causant ainsi une
insuffisance médullaire. L’expansion de cellules blastiques immatures et précurseurs
de cellules sanguines bloquées a un stade précoce de différenciation dans la moelle
osseuse bouleverse ainsi I'hnématopoiése.

L'hématopoiése, a l'origine de la production des cellules sanguines, est un
systéme organisé de fagon trés hiérarchique et trés finement régulé permettant
I'équilibre quantitatif des éléments matures du sang. Au sommet de cette pyramide
hématopoiétique, est retrouvée la cellule souche hématopoiétique (CSH) qui, par
différents processus physiologiques, aura la capacité de se différencier en cellules
progénitrices, soit des hématies, des leucocytes ou des plaquettes. En effet, les
cellules progénitrices ainsi produites évoluent ensuite en précurseur myéloide ou

lymphoide pour ainsi former un seul type de cellule mature du sang (Figure 1).
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Figure 1 — Différents stades de différenciations des cellules hématopoiétiques humaines : De la
cellule souche a la cellule mature (Adaptée de Travlos GS, Toxicol Pathol, 2006 (1); réalisée a I'aide
de Biorender). Abréviations : Baso, Basophil ; BFU, Burst Forming Unit ; CFU, Colony Forming Unit ;
CSH, cellule souche hématopoiétique ; E, Erythroid; Eo, Eosinophil; G, Granulocyte ; GEMM,
Granulocyte Erythroid Megakaryocyte Macrophage ; GM, Granulocyte Macrophage ; L, Lymphoid ; M,
Macrophage; MK, Megakaryocyte ;
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Des variations génétiques le plus souvent acquises d’ordre génomique peuvent
changer le phénotype des progéniteurs hématopoiétiques, leur conférant des
propriétés d’auto-renouvellement perpétuel et de préservation d'immaturité (perdant
ainsi leur capacité a se différencier) en compromettant I'apoptose qui s’ensuit (2). Dans
la moelle osseuse, une multiplication inconditionnée de cellules immatures, les
blastes, aura lieu et sera a l'origine des leucémies aigles. Ce mécanisme s’appelle la
leucémogénese. C'est un processus tumoral composé de plusieurs étapes avec une
potentielle implication de cellules souches leucémiques (CSL). Cette notion de
présence de CSL tumorigénes a été premiérement décrite il y a plus de 50 ans par
quelques études montrant que seul un groupe limité de cellules cancéreuses pouvait
induire une prolifération in vivo et in vitro. Ces cellules présentaient des différences de
clonogeénicité par rapport aux CSH ce qui a permis d’introduire la notion de CSL (3-5).
L'apparition d’'un clone leucémique de LAM serait organisée de fagon hiérarchique a
partir d'une CSL capable de produire des progéniteurs de ce clone puis des blastes
avec les mémes instabilités et/ou combinaisons aberrantes. Cependant, aprés des
tests sur des souris immunodéficientes, Bonnet et Dick montraient que seules les CSL
(dérivéees de patients avec une LAM) présentant un phénotype bien défini
(correspondant a une seule fraction des CSL) permettaient la multiplication d’un clone
leucémique conduisant au développement de LAM chez ces souris (6). Un
parallélisme entre CSH et CSL a souvent été rapporté de par leur capacité commune
d’avoir une prolifération importante et d’étre a l'origine de populations cellulaires
hétérogénes caractérisées par des phénotypes difféerents. Une certaine complexité des
CSL a été mise en évidence rapportant une hétérogénéité fonctionnelle de ce
compartiment cellulaire, ajoutant une caractéristique analogue observée chez les CSH
(7). Une hypothése a ainsi émergé émettant la possibilité que les CSL seraient des
CSH qui sont devenues leucémiques par I'accumulation de variations génétiques leur
attribuant une certaine instabilité pour donner naissance ensuite a des cellules
blastiques a I'origine de LAM. Mais ce concept reste tres controversé (8,9).

Au sein d'un méme patient leucémique, les cellules blastiques peuvent présenter des
fonctions distinctes mais également une identité phénotypique et génétique différente.
Ceci montre alors une certaine hétérogénéité de caractéres au sein d'un méme clone
tumoral. Deux modéles hypothétiques ont essayé d’expliquer ce phénomeéne : le
modéle stochastique et le modeéle hiérarchique (9). D’'une part, le modéle stochastique
considére que I'hétérogénéité viendrait des influences extrinséques ou intrinséques
que subiraient les cellules tumorales causant des réponses aléatoires et donc

imprévisibles de ces derniéres. Ce modéle part du postulat qu’au départ, toutes les
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cellules tumorales sont équivalentes. D’autre part, le modéle hiérarchique suppose
qu’il existe a l'origine plusieurs classes de CSL avec une biologie, un comportement
et des fonctions distinctes mais seulement un sous-ensemble de CSL est capable
d’initier une croissance tumorale vers une leucémie (9,10). (Figure 2) Ces modéles ont
permis de poser les bases pour expliquer 'hématopoiese clonale a I'origine des LAM.
Aujourd’hui d’autres modéles possibles peuvent étre décrits pour mieux expliciter la
physiopathologie des LAM en mettant en évidence les potentiels facteurs intrinséques
et/ou extrinséques a lorigine de la croissance tumorale et les différentes
conséquences moléculaires, génétiques et protéiques induites par ces derniers. Par
exemple, I'age et la présence de certaines variations génétiques somatiques dans le
sang ou la moelle osseuse supérieure ou €gale a 2% de la fréquence de variation
allélique (11,12) ont été deécrits comme conduisant a un risque accru de

développement d’hémopathies malignes chez ces populations.
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Figure 2 - Les modéles expliquant I’hétérogénéité des cellules leucémiques au sein d’un tissu
tumoral ou leucémique (Adaptée de Dick JE, Blood, 2008 et Wang JCY et al., Trends in Cell Biology,
2005 ; réalisée a I'aide de Biorender)(9,10)

La présence d’anomalies au niveau chromosomique a partir de carytoypes de patients
avec une LAM a d’abord été observée, présentant des translocations ou inversions
somatiques non aléatoires a l'origine de la formation de transcrits de fusion causant
I'effet leucémogéne. En effet, ils sont impliqués dans la transduction du signal ou/et
des voies d’activation transcriptionnelle altérant la différenciation myéloide. Comme
expliqué précédemment, la pathogénese de la LAM comporte plusieurs étapes
entravées également par des anomalies au niveau génétique qui vont soit conférer

des propriétés de survie et de multiplication des progéniteurs hématopoiétiques, soit

21



bloquer la différenciation et I'apoptose, soit causer des modifications épigénétiques
(13,14). Cela aboutirait ainsi a la prolifération de cellules leucémiques et blastiques
incapables de devenir plus matures, celles-ci restant non différenciées induiraient donc
I'arrivée d’'une LAM. La complexité et I'hétérogénéité des LAM augmentent de plus en
plus, ce qui encourage aujourd’hui l'avancée des analyses génomiques et
transcriptomiques, pour une meilleure description des voies de signalisation et des
variations génétiques impliquées (15).

B) Classification des LAM
Ces derniéres années, les connaissances sur la caractérisation cytologique,
moléculaire, phénotypique, cytogénétique des leucémies aigues myéloides se sont
développées de fagon exponentielle grace aux nouvelles avancées technologiques.
Tous ces critéres doivent alors étre pris en compte dans la classification des LAM.
C’est pourquoi la classification French American British (FAB) de 1976(16) et révisée
en 1985 (17) n’est plus celle de référence. Cependant, elle a permis de poser les bases
pour les nouvelles classifications et est toujours employée pour qualifier certaines
caractéristiques et/ou particularités cytologiques observées pour quelques LAM.
Aujourd’hui, la classification des LAM a bien évolué, prenant en considération de plus
en plus les criteres moléculaires, phénotypiques et cytogénétiques dans le diagnostic,
le pronostic mais aussi la prise en charge.
Parmi les cellules souches et progénitrices hématopoiétiques, des variations
somatiques acquises de novo peuvent apparaitre et alors engendrer une altération de
'hématopoiese et la propagation d’'un clone néoplasique dans la moelle osseuse
pouvant entrainer une insuffisance médullaire. Plusieurs variations sur les génes
suivants, DNMT3A, NPM1, CEPBA, IDH1/2 et RUNX1, sont communes aux LAM et
entrainent la formation de transcrits de fusion qui jouent potentiellement un réle dans
leur initiation(18). D’autres variants sont identifiés sur d’autres génes (FLT3, c-KIT,
NRAS, KRAS...) codant pour des protéines de signalisation causant des perturbations
possiblement responsables de la pathogénése de la LAM (2). Ces variations
génomiques induisent une description complexe de la LAM en termes biologiques et
cliniques. La classification des LAM a, par conséquent, évolué de fagon a étre
principalement basée sur la causalité de la maladie pour une meilleure pertinence
clinique.
Deux autres classifications ont ainsi vu le jour aprés celle de la FAB : tout d’abord,
celle de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) en 2001 puis celle de I'International
Consensus Classification (ICC) en 2022. En effet, celle de 'OMS a été révisée

plusieurs fois aprés 2001, et la derniere mise a jour datant de 2022(19) a suscité un
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débat parmi certains spécialistes (20), conduisant a la classification de I''CC en
septembre 2022 (21). L'application de l'une ou lautre classification est centre-
dépendant en France. La principale différence entre les deux classifications réside
dans la maniere dont I'ICC distingue les syndromes frontieres syndrome
myélodysplasique (SMD)/LAM des LAM. Mais au centre hospitalier universitaire (CHU)
de Lille en hématologie biologique, celle de I'lCC est plus communément appliquée.
De plus, les recommandations de 2017 par European LeukemiaNet (ELN)(22) pour le
diagnostic et la prise en charge des LAM ont également nécessité une révision en
2022 (23) afin d’inclure de nouvelles perspectives a considérer dans la caractérisation,
le traitement et le pronostic des LAM.

Par conséquent, la mise a jour en 2022 de la classification de 'TOMS de 2016 (24) par
'ICC des LAM (20,21) a permis des changements avec une stratification du taux des
blastes et la considération de nouvelles variations génétiques et cytogénétiques
pouvant définir les LAM. Ainsi, la caractérisation moléculaire des LAM devient
prioritaire et prend une place primordiale dans la désignation de la LAM. Cette
nouvelle classification est illustrée dans la figure 3 (23). Les LAM sont des
hémopathies malignes trés hétérogenes avec des anomalies génétiques distinctes.
La classification diagnostique de I'lCC est hiérarchique. Les anomalies récurrentes se
retrouvent au sommet et ont la priorité sur toutes les autres catégories de LAM (Figure
3). Les anomalies récurrentes sont listées dans la table 1. Le diagnostic de LAM est
établi en présence de ces anomalies génétiques récurrentes et un taux de blastes
supérieur ou égal a 10% dans le sang ou la moelle osseuse (25-27) excepté pour les
LAM avec t(9 ;22) q34.1;911.2)/BCR::ABL1. Cette exception est faite pour éviter la
confusion avec les leucémies myéloides chroniques (LMC) en phase accélérée.
Ensuite, c’est la variation du géne TP53 avec une variant allelic frequence (VAF)
supérieure ou eégale a 10% qui doit étre prise en compte pour poser le diagnostic. En
effet, les LAM associées a ces variations sont connues pour avoir des anomalies
cytogénétiques complexes avec des survies de courte durée (15,28-30). Puis, lorsqu’il
y a des variations au niveau des génes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,
SRSF2, STAG2, U2AF1, ou ZRSR2, un diagnostic de LAM avec des variations
geéneétiques reliées a la myélodysplasie pourra étre évoqué. Si aucune variation au
niveau du géne TP53 ni au niveau des genes reliés a la myélodysplasie n'a été
observée chez un patient, des anomalies cytogénétiques reliées aux myélodysplasies
peuvent étre utilisées pour caractériser la LAM. Si la LAM diagnostiquée ne peut pas
étre classée dans une des catégories précédemment citées, elle sera classée en tant

que LAM sans autres spécificités. Cependant, si un diagnostic de syndrome
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myéloprolifératif (SMP) a déja été énoncé auparavant, ce cas n’est pas identifié
comme LAM dans une des catégories de la classification ICC. lls sont considérés
comme un SMP en phase accéléré si le nombre de blastes est compris entre 10 et
19% ou en phase blastique si le nombre de blastes est supérieur a 20%.

2 10% de blastes myéloides dans le sang ou la moelle osseuse

LAM définies Vgrga(t)l;n é;il(é 1, Caryotype complexe et/ou
par des Non[  Variation Non RUNX1, SF3B’1 Non| del(5q)/t(5q)/add(5q), -7/del(7q), | Non LAM sans
anomalies —> TP53 —> SRSF2,STAGZ’ — +8, del(12p)/t(12p)/add(12p), — d’autres Autres
génétiques (VAF 2 10%) U2AF1’ and/or, i(17q), -17/add(17p)/del(17p), spécificités
récurrentes ZRéR2 del(20q), or idic(X)(q13)

- Sarcome myéloide

10-19%
blastes

10-19% 10-19% 10-19%
blastes blastes blastes -are;::ja;xe:daes;%ais
SMD/LAM SMD/LAM avec SMD/LAM avec SMD/LAM
avec variation Vaf}aﬂf{n sans d'autres dendritques
variation génétique reliée cytogénétique spécificités plasmacytoides blastiques
TP53 ala reliée a la
myélodysplasie myélodysplasie

- Néoplasmes a cellules

220% de
LAM avec blastes
anomalies LAM avec LAM avec LAM avec variation LA,M Sans
genétiques variation variation cytogénétique reliée d,al-n-rgs.
récurrentes TP53 génétique reliée a a la myélodysplasie spécificités
|la myélodysplasie

Qualificatifs annexés a 'une des appellations de diagnostics citées au-dessus

Liée au traitement Antécedents de Prédisposition
SMD ou SMD/SMP génétique

Figure 3 - Classification hiérarchique 2022 de I'ICC des LAMs (Adaptée de Doéhner et al., Blood,
2022 et de Arber et al., Am J Hematol, 2022)(20,23)Abréviations : LAM, Leucémie aigué myéloide ;
SMD, Syndrome myélodysplasique ; SMP, Syndrome myéloprolifératif ; VAF, Variant allele frequency

La prise antérieure d’'un traitement (chimiothérapie, radiothérapie ou intervention
impliquant le systéme immunitaire), des antécédents hématologiques myéloides tels
que les SMD ou les SMD/SMP ou les prédispositions génétiques sont également
reconnus comme facteurs pouvant conduire au développement d’'une LAM. Mais ils
sont considérés comme des qualificatifs de diagnostic plutét que des catégories de
LAM. En effet, des clones résistants a une chimiothérapie ou radiothérapie précédente
(31) ont pu subsister aprés traitement et ont pour conséquence l'apparition de LAM
associée a des variations génétiques et caryotypiques défavorables et anormales (par
exemple des variations de TP53 (32,33) ou [lapparition de caryotype
complexe)(34,35). D’autres catégories de LAM liées a d’autres pathologies sont
toujours notifiees comme le sarcome myéloide, les néoplasmes myéloides associee
au syndrome de Down et les néoplasmes a cellules dendritiques plasmacytoides

blastiques.
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Catégories de LAM | Seuil de blastes
LAM avec anomalies génétiques récurrentes
Leucémie aigué promyélocytaire avec t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA

Leucémie aigué | LAM avec t(1;17)(q42.3;921.2)/IRF2BP2::RARA
promyélocytaire avec d’autres | LAM avec t(5;17)(q35.1;921.2)/NPM1::RARA
réarrangements RARA LAM avec t(11;17)(q23.2;921.2)/ZBTB16::RARA

LAM avec cryptique inv(17q) or del(17) (921.2921.2)/STAT5B::RARA
LAM avec STAT3::RARA

Autres genes rarement rearrangés avec RARA:TBL1XR1 (3926.3),
FIP1L1 (4912), BCOR (Xp11.4).

Leucémie aigué myéloide avec £(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1

Leucémie aigué myéloide avec inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11

Leucémie aigué myéloide avec t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A

Leucémie aigué myéloide avec | LAM avec t(4;11)(921.3;923.3)/AFF1::KMT2A

d’autres réarrangements | LAM avec t(6;11)(q27;923.3)/AFDN::KMT2A

KMT2A LAM avec t(10;11)(p12.3;923.3)/MLLT10::KMT2A

LAM avec t(10;11)(921.3;923.3)/TET1::KMT2A

LAM avec t(11;19)(923.3;p13.1)/KMT2A::ELL

LAM avec t(11;19)(923.3;p13.3)/KMT2A::MLLT1 (enfants+++)
Leucémie aigué myéloide avec t(6;9)(p22.3;934.1)/DEK::NUP214

Leucémie aigué myéloide avec inv(3)(g21.3926.2) or (3;3)(921.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVI1) 210%
Leucémie aigué myéloide avec | LAM avec t(2;3)(p11~23;926.2)/MECOM::?
d’autres réarrangements | LAM avec t(3;8)(q26.2;q24.2)/MYC, MECOM
MECOM LAM avec (3;12)(q26.2;p13.2)/ETV6::MECOM
LAM avec (3;21)(926.2;g22.1)/MECOM::RUNX1.
Leucémie aigué myéloide avec | LAM avec t(1;3)(p36.3;921.3)/PRDM16::RPN1
d’autres translocations | LAM avec (3;5)(925.3;935.1)/NPM1::MLF1
récurrentes rares LAM avec t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP
LAM avec t(1;22)(p13.3;913.1)/RBM15::MRTF1
LAM avec t(5;11)(q35.2;p15.4/ NUP98::NSD1

LAM avec t(11;12)(p15.4;p13.3)/NUP98::KMD5A
LAM avec NUP98 and other partners

LAM avec t(7;12)(q36.3;p13.2)/ETV6::MNX1

LAM avec t(10;11)(p12.3;914.2)/PICALM::MLLT10
LAM avec t(16;21)(p11.2;922.2)/FUS::ERG

LAM avec t(16;21)(q24.3;922.1)/RUNX1::CBFA2T3
LAM avec inv(16)(p13.3924.3)/CBFA2T3::GLIS2
Leucémie aigué myéloide avec variations NPM1

Leucémie aigué myéloide avec variation in-frame bZIP de CEBPA

-~ ~4

-~ =~~~ ~g ~4

Leucémie aigué myéloide avec 1(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL 1 2 20%
Variation TP53
SMD/LAM avec variation TP53 10 -19%
LAM avec variation TP53 2 20%
Variations ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ou ZRSR2
SMD/LAM avec variations génétiques reliées a la myélodysplasie 10-19%
LAM avec variations génétiques reliées a la myélodysplasie 2 20%

Caryotype complexe (2 3 anomalies chromosomiques* clonales non apparentées en I'absence d'autres anomalies
génétiques récurrentes définissant la classe), del(5q)/t(5q)/add(5q), =7/del(7q), +8, del(12p)/t(12p)/add(12p), i(17q),
—-17/add(17p) ou del(17p), del(20q), et/ou idic(X)(q13) anomalies clonales

SMD/LAM avec variations cytogénétiques reliées a la myélodysplasie 10 -19%

LAM avec variations cytogénétiques reliées a la myélodysplasie 2 20%
Sans d’autres anomalies spécifiques

SMD/LAM 10-19%

LAM 2 20%

Autres : Sarcome myéloide, Néoplasmes myéloides associés au syndrome de Down et a cellules dendritiques
plasmacytoides blastiques

Table 1 - Classification diagnostique de I'ICC 2022 pour les LAMs(21). * Les caryotypes
hyperdiploides avec trois ou plus de trisomies (ou polysomies) sans anomalies structurales sont
exclues.

C) Epidémiologie générale en France
La LAM est considérée comme une hémopathie maligne rare. Cependant, elle est la
plus commune des leucémies aigués chez I'adulte comptant approximativement 80%
des patients souffrant de leucémies aigués (36,37). C’est une pathologie de mauvais
pronostic en étant 'une des principales causes de déces par cancer chez les enfants
et les adultes jeunes (38).

Santé publique France en collaboration avec le réseau Francim (registre des cancers)

a publié une étude sur l'incidence et la mortalité par cancer en France métropolitaine
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entre 1990 et 2018 (39). En France, 3 428 nouveaux cas estimés de LAM sont comptés
en 2018 avec un sexe ratio Homme/Femme égal a 1,1. L'age médian au diagnostic
chez ’'homme est de 69 ans et pour la femme de 72 ans. Pour la population mondiale,
le taux d’incidence standardisé chez 'lhomme est de 3,1 et 2,3 chez la femme pour
100 000 personnes-années. L'incidence des LAM augmente avec I'dge avec un taux
maximal d’incidence pour les classes d’ages [85 ; 89] ans chez 'homme et [90 ; 94]
ans chez la femme (Figure 4). Les données peuvent se transposer aux chiffres
retrouvés aux Etats-Unis et récoltés par le NIH (National cancer institute)(40) et
également a ceux du Royaume-Uni récoltés par 'organisation Cancer Research UK
(41). De plus, l'incidence en 2018 par rapport a 1990 a augmenté pour les deux
sexes avec un taux d’incidence standardisé sur la population mondiale (TSM) qui
passe de 2,2 a 3,1 pour 100 000 personnes-années chez 'lhomme et de 1,8 a 2,3 chez
la femme. Cette augmentation est en partie expliquée par le vieilissement de la
population. De plus, il est remarqué une hausse de l'incidence depuis 1990 chez les
femmes agées de 80 ans et plus, avec une variation annuelle moyenne de 2% contre
1,1% pour les autres classes d’ages. Elle semblerait ne pas étre expliquée par
I'évolution démographique (28% de sa part attribuable a I'évolution du nombre de cas
de LAM entre 1990 et 2018) mais plutét des facteurs de risque (69% de leur part
attribuable) comme des facteurs environnementaux (radiations ionisantes, exposition
au benzene), génétiques, des antécédents tumoraux, ou le fait d’avoir déja été traité
par chimiothérapie ou radiothérapie.

—&-  Incidence, Homme
“— Incidence, Femme

Taux

T T T T T T T
[20;24] [30;34] [40;44] [50;54] [60;64] [70;74] [80,84] [90;94]

T

Classe d’age

Figure 4 — Taux d’incidence selon la classe d’age et le sexe en France en 2018 pour les leucémies
aigués myéloides (Extrait de I'étude de Santé publique France avec le réseau Francim (39)).

La survie des LAM en France a également été étudiée dans I'étude Santé publique
France avec le registre Francim entre 1989 et 2018 (42). La survie nette standardisée
a 5 ans est égale a 27%, et a 50% pour la survie a 1 an pour les patients diagnostiqués
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entre 2010 et 2015. Cependant, une forte disparité a été observée pour les survies
nettes a 5 ans selon I'age du diagnostic. En effet, elle est de 69% a 30 ans et de 6% a
80 ans (Figure 5).

60 80 100
1 1

Survie nette (%)
40

20

h N
1an \

5 ans S

T T T T T T

30 40 50 60 70 80
Age (années)
Figure 5 — Survie nette standardisée a 1 (en bleu) et 5 ans (en rouge) selon I’age au diagnostic

avec intervalle de confiance a 95% pour les LAM de patients entre 2010 et 2015 en France (Extraite
de I'étude de Santé publique France avec le réseau Francim(42)).

Les patients atteints de LAM meurent, dans la plupart des cas, de leur LAM. D’aprés
les courbes de la Figure 6, il est possible de remarquer que la mortalité due a la LAM
ou a son traitement survient principalement lors des premieres semaines aprés le
diagnostic de LAM. A partir de I'age de 70 ans, taux de mortalité en excés (excédent
de décés observés par rapport au nombre de décés attendus) est supérieur a celui
des patients agés de moins de 60 ans (2 vs 0,8). Un accés possible et plus facile aux
thérapies curatives telles que la greffe de cellules souches hématopoiétiques, et plus
intensives pour les patients plus jeunes peut potentiellement expliquer cette différence
ainsi qu’une toxicité plus importante observée chez les patients plus agés. En effet, les
populations plus jeunes ne présentent pas ou peu de comorbidités contre-indiquant

ces thérapies ce qui leur permet d’arriver plus rapidement en rémission compléte.
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Figure 6 — (A), Taux de mortalité en excés (en nombre de décés par personne-année) ; (B), Survie
nette selon le temps depuis le diagnostic pour différents dges en France entre 2010 et 2015
(Extraite de I'étude de Santé publique France avec le réseau Francim (42))

27



Cependant, le bilan réalisé suite a cette étude a pu montrer une amélioration de la
survie nette standardisée (a 1, 5 et 10 ans) entre 1990 et 2015 et en particulier pour
les patients de 40 ans (le maximum de gain de pourcentage de survie égal a 30) par
rapport aux patients de 80 ans (le minimum de gain de pourcentage de survie égal a
5). L'étude de la survie nette a long terme des patients diagnostiqués entre 1989 et

2000 a montré une stagnation de la survie aprés 10 ans de suivi pour tous les ages.

D) Facteurs de risque et étiologie des LAM
L’étiologie des LAM est encore inconnue mais de nombreux facteurs de risque
contribuent a leur apparition. Comme écrit juste précédemment, I'age peut étre
considéré comme un facteur de risque principal sur I'incidence de la LAM.
D’aprés I'ICC et 'ELN 2022 (21,23), certains facteurs de risque sont décrits comme
qualificatifs de diagnostic (la prise antérieure d’'un traitement (chimiothérapie
anticancéreuse, radiothérapie, ou intervention impliquant le systéme immunitaire), les
antécédents hématologiques ou les prédispositions génétiques).
Aujourd’hui, la part familiale des LAM est clairement établie (43) et méme prise en
compte dans les classifications. En effet, il est devenu de plus en plus nécessaire
d’identifier les variations germinales pouvant prédire une possible survenue de
néoplasie de type myéloide (Table 2). Cela permet un diagnostic possiblement plus
précoce mais aussi une amélioration de la prise en charge des patients et de la
sélection des donneurs apparentés. Si une greffe de CSH est envisagée, cela aide a
éviter de choisir un membre de la famille présentant la méme variation génétique (le
patient peut vraisemblablement développer plus facilement ultérieurement soit un
SMD ou une LAM dérivé(e) de donneur soit un échec de la greffe)(44—47). Selon 'ELN
2022, certains donneurs sont exclus lorsque des variants déléteres des génes RUNX1
et CEBPA sont détectés(23). Toutefois, nous ne disposons pas d’informations sur la
possibilité que d’autres variants génétiques soient permissifs ou non pour la greffe de
CSH.
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Néoplasies hématologiques avec prédisposition germinale sans un trouble plaquettaire pré-existant ou une
dysfonction d'organe

Prédisposition germinale due a des variations PP/P des génes CEBPA , DDX41 ou TP53 (Syndrome Li-Fraumeni)
Néoplasies hématologiques avec prédisposition germinale associées a un trouble plaquettaire pré-existant
Prédisposition germinale due a des variations PP/P des génes RUNX1, ANKRD6 ou ETV6

Néoplasies hématologiques avec prédisposition germinale associées a une potentielle dysfonction d'organe
Prédisposition germinale due a des variations PP/P des génes GATA2, SAMD9 ou SAMDIL

Néoplasies myéloides associées a des syndromes d'insuffisance médullaire

Anémie de Fanconi (via le géne FANC A-W)

Syndrome de Shwachman-Diamond (via les génes SBDS, DNAJC21, EFL1, SRP54)

Troubles de la biologie des télomeéres, y compris dyskératose congénitale (via les génes ACS, CTC1, DKC1, MDM4, RTEL1,
TERC, TERT, TINF2, ACD, NHP2, NOP10, NPM1, PARN, WRAP53, RPA1, Apollo)

Neutropénie congénitale sévére (via les génes ELANE, G6PC3GFI1, HAX1, JACN, TCRG1, VPS45A)

Anémie de Diamond-Blackfan

Leucémie myélomonocytaire juvénile associée a la neurofibromatose de type 1 (via le gene NF1)

Leucémie myélomonocytaire juvénile associée au syndrome de Noonan-like (syndrome CBL)

Néoplasies myéloides ou lymphoides associés au syndrome de Down

Syndrome de Noonan (via les génes PTPN11, NRAS, KRAS)

Syndrome de Bloom (via le géne BLM)

Geénes de prédisposition germinale a I'origine de plusieurs types de cancers, y compris les néoplasies myéloides
Prédisposition germinale due a des variations PP/P des génes CHEK2, MPL ou RECQL4

Cancer du sein et de l'ovaire héréditaire via les génes BRCA1 ou BRCA2

Syndrome de Lynch via les génes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2

Syndrome de Nijmegen ou de Nimégue (Nijmegen breakage syndrome) via le géne NBN

Syndrome de Wiskott-Aldrich via le géne WAS

Troubles émergents

Prédisposition germinale due a des variations PP/P des génes CSF3R, ERCC6L2, JAK2, MBD4, MECOM/EVI1, NPM1,
RBBP6, SRP72 ou TET2

Table 2 - Prédispositions germinales des néoplasies myéloides d’aprés I'ICC et I'ELN

2022(21,23). Abréviations : PP/P, Probablement pathogéne/Pathogene

En 2022, I'ICC a établi un classement des prédispositions germinales avec des mises
a jour par rapport a la classification de 'OMS de 2016. De plus, 'ELN a également
ajouté des précisions a ce classement (Table 2)(48,49). Ici, cette table concerne
uniquement les néoplasies myéloides. Cependant, certains des génes cités sont
également impliqués dans les prédispositions de néoplasies lymphoides. Si une
variation génétique est détectée, elle doit étre spécifiee en tant que qualificatif aprés
le diagnostic du sous-type de LAM.

Parmi toutes ces prédispositions germinales génétiques, la grande majorité des
variations détectées se transmet selon un mode autosomal dominant. De surcroit, le
diagnostic a pu étre établi a un age trés jeune, voire pendant I'enfance ou
'adolescence en particulier pour les prédispositions germinales associées a une
potentielle dysfonction d’organe. En revanche, chez les patients qui présentaient des
prédispositions germinales responsables de plusieurs cancers, y compris les
néoplasies myéloides, la maladie hématologique s’est généralement manifestée a
'age adulte (23). Cette détection de variation génétique liee a une prédisposition
germinale doit étre alors identifiée le plus t6t possible pour donner ainsi la possibilité
aux familles ciblées d’avoir un conseil génétique orienté afin de prévenir au mieux la
survenue potentielle d’'une LAM chez un des membres.

La prise antérieure de traitements de chimiothérapie, tels que les agents alkylants et
les inhibiteurs de topo-isomérase |lI, expose potentiellement les patients au
développement d'une LAM. Les agents alkylants sont associés a un risque accru de
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LAM qui peut se manifester généralement 5 a 7 ans apres le traitement. En revanche,
les inhibiteurs de topo-isomérase Il peuvent entrainer une LAM avec une période de
latence plus courte, typiquement de 2 a 3 ans apres le traitement (35). Ces deux
classes de médicaments de chimiothérapie ont des mécanismes d'action différents
(les alkylants modifient TADN de maniére covalente et les inhibiteurs de topo-
isomérase |l empéchent la ligation des brins d’ADN clivés par cet enzyme), mais tous
deux peuvent induire des variations génétiques et des altérations chromosomiques qui
contribuent a la leucémogenése.

L'exposition aux radiations ionisantes (comme les rayons X par exemple) peut avoir
un pouvoir leucémogéne. En 1954, une étude a montré que 75 cas d’hémopathies
malignes ont été recensés parmi une population estimée de survivants des bombes
atomiques a Hiroshima et Nagasaki au Japon (50). Cependant, le lien entre la
radiothérapie en monothérapie et la survenue de LAM apres ce traitement est moins
bien établi que celui avec la chimiothérapie. Patel et al., en 2021, ont montré que dans
leur cohorte de patients, les LAM survenues apres radiothérapie présentaient des
anomalies cytogénétiques dans les chromosomes 5 et/ou 7 et la médiane de latence
entre la radiothérapie et la survenue de diagnostic de LAM était de 6.5 ans (31).
Toutefois, selon le contexte, I'association de la radiothérapie et de la chimiothérapie
anticancéreuse n’accroit pas forcément le risque d’apparition de LAM. Par ailleurs,
'exposition aux agents chimiques comme le benzéne (51), les pesticides ou les
herbicides serait leucémogéne provoquant des perturbations et des cassures au
niveau de I’ADN via certains de leurs métabolites. Ces métabolites engendreraient des
instabilités génétiques favorisant une prolifération incontrélée des CSH indifférenciées,
due a une régulation homéostatique défectueuse dans la niche de la moelle osseuse
(562,53). Ce dysfonctionnement serait probablement causé par des altérations de
certaines voies de signalisation (54), plutét que par l'apparition directe de lésions
cytogénétiques.

Certaines infections virales sont également associées a une augmentation du risque
de développer des hémopathies malignes telles que la leucémie. Les virus Epstein-
Barr (EBV) et le virus lymphotrope a cellules T humain de type 1 (HTLV-1) sont
particulierement notables dans ce contexte. D’une part, I'EBV peut infecter les cellules
B et les cellules épithéliales, menant parfois a une transformation maligne via
I'activation de genes oncogénes et l'inhibition de génes suppresseurs de tumeurs
(55,56). D’autre part, le HTLV-1 infecte les lymphocytes T CD4+, et un de ses
principaux génes viraux joue un role clé dans I'oncogenese, notamment en favorisant

la prolifération cellulaire et en inhibant 'apoptose ainsi que les mécanismes de contrdle
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de la croissance cellulaire (57). Ces deux virus induisent un environnement
immunosuppressif local et systémique (58,59), réduisant la capacité du systéme
immunitaire a éliminer les cellules infectées. Ainsi, les cellules infectées peuvent
survivre et proliférer de maniére incontrélée grace a un mécanisme d’échappement au
contréle immunitaire, ce qui est propice a I'’émergence de tumeurs ou d’hémopathies

malignes.

E) Manifestations cliniques des LAM
La prolifération tumorale et linsuffisance médullaire observées dans les LAM
surviennent assez rapidement entrainant ainsi un diagnostic précoce de ’hémopathie.
Les signes cliniques ne sont pas trés francs dans les LAM. En effet, certains ne sont
pas spécifiques et sont communs a toutes les hémopathies comme la fieévre et
I'altération de I'état général (fatigue, amaigrissement, asthénie).
Les manifestations cliniques principales sont liées aux cytopénies du patient dues a
l'insuffisance médullaire en cours, provoquée par la LAM. Tout d’abord, un syndrome
hémorragique peut étre observé en raison d’'une thrombopénie, se manifestant par des
épistaxis, des ecchymoses, ou des hémorragies muqueuses, intra-buccales,
digestives ou cérébrales. Ensuite, un syndrome anémique en raison d’'un défaut de
I'érythropoiése peut se présenter avec une tachycardie, une dyspnée, une paleur
cutanéo-muqueuse, vertiges, et/ou de la fatigue. Enfin, les patients atteints de LAM
sont souvent trés neutropéniques, ce qui favorise le développement d’'un syndrome
infectieux (infections récurrentes et réfractaires, sepsis ...).
L'infiltration tumorale est souvent peu présente dans la LAM. Cependant, il est possible
de noter une tuméfaction des organes hématopoiétiques (adénopathies,
splénomégalie et/ou une hépatomeégalie), une hypertrophie gingivale (notamment
dans les formes trés leucocytaires), des lésions cutanéo-muqueuses (leucémides,
testiculaires), des douleurs osseuses ainsi que des symptédmes neurologiques liés a
la présence de quelques blastes dans le liquide céphalo-rachidien. De plus, des
tumeurs solides composées de cellules leucémiques, appelées chloromes, peuvent se
manifester chez certains patients et ont des localisations extra-médullaires (cerveau,
0s, peau, ...).
Trois situations cliniques sont cependant considérées comme urgentes dans le cadre
de la LAM : la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), la leucostase et le
syndrome de lyse tumorale. La CIVD se définit par une hyperactivation de la cascade
de coagulation entrainant une consommation importante des plaquettes, du

fibrinogéne et des facteurs de coagulation, ce qui conduit a des saignements
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incontrélés et a la formation de caillots au niveau des petits vaisseaux sanguins. La
leucostase est la conséquence d’une hyperleucocytose due a un nombre important de
blastes. Cela cause I'obstruction des vaisseaux sanguins et ainsi une mauvaise
oxygénation des tissus, car les blastes empéchent les globules rouges d’atteindre ces
tissus. Les symptdmes se manifestent surtout au niveau pulmonaire et neurologique
ressemblant respectivement a une détresse respiratoire (dyspnée, essoufflements) et
a un accident vasculaire cérébral (confusion, céphalée, troubles de I'élocution, vision
floue). Le syndrome de lyse tumorale est également causé par I'hyperleucocytose
circulante, libérant dans le sang des substances telles que le potassium, le phosphate
et l'acide urique, ce qui peut provoquer une insuffisance rénale aigué avec une
augmentation de la créatinine. Les patients souffrant de ce syndrome présentent
souvent des symptoémes digestifs (nausées, vomissements ou diarrhées), des
convulsions dues a une hypocalcémie conséquente et des arythmies cardiaques.

Certains patients peuvent ne présenter aucun symptéme, et la découverte de la LAM

peut alors étre fortuite, a la suite d'un hémogramme réalisé pour d'autres raisons.

F) Diagnostic biologique des LAM exprimant le CD19

Aprés avoir abordé les généralités sur les LAM, nous allons nous concentrer sur les
LAM exprimant le CD19 a leur surface, également appelées LAM CD19+.

Les LAM exprimant le CD19 (ou LAM CD19+) représentent un sujet de recherche et
de débat dans la littérature scientifique. Typiquement, le CD19 est un marqueur
associé aux cellules B lymphoides et donc, n'est généralement pas exprimeé sur les
cellules myéloides. Ainsi, les cas de LAM exprimant le CD19 sont rares et inhabituels.
Ces LAM présentent un phénotype immunologique aberrant associé a la leucémie
(LAIP) ou en anglais Leukemia-Associated Immunophenotype.

Les cas rapportés de LAM exprimant le CD19 dans la littérature impliquent souvent
des analyses détaillées de la morphologie cellulaire, de I'immunophénotypage et des
études geénétiques pour caractériser ces leucémies atypiques. Nous allons les
reprendre dans ce paragraphe. Ces analyses sont essentielles pour identifier les
caractéristiques distinctives de ces leucémies rares et comprendre leur comportement
clinique et leur réponse au traitement. Par exemple, des études ont montré que ces
LAM CD19+ peuvent parfois présenter des translocations spécifiques (comme la
t(8 ;21)) ou non. L'immunophénotypage permet de confirmer I'expression aberrante de
CD19 et d'autres marqueurs cellulaires, tandis que les études génétiques offrent des

informations cruciales sur les anomalies sous-jacentes.
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a) Bilan cytologique

Aprés une numération de formule sanguine sur 200 cellules comptées via un
hémogramme, une suspicion de LAM peut étre soulevée en présence de bi- ou
pancytopénie d’installation brutale. En effet, I'analyse sanguine révéle souvent une
anémie normocytaire normochrome arégénérative, fréquemment associée a une
thrombopénie centrale et/ou périphérique, qui peut entrainer une CIVD. La numération
leucocytaire est variable, mais une neutropénie est presque toujours présente,
augmentant le risque infectieux chez les patients leucémiques. L'élément le plus
notable et crucial a observer dans cet examen est la présence de blastes circulants.
Cependant, tout décompte de blastes sur hémogramme doit étre confirmé par un
décompte sur un myélogramme pour obtenir un pourcentage meédullaire (le décompte
doit étre effectué sur au moins 500 cellules). Un myélogramme permet également de
réaliser une meilleure description morphologique des blastes et de classer la LAM
selon la classification FAB, fournissant ainsi une premiére orientation clinique. Cela est
aussi possible grace a I'évaluation d’'un paramétre cytochimique supplémentaire : la
coloration a la myélopéroxydase (en effet, I'estérase n’est plus réalisée en routine).

Dans un diagnostic de LAM, la moelle est souvent de richesse augmentée avec des
blastes ayant un rapport nucléo-cytoplasmique élevé. Les blastes de LAM présentent
un noyau a chromatine fine avec 1 ou plusieurs nucléoles visibles au microscope
optique et un cytoplasme variablement basophile pouvant contenir ou non des
granulations azurophiles ou des corps d’Auer (en fagot ou en aiguille de boussole).
Les difféerents aspects morphologiques et cytochimiques des blastes permettent de
caractériser un sous-type de LAM d’ou l'importance de la double description et du
double comptage sang/moelle pour essayer de fournir un diagnostic précis selon la
classification FAB. Comme écrit précédemment, le seuil de 20% de blastes sanguins
ou meédullaires permet de poser le diagnostic pour la majorité des LAM (pour les LAM
avec anomalies génétiques récurrentes, un seuil de 10% suffit) et de distinguer les
LAM des SMD/LAM. Si le prélévement du myélogramme est impossible, la réalisation
d’'une biopsie ostéo-médullaire est nécessaire mais la lecture sera effectuée par le

secteur d’anatomo-pathologie.

b) Bilan phénotypique
L'immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) multiparamétrique est une étape
importante dans le diagnostic des LAM. Elle arrive souvent a la suite de la premiére
identification faite sur ’'hémogramme et le myélogramme pour nous confirmer ou nous

préciser I'origine (myéloide ou lymphoide) de la leucémie aigué (LA) mais également
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la présence de certains marqueurs extra ou/et intracellulaires caractérisant le stade de
différenciation des cellules blastiques. En CMF, nous utilisons des tubes EDTA de sang
ou de moelle. Aprés une étape d’isolement des cellules mononucléées (CMN) puis une
incubation avec des anticorps spécifiques des marqueurs d’intérét couplés a des
fluorochromes, chaque cellule en suspension passe finalement a travers les différents
faisceaux lasers composant le cytometre, ou elles émettent un signal lumineux
fluorescent spécifique de chaque fluorochrome. L'ELN 2022 (23) a listé tous les
marqueurs cytoplasmiques et de surface intéressants pour le diagnostic de LAM (Table
3). Le délai de rendu de résultat de I'immunophénotypage des leucémies aigués (LA)
estde 1 a 3 jours.

En CMF, le CD19, est souvent inclus dans le panel de marqueurs diagnostiques de LA
pour orienter sur son origine (lymphoide ou myéloide ou les deux) ou déceler une
expression aberrante.

Le CD19 est une glycoprotéine transmembranaire codé par le gene CD19 localisé au
niveau du bras court du chromosome 16. Il fait partie de la superfamille des
immunoglobulines qui est exprimé par les lymphocytes B (normaux et néoplasiques),
de leur forme précoce (lymphocytes pré-B), jusqu’a leur différenciation terminale en
plasmocytes (60). Néanmoins, le réle du CD19 dans les LAM reste encore incertain.

Marqueurs phénotypiques cytoplasmiques ou extracellulaires
Marqueurs de précurseurs CD34, CD117, HLA-DR
E _______________________________________________________________________________________________________________
j Marqueurs myéloides MPO cytoplasmique, CD33, CD13
DU e E———————————————.
g Marqueurs de maturation myéloide CD11b, CD15, CD64, CD65
§ Marqueurs monocytaires CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c
e g g g g g R U
_3 Marqueurs mégaryocytaires CD41 (glycoprotéine llb.llla), CD61 (glycoprotéine llla), CD36
Q _______________________________________________________________________________________________________________
Marqueurs érythroides CD235a (glycophorine A), CD71, CD36

= MPO
o Lianée mvéloide ou = 2 des marqueurs de la différenciation monocytaire (estérase non
el 9 Y spécifique, CD11c, CD14, CD64, lysozyme)
g2 ou 2 2 des marqueurs myéloides (CD117, CD33, CD13)

1< 1
3 £ Lignée T CD3 cytoplasmique (avec des anticorps spécifiques de la chaine € du CD3)
LS ou CD3 en surface
i
3 £ CD19 fort avec = 1 des marqueurs suivants exprimés fortement : CD79a,
) T CD22c ou CD10
g 9 ou CD19 faible avec = 2 des marqueurs suivants exprimés fortement : CD79a,

CD22c ou CD10

Table 3 — Expression de marqueurs cytoplasmiques et de surface pour le diagnostic de LAM et
de LA bi-ou multilinéale d’aprés I'ELN 2022(23)

Les phénotypes immunologiques aberrants associés a la leucémie ou LAIPs sont
divisés en 5 sous-groupes principaux: expression asynchrone d’antigénes
(expression simultanée de marqueurs précoces et tardifs a la surface d’'une cellule,
comme la coexpression du CD34 et CD15); infidélité de lignée (expression
concomitante de marqueurs associés appartenant physiologiquement a des lignées

différentes ; par exemple, expression des marqueurs associés aux cellules lymphoides
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comme le CD2, CD3, CD5, CD7, CD10 et CD19 sur des blastes myéloides) ;
surexpression de certains antigénes par rapport a leur niveau d’expression
physiologique (par exemple, expression anormalement accrue des marqueurs
myéloides : CD13, CD33, CD15 ou CD14); modification des paramétres
morphométriques (graphe de CMF aberrant en taille-structure) ; absence d’antigénes
spécifiques de lignée (absence d’expression d’antigénes tels que CD13 et CD33 par
les blastes myéloides)(61-63). Les LAM exprimant le CD19 font partie du sous-
groupe d’infidélité de lignée des LAIP.

Dans les LAM avec une infidélité de lignée en raison de leur expression aberrante de
certains marqueurs lymphoides, le score immunophénotypique pour les marqueurs
myéloides doit étre strictement supérieur a 2 alors que pour les marqueurs
lymphoides, il doit étre strictement inférieur a 2 (Table 4). Les marqueurs lymphoides
les plus frequemment exprimés de fagon aberrante dans les LAM sont le CD7, le CD19
et le CD56 (64).

L’identification par CMF du CD19 a la surface des blastes mais également des
marqueurs myeloides tels que I'antigene de la myélopéroxydase (AgMPO), le CD33
et le CD13 et ceux d'immaturité comme le CD34 et le HLA-DR correspond a I'étape
déterminante et cruciale dans le diagnostic de LAM CD19+. En effet, c’est I'expression
aberrante du marqueur lymphoide B, le CD19, par les « cellules immatures » ou
blastes (HLA-DR+ et/ou CD34+ ou/et autres marqueurs d'immaturité) myéloides
(CD33+ ou/et CD13+ ou/et AgQMPO+ ou/et autres marqueurs myéloides) qui permet
principalement de caractériser cette hémopathie. Cependant, il faut préter attention
également aux autres marqueurs présents a la surface des blastes pour pouvoir
exclure les autres LA pouvant exprimer le CD19 comme les leucémies aigués
lymphoblastiques de type B (LAL-B)(65), les LA biphénotypiques (66,67) (Table 4) et
les LA bi ou multi-linéales (23) (Table 3). Aucun autre marqueur des cellules
lymphoides B n’est présent dans les LAM CD19+. Des marqueurs supplémentaires
sont alors nécessaires dans le panel de CMF d’identification et de diagnostic des LAM
(Tables 3 et 4). lls aident ainsi a caractériser plus précisément les cellules leucémiques
présentes et a distinguer les LAM avec une expression aberrante du CD19 parmi les
autres LA citées précédemment. Cette étape est donc essentielle pour rendre un
diagnostic précis et permettre par la suite, une prise en charge appropriée.
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2 points 1 point 0.5 points

CD117

Lignée MPO CD33 o

myéloide Lysozyme CD13 CD64
CD65a

CD79a CD19 TdT

Lignée B IgM cytoplasmique CD20 CD24
CD22 cytoplasmique CD10

CD3 (cytoplasmique ou surface) ggg TdT

Lignée T TCRa/B cDs CD1a

TCRy/0 cD10 CD7

Table 4 — Systéme de score pour déterminer une LA biphénotypique d’aprés ’EGIL (European
Group of Immunology of Leukemia) 1998(66,67) Des points sont attribués aux marqueurs que 'EGIL
a jugeé utile pour le diagnostic des LA biphénotypiques. Cette valeur va de 2 points pour les marqueurs
les plus spécifiques d'une lignée a 0.5 pour les marqueurs les moins spécifiques. Une LA
biphénotypique a un score strictement supérieur a 2 pour 2 lignées différentes. Abréviations : a, alpha ;
R, beta; 9, delta ; y, gamma; MPO, myélopéroxydase ; TCR, récepteur des lymphocytes T ; TdT,
Terminal deoxynucleotidyl transferase

Le marquage du CD19 couplé a celui de la lignée myéloide et des précurseurs pour
les blastes dans le cadre des LAM CD19+ a différents temps pendant et post-
traitement peut également permettre le suivi de la maladie résiduelle minimale (MRD)
par détection de LAIP par CMF car elle permet une détection plus fiable des cellules
leucémiques (23,68,69). En effet, cela correspond a limmunophénotype que
présentent les blastes des LAM CD19+ au diagnostic. Le principe de la MRD en CMF
repose sur cette évaluation multiparamétrique pour déterminer quantitativement le
nombre de cellules leucémiques présentant cet immunophénotype de diagnostic et
ainsi définir le statut du patient face a son traitement et a sa maladie (rémission ou
non). D’autre part, elle contribue également a suivre la progression de la maladie, a
prévenir une rechute (imminente ou aprés rémission) et a optimiser les réponses aux
traitements pour éviter un échec thérapeutique. Toutefois, d’aprés les
recommandations de 'ELN 2022, le CD19 ne fait pas partie des marqueurs de base
listés pour évaluer la MRD en CMF. Cette approche avec la détection par LAIP peut
offrir plusieurs avantages comme une bonne précision grace a la spécificité de cet
immunophénotype par les blastes, un suivi personnalisé, une sensibilité accrue (la
MRD peut étre détectée a des seuils trés bas en CMF allant jusqu’a 10*) pour ainsi
mieux évaluer le risque de rechute des patients. Cette méthode de suivi est plus
informative, fiable et prédictive du pronostic (rémission ou rechute) que celle
conventionnelle basée sur la morphologie cytologique.
c) Etude cytogénétique et bilan de biologie moléculaire
1. Etude cytogénétique

L'analyse cytogénétique conventionnelle est obligatoire au diagnostic dans I'évaluation
pronostique de la LAM. En effet, elle permet d’affiner le diagnostic, ce qui est essentiel
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dans I'élaboration d’'une prise en charge ciblée et personnalisée pour le patient. En
outre, cette analyse fournit des informations pronostiques importantes sur la LAM (23).
La cytogénétique conventionnelle correspond a la mise en ceuvre de techniques de
culture cellulaire et microscopiques (techniques de bandes) permettant I'établissement
du caryotype.

L'analyse est réalisée préférentiellement sur un échantillon médullaire pour lequel le
recueil a été effectué dans un tube hépariné. La mise en culture est effectuée dans
des conditions stériles avec un nombre de cellules a ensemencer compris entre 0.5 et
2 x 106 cellules par millilitre pour une incubation a 37°C avec du CO2 5% pendant 24
heures en présence ou non de Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (pour
avoir un nombre suffisant de cellules en métaphase). Au diagnostic, un minimum de
20 mitoses a analyser est nécessaire en 'absence d’anomalie détectée (comptage et
identification des chromosomes) pour permettre de classer 4 a 5 caryotypes mais
aussi dans les cas de caryotype complexe et/ ou d'anomalies additionnelles (70) et
dans les cas d’anomalies clonales ou sous-clonales (71). En général, en cas
d’anomalie, le nombre minimum de mitoses a analyser doit permettre d’établir la
clonalité du ou des clone(s) anormal(aux). Selon the International System of Human
Cytogenomic Nomenclature (ISCN) de 2020(72), un clone est considéré quand une
méme anomalie chromosomique de structure ou de gain est présente dans au moins
deux cellules en mitose et dans au moins trois cellules pour une perte de chromosome
(71). Dans certains cas, il est souhaitable de confirmer ou d’infirmer une éventuelle
clonalité par une technique de cytogénétique moléculaire supplémentaire en utilisant
une sonde spécifique de l'anomalie suspectée (FISH, fluorescence in situ
hybridization). Pour l'interprétation de I'analyse cytogénétique, il est utile de connaitre
les données cytologiques (hémogramme et myélogramme) et immunophénotypiques
de la LAM pour savoir si d’éventuelles analyses complémentaires doivent étre ajoutées
(FISH (interphasique ou métaphasique) ou biologie moléculaire). En effet, en cas
d’échec au caryotype ou de suspicion de présence d’anomalie cytogénétique d’aprés
les différents arguments cliniques ou morphologiques rapportés, il est fortement
recommandé d’ajouter ces analyses (73). Un des principaux intéréts de la FISH est
effectivement la détection d’'une anomalie cryptique (trop petite pour étre détectée au
caryotype). De plus, I'analyse cytogénétique permet de proposer une orientation a la
fois diagnostique mais aussi pronostique de la LAM identifiée(74).

D’apreés la classification des LAM de I'lCC 2022 (21), les anomalies chromosomiques
incluent soit des anomalies de structure telles que les translocations, les inversions,

les délétions ou les duplications soit des anomalies de nombre telles que les trisomies,
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les monosomies ou les hyperploidies. La cytogénétique apporte ainsi une meilleure
compréhension des meécanismes physiopathologiques sous-jacents de la LAM
identifiée.

La question du suivi en cytogénétique dans les LAM est encore discutable car il n’y a
pas encore dindication de suivi par cytogénétique de la maladie résiduelle. Par
ailleurs, pour la recherche d’une anomalie chromosomique préalablement décelée au
diagnostic et en fonction du contexte clinique, il est possible d’augmenter la sensibilité
de l'analyse de cytogénétique conventionnelle en augmentant le nombre de
meétaphases a analyser et/ou en réalisant une recherche par cytogénétique
moléculaire. Ce suivi sera alors informatif pour le contréle d’'une rémission complete
(pour savoir si la LAM est réfractaire ou non) mais également pour le dépistage d’'une
éventuelle rechute par réapparition d’'un clone initial ou l'apparition d’anomalies
chromosomiques supplémentaires.

De nouvelles technologies peuvent étre développées en cytogénétique moléculaire
telles que le Comparative Genomic Hybridization (CGH array) dans la détection des
pertes et gains chromosomiques (aujourd’hui indiqué en complément ou en cas
d’échec du caryotype) et le Whole genome sequencing dans l'identification des

réarrangements équilibrés.

2. Bilan de biologie moléculaire

La place de la biologie moléculaire devient de plus en plus importante dans le
diagnostic ainsi que dans le pronostic des LAM pour une meilleure mise en place de
prise en charge thérapeutique du patient. L'ELN 2022 a établi une liste de génes a
dépister pour poser un diagnostic, mais aussi pour identifier d'éventuelles cibles
thérapeutiques, essentielles pour une prise en charge personnalisée du patient(23) .
Ainsi, le répertoire de génes est le suivant : FLT3, IDH1, IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41,
TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1; SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2.

Par ailleurs, cette liste de genes tend a étre mise a jour en fonction de I'évolution des
connaissances dans ce domaine en recherche. De plus, le dépistage de variation
geénetique de maniére individuelle est de plus en plus remplacé par un dépistage
utilisant des panels de génes gréace au seéquencage de nouvelle génération (NGS). En
effet, c’est déja le cas au CHU de Lille pour la majorité des génes a partir d’échantillon
d’acide désoxyribonucléique (ADN). La surexpression de certains génes comme I'EVI1
et WT1 est quantifiée par real-time quantitative reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RQ-PCR). De plus, la recherche de duplication du géne FLT3 (FLT3-ITD
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(internal tandem duplications)) est réalisée par analyse de fragment plutdét que par
NGS en raison de sa sensibilité, de sa rapidité, et de sa fiabilité.

D’autres genes peuvent étre aussi recherchés au diagnostic comme ANKRDZ26,
BCORL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS, NRAS,
NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1. Ces génes ne sont pas
requis pour le diagnostic ni en thérapeutique mais surtout pour le suivi de la MRD en
biologie moléculaire (a I'exception des variations génétiques au niveau des geénes
DNMT3A et TET2 qui peuvent causer I'apparition d’'un clone pré-malin au cours de
I'hématopoiese).

De surcroit, il est aussi important de considérer le dépistage des réarrangements
geénetiques. Ceux-ci résultent de translocations chromosomiques qui entrainent la
fusion de deux génes, ce qui conduit a la production d'un acide ribonucléique (ARN)
puis d'une protéine chimérique. En effet, ce dépistage des réarrangements génétiques
doit étre effectué pour confirmer la translocation retrouvée en analyse cytogénétique
(ou s’il y a eu un échec de technique tel que la mauvaise qualité de morphologie des
chromosomes ou I'absence d’'une anomalie cytogénétique fortement suspectée) et
pour la mise en place rapide d’'une thérapie appropriée. La méthode utilisée au CHU
de Lille consiste en une détection par RT-MLPA (reverse transcriptase-multiplex
ligation-dépendent probe amplification) couplée a une identification par
pyroséquencage (quantification des génes de fusion sur ADN circulant par RQ-PCR)
(75). Si une translocation a été observée en cytogénétique mais que le réarrangement
geéneétique correspondant n’est pas retrouvé en RT-MLPA, une analyse des signatures
transcriptomiques peut étre effectuée se résumant a I'étude de I'expression des génes
fondée sur le séquencgage des transcrits a partir des ARNs totaux. Les réarrangements
géneétiques recherchés au dépistage sont : PML::RARA, CBFB:MYH11,
RUNX1::RUNX1T1, réarrangements de KMT2A, BCR::ABL1, et d’autres génes de
fusion plus rares. Ainsi, leur détection permet d’affirmer le diagnostic des LAM avec
anomalies génétiques récurrentes décrites dans les classifications de 'OMS et ICC
2022.

La MRD peut aussi étre suivie par des techniques de biologie moléculaire (PCR
digitale (d(d)PCR) ou RQ-PCR) sur des échantillons sanguins ou médullaires. Cette
meéthode est trés sensible. Le marqueur le plus spécifique des cellules blastiques est
utilisé comme marqueur de suivi de la MRD. |l est important également de prendre en
considération la stabilité de ce marqueur en cas de rechute. Les cibles utilisées pour
le suivi sont soit des transcrits de fusion tels que RUNX1::RUNX1T1, BCR::ABL1,

CBFB ::MYH11, KMT2A::MLLT3, DEK ::NUP214, soit une surexpression d’'un gene
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comme EVI1, WT1, soit un variant au niveau d’'un gene comme NPM1, IDH1/IDH2,
FLT3-ITD, JAKZ... . Toutefois, il est nécessaire de distinguer les variations génétiques
pertinentes pour caractériser la LAM, en vue du suivi de la MRD, des anomalies liées
a 'hématopoiése clonale. Le suivi de la MRD peut étre également réalisé par NGS
pour les variations génétiques individuelles (cependant, le seuil n’est pas bien défini
dd a un manque de normalisation de la technique mais la MRD est considérée comme
positive de fagon provisionnelle quand la proportion de variations génétiques
individuelles est = 0.1% de la fréquence allélique du variant)(23).

3. Dans le cadre des LAM exprimant le CD19

Au diagnostic, la grande majorité des cas de LAM exprimant le CD19 présentent une
translocation t(8 ;21)(922 ;q22)(76—79). De nombreuses études montrent une certaine
corrélation entre cette translocation t(8;21) et [I'expression aberrante du
CD19(77,78,80,81). La translocation t(8 ;21) entraine I'expression du géne de fusion
RUNX1::RUNX1T1. Le géne RUNX1 code pour la sous-unité o« du complexe CBF
(core binding factor), un facteur de transcription impliqué dans I'hématopoiése
normale. Cette translocation représente 5-10% des LAM. Elle entraine la formation
d’'un géne de fusion entre les genes RUNX1 (appelée aussi AML1 ou CBFa) situé en
21922 et RUNX1T1 (ETO) en 8q922. Elle peut étre associée a des anomalies
secondaires telles que la perte d’'un chromosome sexuel (X chez les femmes ou Y
chez les hommes) et la délétion partielle du bras long d’'un chromosome 9 (del 9q).
Cependant, ces anomalies secondaires ne modifient pas le bon pronostic de cette
translocation. Au myélogramme, les LAM avec une translocation t(8 ;21) peuvent
s’affilier aux LAM2 selon la classification FAB, avec la présence de blastes a
cytoplasme possédant possiblement un long et fin corps d’Auer dit en « aiguille de
boussole » (82). L'expression aberrante du CD19 peut, dans certains cas avec la
translocation t(8 ;21), étre associée a une expression aberrante du CD56 (83,84 )et du
CD7 (76) et ainsi contribuer a la détection rapide et spécifique des blastes dans le suivi
de la MRD (85). La fréquence d’expression du CD19 varie suivant les différents cas
(76).

Dans I'étude de Pifiero et al., quelques cas de LAM présentant le transcrit PML::RARA
expriment aussi de fagon aberrante le marqueur lymphoide CD19 (84). La fusion du
géne PML localisé en 15924 et du géne RARA en 17921 est effectivement causée par
la translocation t(15 ;17) qui est pathognomonique des LAM3 de la classification FAB
ou LA promyélocytaire. Elle peut étre de novo ou secondaire a un cancer, en particulier
celui du sein traité par anthracyclines. La trisomie 8 est 'anomalie secondaire la plus
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frequemment associée a cette translocation mais n’affecte pas son bon pronostic (82).
Au myélogramme ou a I’'hémogramme, les blastes sont des promyélocytes anormaux
comportant un cytoplasme avec des grosses granulations azurophiles et/ou des corps
d’Auer en fagot pour certains d’entre eux et un noyau dystrophique (réniforme ou
bilobé) avec un ou plusieurs nucléoles et une chromatine fine.

De plus, une corrélation significative a été retrouvée entre la translocation 1(9;22)
responsable de la fusion du géne BCR::ABL1 et la co-expression du CD19 et du CD34
(77). Dans d’autres cas rapportés, I'expression aberrante du CD19 s’est retrouvée
présente avec cette méme translocation (76).

Pour rappel, d’aprés la classification de I'lCC 2022, en présence d’'une de ces trois
translocations, un taux de blastes supérieur ou égal a 10% classe I'hémopathie en
LAM.

Par ailleurs, dans I'étude de Kita et al.(76), des cas avec des caryotypes normaux
associés a une expression aberrante du CD19 ont été également rapportés.

D’autres translocations ou anomalies cytogénétiques ainsi que d’autres variations
génetiques ont été rapportées dans la littérature, associées a une expression
aberrante du CD19 dans le diagnostic de LAM (86). Cette variabilité souligne
l'importance d'une analyse cytogénétique, génétique et immunophénotypique détaillee
dans la prise en charge des LAM, afin d'identifier les cibles thérapeutiques appropriées

et d'améliorer les résultats cliniques pour les patients.

d) Examens biologiques et cliniques additionnels nécessaires

D’autres analyses biologiques et examens cliniques sont recommandés lors de la
suspicion de LA au moment du diagnostic. Ces investigations permettent de prévenir
certaines complications et urgences associees a la LA mais aussi d’évaluer la situation
clinique du patient avant de lui administrer un traitement adapté.

Tout d’abord, une recherche systématique de CIVD doit étre réalisée. Cela inclut des
tests de coagulation tels que le temps de prothrombine (TP) ou International
normalized ratio (INR) (si le patient est sous anti-vitamine K), le temps de céphaline
activée (TCA) ainsi que les dosages du fibrinogéne, du facteur V de la cascade de
coagulation, des D-dimeres et des monomeres de fibrine. Ensuite, pour vérifier la
présence éventuelle d’'un syndrome de lyse tumorale sous-jacent, des analyses
biochimiques doivent étre effectuées comprenant les dosages de lactate
déshydrogénase (LDH), de phosphate, de calcium et d’acide urique dans le sang. Il
est également nécessaire d’évaluer la fonction rénale (dosages sanguins d’urée et de

créatinine avec calcul du débit de filtration glomérulaire (DFG)) et la fonction hépatique
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du patient (dosages sanguins de transaminases, de bilirubine, de phosphatase
alcaline, de protéines totales) avant le début du traitement. La fonction cardiaque doit
aussi étre explorée (électrocardiogramme, dosage sanguin de la créatine
phosphokinase, échographie cardiaque) si une chimiothérapie a base d’anthracyclines
est envisagée en raison de leur potentiel cardiotoxique.

Pour les femmes en &ge de procréer, un dosage sanguin de I’'hormone gonadotrophine
chorionique humaine (HCG) est conseillé car certains traitements peuvent étre
tératogénes et leur utilisation serait alors contre-indiquée en cas de grossesse. De
plus, pour les hommes et les femmes en age procréer, une cryopréservation,
respectivement, du sperme et des ovocytes, leur est proposée en accord avec les
souhaits de procréation et de conservation de la fertilité des patients.

Les dosages de glycémie et de triglycéridémie d’'une part et d’autre part, ceux de
sodium, potassium, chlore dans le sang sont préconisés pour une premiére approche
de I'état métabolique et de I'équilibre ionique du patient au moment du diagnostic.
Les patients atteints de leucémie aigué présentent un risque accru d’infections en
raison de leur cytopénie, surtout la neutropénie. Ainsi, en complément du dosage
sanguin de la protéine C-réactive (CRP) et d’'un examen clinique évaluant les signes
d’infection, des prélevements infectieux et une tomodensitométrie du thorax (si
suspicion d’infection pulmonaire) doivent étre exécutés. Il est également essentiel de
connaitre le statut viral au diagnostic du patient a travers des examens sérologiques
(hépatite A, B, C, virus de I'immunodéficience de type 1 (VIH-1), cytomégalovirus
(CMV), EBV, virus Herpes simplex (HSV), virus varicelle-zona (VZV)). Si une allogreffe
de cellules souches périphériques ou de moelle osseuse est envisageée, le statut CMV
du patient est requis (bien qu’avec le letermovir (traitement préventif de I'infection au
CMV), ce critere soit de moins en moins déterminant dans le choix des donneurs),
ainsi que son groupe sanguin et son typage HLA (Human leukocyte antigen). Si le
parcours de greffe est fortement engagé, il est important de rechercher des donneurs
dans la famille du patient mais si aucun membre familial n’est compatible, une
recherche parmi des donneurs volontaires non apparentés sera entreprise. De plus,
au cours de sa chimiothérapie, le patient peut présenter une aplasie périphérique, ce
qui peut entrainer des variations importantes de plusieurs parameétres sur son
hémogramme nécessitant un support transfusionnel (plaquettes ou culots globulaires).
Il est donc crucial de connaitre les sérologies virales et le groupe sanguin pour éviter
les réactivations et les accidents transfusionnels.

Si des signes neurologiques ou/et une hyperleucocytose sont présents, une ponction

lombaire est fortement suggérée afin de contrbler la présence de blastes dans le
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liquide céphalo-rachidien. En complément, une imagerie est conseillée pour détecter
les saignements intracraniens, une maladie leptoméningée et des lésions massives
cérébrales.

Au niveau clinique, le statut de performance du patient est gradé a l'aide du score
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), ce qui permet de chiffrer son état de
santé général. Un examen physique complet est également mis en ceuvre pour préter
une attention particuliére aux symptédmes cutanés et muqueux (leukemia cutis ou
pétéchies, hyperplasie gingivale), aux lymphadénopathies et a I'augmentation du

volume testiculaire.

G) Pronostic des LAM CD19+

Le pronostic d'une maladie dépend de l'influence de certains parametres et variables
cliniques et biologiques sur la survie sans événement, la survie sans rechute, ainsi que
la survie globale. Les facteurs pronostiques des LAM peuvent étre a la fois inhérents
au patient et a I'némopathie (87). Les LAM CD19+ sont des leucémies aigués
myéloides présentant une expression aberrante du CD19, ce qui peut leur conférer
des caractéristiques communes aux LAM en général. Par conséquent, cette section
discutera d'abord du pronostic des LAM de maniére générale, avant de se concentrer
plus spécifiquement sur le réle du CD19 dans le risque associé aux LAM CD19+.
Parmi les facteurs spécifiques du patient, I'dge est un critére essentiel. Un age avancé
est souvent lié a un pronostic moins favorable, notamment si I'état général du patient
est trés faible ou médiocre (ECOG <2), ce qui accroit le risque de déceés précoce
(moins de 30 jours aprés le début du traitement d'induction). De plus, les personnes
ageées présentent une proportion plus élevée de multirésistance aux traitements ou
d'anomalies chromosomiques a cytogénétique défavorable (88,89). Cependant, la
prise en compte des comorbidités du patient s'est avérée pertinente pour prédire le
taux de mortalité précoce et la survie globale, en particulier chez les patients ageés,
pour la mise en place d'une thérapie d’induction (90). Par conséquent, 'age ne devrait
pas étre le seul critere limitant des décisions thérapeutiques. Les facteurs propres aux
patients sont considérés comme préedictifs de la mortalité liée au traitement.

Parmi les facteurs pronostiques spécifiques de la LAM, on retrouve des éléments
biologiques présents au moment du diagnostic, tels que I'éventuelle hyperleucocytose
circulante et la caractérisation des anomalies chromosomiques et moléculaires
présentes dans les cellules blastiques. D'autres facteurs, notamment les antécédents
hématologiques prédisposant a la LAM (comme une LAM secondaire a un SMD

antérieur), ainsi que l'exposition antérieure a des traitements cytotoxiques, jouent
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également un role. Ces facteurs liés a la LAM sont a contrario de ceux propres au
patient, prédictifs de la résistance au traitement classique et conventionnel.

L’'ELN classe le risque pronostique des LAM en 3 groupes au moment du diagnostic
initial : favorable, intermédiaire, défavorable. Des mises a jour sont faites
réguliérement, et la derniere version date de 2022 (Table 5). La cytogénétique
représente une partie prédominante dans cette classification. En effet, les caryotypes
complexes ou certains déséquilibres chromosomiques (par exemple les pertes
affectant les parties 5q, 17p et 7q et les gains touchant le 8q, 11q et 21q) sont
systématiquement associés a un pronostic défavorable alors que les anomalies
récurrentes moins (telles que les t(8 ;21) et inv(16)). Les hyperdiploidies ne sont pas
considérées automatiquement défavorables (91) mais elles devraient étre évaluées
avec les anomalies chromosomiques et génétiques associées. Par ailleurs, le fait que
certains patients atteints de LAM présentent un caryotype normal a accentué
'importance du paramétre génétique des blastes pour le pronostic de 'hémopathie.
En effet, les variations génétiques simples ou en combinaison (en particulier celles des
génes NPM1, CEBPA, FLT3 (87), RUNX1, ASXL1(22), BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1, ou ZRSRZ2 (23)) ont acquis une signification pronostique croissante
au fil des révisions des recommandations de I'ELN. Certains de ces geénes sont
d’ailleurs associés a des diagnostics a des &ges avancés mais également a des
pronostics défavorables (RUNX1 et ASXL1). En outre, les variants de TP53 sont pris
en considération depuis 2017 et sont associés a un trés mauvais pronostic. lls sont
souvent combinés avec des caryotypes complexes et des aneuploidies
chromosomiques, telles que des délétions des chromosomes 5 et 7, aggravant ainsi
le pronostic (15,22,28). Néanmoins, quelques variations concernant certains de ces
génes (notamment IDH1/IDH2 ou DNMT3A) ne sont pas assignées a un groupe
pronostique distinct dans les recommandations de 'ELN 2022 en raison de l'utilisation
thérapeutique possible d’inhibiteurs ciblant ces variations (par exemple celles
d’IDH1/IDH2)(23).
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Catégorie de risque

pronostique Anomalies génétiques et cytogénétiques

t(8 ;21)(922 ;922.1)/RUNX1 ::RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) ou t(16 ;16)(p13.1 ;922)/CBFB ::MYH11

variant NPM1 sans FLT3-ITD

bZIP in-frame CEBPA variant (bi-ou monoallélique)

variant NPM1 avec FLT3-ITD

NPM1wt avec FLT3-ITD (sans lésions génétiques a risque défavorable)

t(9 ;11)(p21.3 ;923.3)/MLLT3 ::KMT2A

anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires non classées comme favorables ou
défavorables

t(6;9)(p23.3;934.1)/DEK ::NUP214

t(v;11923.3)/KMT2A-réarrangé (KMT2A-PTD exclu)
t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1

t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(921.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVI1)
1(3926.2;v)/ MECOM(EVI1)-réarrangé

-5 ou del(5q); 27; 217/abn(17p)

caryotype complexe, caryotype monosomal

variants au niveau des génes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U2AF1 et/ou ZRSR2 (non défavorables quand associés a une anomalie a
risque favorable)

. variant TP53 (210% de fréquence de variation allélique)

Table 5 — Classification du risque pronostique au moment du diagnostic initial d’aprés I'ELN
2022(23). Des variations génétiques concomitantes de KIT et/ou FLT3 avec la translocation (8 ;21) et
l'inversion du chromosome 16 (inv(16)) ne modifient pas la stratification du risque de ces anomalies
cytogénétiques. Un variant NPM1 est classé comme défavorable lorsqu’il est associé a une anomalie
cytogénétique défavorable. La présence de t(9;11)(p21.3 ;q23.3) est prioritaire sur les variations
génétiques défavorables. Un caryotype est considéré comme complexe quand 3 ou plus d’anomalies
chromosomiques sont présentes en I'absence d’anomalies génétiques récurrentes (les hyperdiploidies
avec trois trisomies ou polysomies sont exclues). Le caryotype est dit monosomal en présence d’au
moins deux monosomies distinctes (a I'exclusion de la perte des chromosomes sexuels X ou Y) ou
d’'une seule monosomie autosomique associée avec une anomalie structurelle chromosomique (sauf
les LAM CBF (core-binding factor)). Abréviations : PTD, partial tandem duplication ; wt, wild-type

Favorable

Intermédiaire

Défavorable

Les facteurs mentionnés précédemment concernent la période pré-traitement.
Cependant, avec l'instauration d’un suivi régulier de la MRD dans les services
cliniques et biologiques, de nouveaux facteurs pronostiques peuvent également étre
pris en compte pendant et aprés le traitement pour qualifier et classer a nouveau les
patients atteints de LAM, en dépit des facteurs identifiés avant traitement. La réponse
a la thérapie initiale et I'évaluation de la MRD sont désormais intégrées dans la
désignation du risque pronostique de la LAM. La cinétique des marqueurs de la LAM
pour le suivi de la MRD au cours du traitement est de plus en plus fréquemment
évaluée et peut étre évocatrice d’'une possible rechute ultérieure. De plus, la présence
de MRD en post-traitement est associée a un risque accru de rechute dans la plupart
des études cliniques (92). L'importance de se focaliser sur les évenements biologiques
(évaluation de la MRD par CMF et/ou biologie moléculaire) et/ou cliniques post-
traitement dans le pronostic de la LAM souligne la nécessité d’'un suivi rigoureux de
cette hémopathie. Un patient atteint de LAM, initialement considéré comme ayant un
risque pronostique favorable, peut étre reclassé en risque intermédiaire en fonction du
statut de sa MRD.

La classification des risques pronostiques de I'ELN pourrait bientot étre révisée en

raison du développement de nouvelles thérapies ciblées pour les LAM, et de la prise
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en compte de traitements moins intensifs susceptibles d’étre utilisés. Actuellement,
cette classification se base sur des patients ayant regu un traitement intensif.
L’attention se porte désormais sur le risque associé a I'expression aberrante du CD19
dans les LAM. Le CD19 est un marqueur habituellement exprimé sur les lymphocytes
B, et son expression dans les LAM est considérée comme atypique ou aberrante. Cette
expression aberrante n'‘a généralement pas un impact positif sur le pronostic des LAM.
Au contraire, elle est souvent associée a un pronostic défavorable (93,94). La
présence de CD19 a la surface des blastes myéloides peut étre un indicateur de risque
accru de rechute et une survie plus courte(93,95). Bien que rares, comme expliqué
précédemment, ces leucémies sont typiquement observées dans les cas de
translocations t(8 ;21). Les LAM avec une translocation t(8 ;21) sont généralement de
pronostic favorable, mais elles présentent un risque de rechute supérieur a 30%(96).
En revanche, méme si une LAM liée a une thérapie présente la translocation (8 ;21)
avec des caractéristiques communes a celles diagnostiquées de novo, telles que
I'expression aberrante de CD19, son pronostic, d’aprés Gustafson et al. (97), est trés
défavorable. Toutefois, d’aprés une méta-analyse de Pinheiro et al.(98), I'expression
aberrante du CD19 dans les LAM n’est pas forcément synonyme de mauvais
pronostic, comme décrit dans quelques cas de la littérature avec une rémission
compléte (83,99,100). Cependant, le cas d’'une patiente LAM CD19+ a été également
publié, avec une absence de rémission et un décés, malheureusement, 3 mois aprés
le diagnostic. Elle présentait une association de I'expression aberrante du CD19 avec
seulement une anomalie caryotypique acquise au niveau de deux mitoses ou une
trisomie 21 avait été détectée (sans l'observation de signes cliniques connus de
syndrome de Down). Néanmoins, aucune analyse de biologie moléculaire qualifiant
les blastes n’avait été mentionnée donc I'expression aberrante du CD19 est discutable
dans le pronostic défavorable de ce cas d’hémopathie (101). En effet, cette expression
aberrante du CD19 peut aussi se retrouver dans des LAM avec d’autres anomalies
cytogénétiques ou sans aucune translocation spécifique. Le pronostic se mesurera
alors a I'échelle moléculaire dans le cas de caryotype normal. Par conséquent, comme
écrit précédemment, la question pronostique d’un patient doit prendre en compte tout
un ensemble de parameétres caractéristiques de la LAM. Mais, I'importance d’un suivi
spécifique de la MRD doit également étre un critére important en raison de la rareté
de cette LAM CD19+.

Cette expression aberrante du CD19 est fréquemment associée a certains sous-types
de LAM qui présentent des rechutes et des difficultés de traitement (LAM

réfractaire)(77,85,90,101-105), malgré un pronostic initial potentiellement favorable.
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De ce fait, I'expression du CD19 dans les LAM peut aggraver le pronostic en raison de
ce risque accru de rechute. Une MRD positive ciblant le CD19 dans les blastes
constitue alors un élément pronostique défavorable majeur. Une surveillance plus
stricte de la MRD, notamment via la méthode LAIP en CMF, doit étre mise en place
durant et aprés le traitement, associée a une technique complémentaire pouvant
qualifier autrement les blastes circulants. Cela pourrait permettre une meilleure gestion
du risque de rechute. De plus, une étude récente réalisée par I'équipe Barneh et al a
pu comparer les LAM CD19+ avec des LAM CD19- présentant toutes la translocation
(8 ;21) via des données de transcriptomiques par du bulk-RNA sequencing. Il a pu
étre démontré que les LAM CD19+ avec la translocation (8 ;21) présentaient une
réduction de l'activité métabolique et également de division cellulaire, ce qui peut
former un état de privation énergétique et donc moins prolifératif. Les cellules peuvent
ainsi montrer une sensibilité diminuée a la chimiothérapie conventionnelle (106).

Par conséquent, des protocoles de thérapie alternatives ciblant spécifiquement les
blastes exprimant le CD19 pourraient étre une option appropriée de traitement et étre
administrés dans le cas de LAM CD19+ pour prévenir une rechute ou un échec

précoce de traitement, réduisant ainsi leur risque de survenue.

H) Traitement des LAM CD19+

Les LAM présentant une expression aberrante du CD19 sont traitées de la méme
maniére que les autres LAM, avec pour objectif principal d’éradiquer la maladie le plus
efficacement possible. En premier lieu, un traitement cytoréducteur a base
d'hydroxyurée est souvent instauré en réponse a une hyperleucocytose potentielle
observée au moment du diagnostic, avant que les résultats cytogénétiques ou
moléculaires spécifiques ne soient disponibles. Si le diagnostic révéle plutét des
cytopénies et un état général dégrade, des traitements de support, tels que des
transfusions et des soins palliatifs adaptés, sont prescrits pour améliorer la qualité de
vie du patient. Une fois que les résultats cytogénétiques et génétiques sont obtenus,
généralement 3 a 5 jours apres le diagnostic, des schémas thérapeutiques appropriés
comprenant des traitements ciblés ou non peuvent étre mis en place, ce qui peut
contribuer a une meilleure stabilisation de I'état clinique du patient.

Il est classiquement convenu dans le cadre du traitement d'une LAM de diviser les
patients aptes ou non a recevoir une thérapie intensive.

La stratégie de thérapie intensive débute par un traitement d’induction visant a obtenir
une rémission compléte ; puis pour ensuite la renforcer, un traitement de consolidation

suivi, selon les cas, d’'un traitement d’entretien seront instaurés.
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Le traitement d’induction classique se présente sous la forme d’'un schéma « 3+7 » :
pendant les 3 premiers jours, la cytarabine est en association avec une anthracycline
(daunorubicine ou idarubicine) et ensuite au cours des 7 jours suivants, elle est
administrée en monothérapie. Des options alternatives existent comme le schéma
FLAG-IDA (fludarabine, cytarabine, G-CSF et idarubicine) ou [I'association
mitoxantrone et cytarabine. De plus, avec I'évolution de la biologie moléculaire et des
thérapies ciblées, les patients présentant une variation FLT3 peuvent désormais
bénéficier d’un inhibiteur de kinase anti-FLT3, la midostaurine ou le quizartinib, qui
peut, ainsi, étre administré en complément afin d’améliorer leurs perspectives de
survie (107,108). D’apres I'ELN 2022, d’autres options comportant le gemtuzumab
ozogamicin (GO) (anticorps IgG4 humanisé anti-CD33 lié a un agent cytotoxique) ou
le CPX-351 (formulation liposomale encapsulant la cytarabine et la daunorubine)
peuvent étre administrées respectivement dans des cas de LAM a risque
cytogénétique favorable (ou intermédiaire) ou de LAM liées a une myélodysplasie ou
liées aux traitements (23). Une exception concerne le traitement des leucémies aigués
promyélocytaires qui repose sur l'administration d'acide tout-trans-rétinoique ou
d'arsenic. Les traitements d’induction sont assez efficaces pour permettre une
rémission compléte (RC) dans la plupart des cas.

Une rémission compléte est définie par la présence de strictement moins de 5% de
blastes dans la moelle osseuse, I'absence de blastes circulants, 'absence de maladie
extra-médullaire et des taux de polynucléaires neutrophiles (PNN) et plaquettes (PQ)
suffisants (respectivement = 1.0 G/L et = 100 G/L). Il faut aussi considérer les RC avec
une récupération hématologique incompléte (RCi) (méme criteres que RC mais avec
des taux de PNN < 1G/L et PQ < 100 G/L) et partielle (RCh) (méme criteres que RC
mais avec des taux de PNN = 0.5 G/L et 250 G/L). Lorsqu’une RC ou RCi ou RCh est
obtenue, une évaluation de la MRD est recommandée pour orienter le choix du
traitement de consolidation et ensuite le mettre en place. Cela permettra une meilleure
stabilisation de l'état clinique du patient. Le traitement de consolidation consiste
principalement en I'administration de cytarabine a dose intermédiaire sur plusieurs
cycles (2 a 5). Toutefois, si le risque de rechute estimé est éleve (109), sila MRD reste
positive malgré un pronostic initial favorable et un traitement intensif d'induction, ou si
la LAM présente un risque initial intermédiaire ou défavorable, I'allogreffe de cellules
souches périphériques (patients < 65 - 80 ans, (paramétre dépendant des centres
hospitaliers)) demeure la meilleure option aprés la premiére rémission complete. Par

ailleurs, les résultats de I'allogreffe de CSH ne cessent de s’améliorer grace a une
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meilleure stratégie de choix du donneur et des méthodes pour prévenir et traiter au
mieux les infections et la maladie du greffon contre I'héte.

Le traitement d’entretien, s’il est mis en place, est généralement moins toxique et est
administré pendant une courte période aprés la consolidation pour réduire le risque de
rechute. Le choix se porte sur la midostaurine ou quizartinib pour les LAM avec un
variant FLT3 sinon c’est la prise orale d’azacitidine qui est proposée.

Les critéres pour les patients inaptes a recevoir une chimiothérapie intensive ne sont
pas réellement définis mais I'age avancé (= 75 ans) ou I'état clinique altéré (ECOG <2)
et/ou les comorbidités liees a I'age (désordres cardiaques, pulmonaires, hépatiques
ou rénales...) en font partie. L'azacitidine ou décitabine associée au venetoclax
(inhibiteur de BCL2) constitue le schéma le plus commun. La cytarabine a faible dose
peut étre une alternative en association ou non avec le venetoclax. Si les patients LAM
présentent des variations IDH1 ou IDHZ2, des soins de support ou des monothérapies
avec inhibiteurs ciblés IDH1 et IDH2 peuvent leur étre administrés (respectivement
ivosidenib et enasidenib)(23,110).

Cependant, comme écrit précédemment, les LAM avec expression aberrante du CD19
peuvent souvent rechuter ou étre considérées comme réfractaires soulignant un échec
de traitement. D’une part, une maladie est dite réfractaire en I'absence de RC, RCi ou
RCh soit apres 2 cycles de traitement d’induction intensif, soit a un moment
prédéterminé (par exemple 180 jours aprés le début d'un traitement moins
intensif)(23). D’autre part, la rechute se définit par la présence de 5 % ou plus de
blastes médullaires ou la réapparition de blastes dans au moins 2 échantillons de sang
périphérique a au moins une semaine d’intervalle, ou le développement d’'une maladie
extramédullaire ou par une rechute de la MRD (conversion vers une positivité de la
MRD détectée par CMF ou RQ-PCR ou augmentation du nombre de copies de la MRD
supérieure ou égale a 1 log1o entre deux échantillons positifs)(23). En cas d'échec du
traitement, le clone leucémique peut acquérir de nouvelles altérations génétiques. Une
réévaluation moléculaire est donc fortement conseillée pour identifier si des patients
peuvent bénéficier d'options thérapeutiques plus appropriées. Sinon, ces patients sont
préférentiellement orientés vers une allogreffe de CSH si possible (age < 65 - 80 ans
(dépendant des centres hospitaliers) et possibilité d’avoir un donneur compatible
apparenté ou non) ou plutét vers des options moins intensives (citées précédemment)
ou vers la participation a des essais cliniques adaptés. L'allogreffe de CSH dans le
cadre de maladie réfractaire ou en rechute constitue la seule thérapie curative offrant
des résultats positifs en termes de maintien de la rémission compléte et de réduction

du risque de rechute ultérieure(111). Il faut noter que pour les LAM avec un variant
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FLT3 en rechute ou réfractaire, un autre inhibiteur de FLT3 peut étre instauré, le
gilteritinib en tant que traitement de rattrapage (23).

Tous ces traitements doivent étre également accompagnés de soins de soutien
incluant une prophylaxie anti-infectieuse et une prévention d’aggravation des
cytopénies par le biais des transfusions de plaquettes ou de culots globulaires. En cas
d’atteintes neuroméningées, des injections intrathécales de cytarabine, méthotrexate
et corticoides peuvent étre réalisées.

Grace aux récentes avancées technologiques, de nouvelles stratégies et protocoles
thérapeutiques émergent, visant a améliorer la survie et les résultats cliniques dans le
maintien de la rémission ainsi qu’a réduire les risques de rechute pour les patients
atteints de LAM (112). L'immunothérapie offre de nouvelles perspectives prometteuses
pour le traitement des LAM, notamment a travers la conception d'anticorps
monoclonaux reconnaissant des cibles thérapeutiques novatrices et le développement
de thérapies cellulaires, telles que les cellules T bispécifiques ou les cellules T a
récepteur antigénique chimeérique (Chimeric Antigen receptor ou CAR-T)(113) ou
l'utilisation de cellules NK (natural killer) et CAR-NK(114). Ces approches
pharmacologiques ouvrent la voie a une médecine plus personnalisée pour les LAM.
Toutefois, leur efficacité et leur sécurité doivent encore étre confirmées par des essais
cliniques afin d'optimiser leur utilisation dans le traitement de ces pathologies. De ce
fait, leur instauration se fera en 2é™me, 3éme oy 4°™¢ |igne de traitement dans le contexte
d’'une LAM en rechute ou réfractaire.

La présence de CD19 sur les cellules blastiques de LAM ouvre de nouvelles
opportunités d'application thérapeutique pour les traitements ciblés couramment
utilisés dans les hémopathies malignes de la lignée B. Ces thérapies s'inscrivent ainsi
dans une approche de médecine plus personnalisée. Cela peut inclure I'emploi
d’anticorps monoclonaux dirigés contre le CD19, comme le blinatumomab (115), en
monothérapie ou potentiellement en combinaison avec la chimiothérapie standard des
LAM ; afin de mieux cibler la composante lymphoide de ces LAM CD19+. Le
blinatumomab est un anticorps bispécifique engageant les lymphocytes T exprimant le
CD3 qui se lient sélectivement au CD19 exprimé a la surface des cellules de lignée B.
Il est indiqué chez I'adulte pour des LAL-B en rechute ou réfractaire. Dans un case
report de Plesa et al., trois cycles de blinatumomab ont été administrés en 3™ ligne
pour traiter une LAM CD19+ aprés une seconde rechute, conduisant une réponse
moléculaire compléte quelques mois plus tard (115). Cette approche exploite la
caractéristique aberrante de ces LAM CD19+, qui expriment le CD19 a la surface des

cellules leucémiques, pour induire une cytotoxicité meédiée par les lymphocytes T,
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visant a éliminer les cellules exprimant le CD19. Par ailleurs, les thérapies cellulaires,
telles que les cellules CAR-T anti-CD19, couramment utilisées dans les hémopathies
malignes de la lignée B, pourraient représenter une stratégie de traitement
intéressante en raison des résultats prometteurs observés dans leurs indications
initiales. Les thérapies par cellules CAR-T anti-CD19 consistent a modifier
génétiquement les lymphocytes T pour qu’ils expriment un récepteur ciblant le CD19.
Dans le cadre des LAM CD19+, elles auraient pour but de permettre I'élimination
efficace des cellules blastiques exprimant ce marqueur. En effet, cette stratégie est
actuellement explorée dans cette indication. Les résultats préliminaires sont
encourageants et pourraient offrir une amélioration de I'état clinique et biologique des
patients atteints de LAM CD19+ en rechute ou réfractaire (116,117). Des études
cherchent a perfectionner la stratégie de ciblage des cellules CAR-T mais elles se
heurtent a des obstacles de production qui remettent en question leurs objectifs. Parmi
ces problémes, il existe I'effet myéloablatif sur des cellules non tumorales en ciblant
d’autres marqueurs (comme le CD123 ou le CD33)(113), la complexité du ciblage
combiné via les CAR (118), et la difficulté de mettre en place une méthode
d’inactivation de I'antigéne d’intérét a partir des CSH en clinique pour une optimisation
des CAR (119).

Les limites de ces traitements résident dans la variabilité d'expression du CD19 et
I'apparition d'effets indésirables. En effet, pour garantir une efficacité optimale, il est
essentiel que les niveaux d'expression du CD19 restent stables. De plus, la gestion
rigoureuse des effets secondaires de ces thérapies représente un défi supplémentaire
a surmonter.

Méme si certaines études ont montré une efficacité clinique et biologique prometteuse
de ces immunothérapies, des essais cliniques plus approfondis s'avérent nécessaires
dans le contexte des LAM CD19+. Cela permettrait de mieux comprendre le potentiel
de ces thérapies ciblant le CD19, d’optimiser les nouveaux protocoles médicamenteux,
et ainsi d’améliorer leur efficacité et sécurité dans ce contexte. Un autre défi consiste
également a garantir une rémission a long terme des patients atteints de LAM CD19+.
L'objectif final est donc d'intégrer ces approches dans un schéma de traitement adapté
et spécifique a ce sous-type de LAM. Ces stratégies thérapeutiques seront utilisées
comme options en 2™ ou 3%™¢ ligne de traitement aprés une ou plusieurs rechutes ou

états réfractaires.
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I) Situation au CHU de Lille des LAM CD19+

Le service des maladies du sang du CHU de Lille est 'un des plus importants de
France, en termes de taille, de volume d’activité et de réputation. Le service connait
un rayonnement national en hématologie grace a son expertise, son activité clinique,
de recherche et d’innovation et son infrastructure avancée pour les traitements

spécialisés (greffes de CSH et thérapies ciblées).

Un large éventail de maladies du sang peut ainsi étre pris en charge allant des troubles
courants aux pathologies complexes et plus rares tout en passant par les leucémies,
les lymphomes et les anémies. Dans ce manuscrit, nous allons nous intéresser
particulierement aux LAM exprimant de fagcon aberrante le CD19 (ou LAM CD19+)
diagnostiquées au CHU de Lille.

a) Population étudiée

1. Sélection des patients

La sélection des patients dans cette population étudiée s’est déroulée en plusieurs
étapes. Tout d’abord, la premiére consistait en la définition méme de I'hémopathie
étudiée c’est-a-dire « LAM CD19+ » avec une sélection des patients qui présentaient
un immunophénotypage de blastes myeéloides en CMF avec un pourcentage
d’expression du CD19 strictement supérieur a 50%. En paralléle, les critéres
d’exclusion sont : les informations biologiques manquantes de caractérisation de la
LAM (c’est-a-dire les résultats des analyses cytologique, moléculaire et
cytogénétique), les données cliniques insuffisantes ou absentes au diagnostic et en
suivi ainsi que celles concernant les traitements utilisés (étant donné que les patients
n’étaient pas toujours pris en charge a Lille ou dans la région lilloise ou dans les
centres hospitaliers périphériques). En effet, dans le service d’hématologie biologique
a Lille, les demandes de cytogénétique, de biologie moléculaire et/ou de CMF provenir
de toutes les régions frangaises. Les derniéres étapes de sélection se basaient sur la
définition méme de la leucémie aigué d’aprés 'ELN 2022 : prendre en compte les
patients présentant un pourcentage dans le sang ou la moelle = 10% (et si ce n'est
pas une anomalie récurrente, d’aprés les recommandations, il faut compter plutét 20%
pour éviter les syndromes frontieres entre SMD et LAM) et exclure ceux qui ont eu
comme antécédents un SMP (leucémie myéloide chronique, thrombocytémie
essentielle, myélofibrose ou polyglobulie de Vaquez). (Figure 7)

Le nombre total final de patients LAM CD19+ dans cet écrit est de 45, et I'étude s’étend

sur une période allant de janvier 2007 a avril 2024 au CHU de Lille.
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et

CMF : %CD19 blastes > 50%
commentaire CMF : Blastes a immunophénotype myéloide avec expression aberrante du CD19

74 patients

|

| Données récupérées des analyses de cytologie, cytogénétique

et de biologie moléculaire caractérisant la LAM

61 pationt T 11 patients sans données cytogénétiques
21 patients 1 patient sans données cytogénétiques ni moléculaires
l 1 patient sans données cytologiques

Connaissances de I'état clinique des patients,
des traitements administrés et du suivi clinico-biologique réalisé

48 patients

|

| 2 10% blastes myéloides dans la moelle ou le sang si anomalies récurrentes présentes

13 patients sans données cliniques, de suivi ni de traitement

ou
2 20% blastes myéloides hors anomalies récurrentes
- I 2 patients connus avec une thrombocytémie essentielle
45 patients 1 patient avec 10-19% blastes et considéré comme SMD/LAM

Figure 7 — Sélection des patients LAM CD19+ au CHU de Lille. Abréviations : LAM, leucémie aigué
myéloide ; SMD, syndrome myélodysplasique

2. Caractéristiques générales des patients
Pendant cette période d’étude, 45 patients ont été diagnostiqués pour une LAM avec
une expression aberrante du CD19. Les données démographiques des patients sont
résumeées en Table 6. Des patients trés jeunes ont été touchés par une LAM CD19+,
le plus jeune ayant un peu moins de 3 ans au moment du diagnostic. L'dge moyen des
patients est d’environ 41 ans. La répartition entre hommes et femmes de cet
échantillon de patient est presque équilibrée, avec un ratio proche 1:1. Un peu moins
d’'un tiers des patients ne présentaient aucun antécédent médical tandis que 42.2%
avaient des antécédents personnels ou familiaux de maladies du sang et/ou de cancer.
En effet, pour certains d’entre eux, leur histoire personnelle avait déja été marquée par
un diagnostic de LAM. Cependant au moment du diagnostic, seulement 2 patients ont
découvert de facon fortuite qu’ils étaient atteints de LAM CD19+. La grande majorité
des patients (84.4%) manifestaient un syndrome anémique (perte de poids, asthénie,
fatigue, dyspnée...) alors qu’environ un tiers d’entre eux présentaient des tuméfactions
des organes hématopoiétiques. Par ailleurs, un peu moins de 50% des patients
avaient des localisations extra-médullaires (cutanéo-muqueuses (hypertrophie
gingivale par exemple), neurologiques (confusions), osseuses...). Lors des premiers
examens biologiques réalisés au moment du diagnostic incluant ’'hémogramme et le
myeélogramme, les résultats biologiques indiquaient en moyenne une bicytopénie
(anémie et thrombopénie) accompagnée d’une hyperleucocytose. Le taux moyen de
blastes observé dans le myélogramme était plus élevé que celui relevé sur
I'hnémogramme (57.4 vs 39.2%). Dans les deux cas, pour certains patients, les blastes

observés pouvaient afficher un corps d’Auer dans leur cytoplasme.

53



Caractéristiques | N patients = 45
Caractéristiques démographiques

Age au diagnostic

Age (années) (médiane (min-max)) | 41.3 (2.7 - 82.6)
Sexe

Femmes - n patients (%) 22 (48.9)
Hommes - n patients (%) 23 (51.1)
Antécédents médicaux

Antécédents hématologiques et/ou cancéreux (patients et famille) - n patients (%) 19 (42.2)
Antécédents non hématologiques (HTA, Diabéte, Maladies auto-immunes...) - n patients (%) 19 (42.2)
Sans antécédents - n patients (%) 14 (31.1)
Symptémes cliniques au diagnostic - n patients (%)

Syndrome anémique 38 (84.4)
Syndrome hémorragique 16 (35.6)
Syndrome infectieux 20 (44.4)
Tuméfaction des organes hématopoiétiques (hépatomégalie, splénomégalie, adénopathies) 15 (33.3)
Localisations extra-médullaires (neurologiques, cutanéo-muqueuses, osseuses,...) 21 (46.7)
Sans symptémes cliniques 2(4.4)
Caractéristiques biologiques standard au diagnostic - moyenne (+SD)

Hémogramme

Globules blancs (G/L) 17.0 (24.8)
Hémoglobine (g/dL) 8.4 (3.1)
Plaquettes (G/L) 59.5 (52.7)
Blastes (%) 39.2 (27.2)
Myélogramme

Blastes (%) | 57.4 (24.5)

Table 6 — Caractéristiques démographiques et clinico-biologiques des patients LAM CD19+, au
moment du diagnostic. Abréviations : HTA, hypertension artérielle ; min, minimum ; max, maximum ;
SD, standard deviation (= écart-type)

3. Biologies spécialisées des patients

Aprés le diagnostic initial de présence de blastes sur I'hémogramme et le
myélogramme, des échantillons de moelle et de sang sont aussi analysés par d’autres
techniques pour caractériser au mieux la LAM circulante. En effet, des études de CMF,
de cytogénétique et de biologie moléculaire seront effectuées. Les résultats seront
rendus dans les meilleurs délais permettant ainsi d’administrer un traitement adapte,
d’identifier les meilleurs marqueurs pour le suivi de la MRD et également de pouvoir
qualifier le pronostic de la LAM diagnostiquée.

a. Cytométrie en flux

En cytométrie en flux dans le service dhématologie, [I'analyse de
'immunophénotypage permet principalement de confirmer en premier lieu I'origine de
la LA (myéloide ou/et lymphoide) fraichement diagnostiquée sur 'hémogramme et le
myeélogramme. Puis, lorsque l'origine myéloide est détectée, les expressions de
plusieurs clusters de différenciation a la surface sont observées pour permettre de
qualifier la LAM et leur particularité d’expression. Pour les LAM, I'expression de CD19
est rare. C’est une aberrance d’expression qui permet également de caractériser le
clone leucémique circulant et de faire le suivi de la MRD a partir d’'un schéma LAIP.
Les LAM CD19+ présente un LAIP avec une expression aberrante du CD19 qui peut
souvent étre associée avec d’autres particularités d’expression (faible ou forte) comme

celles du CD56, CD7, CD4 ou/et CD2. Comme écrit préecédemment, des cas dans la
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littérature sont déja publiés concernant des co-expressions. La plus connue et la plus
commune dans cette étude est celle avec le CD56 (28.9%) (Table 7). Le taux moyen
d’expression du CD19 pour les LAM dans cette étude est de 77.8 £ 16.0% (Table 7).
En effet, dans les critéres d’inclusion, I'expression du CD19 devait étre strictement
supérieure a 50% pour que ce soit une expression forte de ce marqueur. De plus, il
faut noter que ces LAM CD19+ n’ont pas d’expression aberrante d’autres marqueurs
forts de lignée des cellules lymphoides B (CD20, CD10 et CD79a), ce qui écarte une
origine lymphoide ou un phénotype mixte ou bi-linéale. Par ailleurs, il est a noter que
certains patients ont présenté une expression de CD19 a la surface de leurs cellules
lors de leur rechute de LAM, bien que cette expression aberrante n'ait pas été détectée
au moment du diagnostic initial. Cependant, ces patients ont soit rechuté par la suite,
soit présenté une LAM réfractaire, soit sont décédés. Néanmoins, le diagnostic de ces
LAM n’est pas terminé et il faut le compléter avec les études cytogénétiques et

moléculaires pour avoir un qualificatif final de la leucémie aigué fraichement décelée.

b. Etude cytogénétique
L'étude cytogénétique réalisée a I'aide d’un caryotype ou/et par une technique de FISH
permet de mettre en évidence des anomalies cytogénétiques récurrentes ou complexe
ou autres, ce qui est essentiel pour le classement de la LAM selon les
recommandations de I'lCC 2022 (20). Le recueil détaillé des analyses cytogénétiques
est représenté en Table Supplémentaire 1. Pres de deux tiers des patients étudiés
LAM CD19+ présentent une translocation t(8 ;21) (Table 7). Cette translocation
cytogénétique est qualifiee comme récurrente et peut étre associée avec d’autres
anomalies comme la perte d’'un chromosome sexuel (X ou Y) ou la délétion d’autres
chromosomes. Cependant, selon les critéeres de I'lCC 2022, en présence de telles
anomalies additionnelles, 'anomalie récurrente reste le facteur déterminant pour le
classement de la LAM (20,23). En effet, pour un patient, la translocation t(8 ;21) était
présente mais elle est considérée comme complexe car il y a plus de 3 anomalies
clonales présentes en association avec. C’est un patient qui rechute de sa LAM. Elle
est alors classée sur la Table 7 en tant que t(8 ;21) en raison de sa présence
déterminante pour le diagnostic. Dans cette étude, deux patients présentaient un
caryotype complexe et quatre autres avaient des anomalies cytogénétiques qualifiées
de non spécifiques (Table 7). Toutefois, le caryotype de 6 patients ne montrait aucune
anomalie chromosomique acquise, bien que I'un d’entre eux présentait une anomalie
chromosomique constitutionnelle (trisomie 21) en raison du syndrome de Down du

patient (Table 7). Pour les 10 patients dont les analyses cytogénétiques ne sont ni
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spécifiques ni révélatrices d'anomalies acquises, des tests de biologie moléculaire

sont requis pour caractériser plus précisément le diagnostic de ces LAM CD19+.

c. Analyse de biologie moléculaire

Le recueil détaillé des analyses de biologie moléculaire est représenté en Table
Supplémentaire 2. Les résultats de cytogénétique révélant certaines translocations se
manifestent en biologie moléculaire par la détection de leurs transcrits de fusion
correspondants, a savoir : 1(8;21) avec RUNX1::RUNX1T1,1(15;17) avec PML::RARA,
et 1(9;22) avec BCR-ABL1. Dans la Table 7, un résumé des résultats de biologie
moléculaire présente les variations ou les réarrangements génétiques prédominants
qui permettent de faire le diagnostic ou de réaliser le suivi de la MRD (comme WTT7).
Des variants NPM1 sont retrouvés chez 3 patients tandis que seulement 1 patient avait
une variation du géne TP53. Les LAM résultent d'une prolifération incontrlée de
cellules myéloides immatures qui envahissent la moelle osseuse, dans un contexte
d'instabilité génétique. Un clone leucémique peut présenter une ou plusieurs variations
ou désequilibres génétiques. La majorité de ces variations sont acquises en réponse
a divers facteurs déja mentionnés précédemment, tels que les rayonnements
ionisants, les traitements, ou les agents chimiques. Méme si des réarrangements
geénetiques prédominants sont présents, d’autres variations sur d’autres génes
peuvent apparaitre en combinaison. La plupart des transcrits de fusion
RUNX1::RUNX1T1, dans cette étude, sont associés a une surexpression de WT1
et/ou des variations génétiques reliées a la myélodysplasie comme ASXL1 et EZH?2
et/ou également des variations pouvant perturber la pathogénése comme NRAS ou
KRAS ou KIT (Table supplémentaire 2). Un peu moins de 10% des patients
présentaient également des variations du géne FLT3. Pour cette étude, la grande
majorité des malades était suivie pour leur MRD moléculaire via leur transcrit de fusion
RUNX1::RUNX1T1 alors que pour lautre partie des patients, c'était via la
surexpression du géne WT1 sauf pour certains cas pour lesquels le suivi était réalisé
grace aux réarrangements genétiques PML ::RARA ou BCR ::ABL1 ou leurs variants
NPM1.
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Caractéristiques biologiques spécialisées (N = 45 patients)

Biologie moléculaire déterminante - n patients (%)

Anomalies génétiques récurrentes - n patients (%) 35 (77.8)
BCR::ABL1 2(4.4)
PML::RARA 1(2.2)
RUNX1::RUNX1T1 29 (64.4)
Variation NPM1 3 (6.5)
Variation TP53 - n patients (%) 1(2.2)
Variations génétiques reliées a la myélodysplasie - n patients (%) 3(6.7)
EZH2 1(2.2)
RUNX1 2(4.4)
Autres variations - n patients (%) 6 (13.3)
Variation CEBPA + Surexpression WT1 1(2.2)
Surexpression de WT1 1(2.2)
Duplication FLT3 (FLT3-ITD) + Surexpression WT1 3(6.5)
Variation FLT3 (FLT3-TKD) + Surexpression WT1 1(2.2)
Cytogénétique - n patients (%)

Anomalies cytogénétiques récurrentes - n patients (%) 32 (71.1)
t(8;21)(922;922.1) +/- d'autres anomalies additionnelles 29 (64.4)
t(15;17)(924.1;921.2) 1(2.2)
t(9;22)(q34.1;911.2) 2(4.4)
Variations cytogénétiques reliées a la myélodysplasie - n patients (%) 3(6.5)
Caryotype complexe 2(4.4)
del(79)/(-7) 1(2.2)
Autres anomalies cytogénétiques - n patients (%) 4 (8.9)
del(14)(q22931) et t(14;15)(932;q911) 1(2.2)
t(1;11)(p32;923),del(13)(q12q31) 1(2.2)
add(2)(q37),+6 1(2.2)
del16(q22) 1(2.2)
Caryotype normal - n patients (%) 5(11.1)
Anomalie cytogénétique constitutionnelle - n patients (%) 1(2.2)
Trisomie 21 1(2.2)
Cytométrie en flux

CD19 (%) (moyenne (+SD)) 77.8 (16.0)
Autres expressions aberrantes associées - n patients (%)

Association avec CD56 (= 20%) - n patients (%) 13 (28.9)
Association avec CD7 (= 20%) - n patients (%) 9 (20.0)
Association avec CD4 (= 20%) - n patients (%) 3(6.7)
Association avec CD2 (= 20%) - n patients (%) 1(2.2)
Sans autre association aberrante - n patients (%) 23 (51.1)

Table 7 — Caractéristiques des cas de LAM CD19+ suivant les analyses spécialisées
d’hématologie (en cytogénétique, cytométrie en flux et biologie moléculaire).

4. Classification diagnostique selon I'ICC 2022 des cas de LAM CD19+

Grace aux différentes parties précédentes, un regroupement d’'informations
caractérisant les LAM CD19+ étudiées peut étre réalisé pour pouvoir les classer
suivant les recommandations de I'lCC 2022 (Table 8).

Sur les quarante-cinq patients, trente-cing sont diagnostiqués comme souffrant de
LAM avec des anomalies génétiques récurrentes. La majorité des LAM CD19+
(64.4%) était associée a la translocation 1(8;21)(q22;922.1), responsable du géne de
fusion RUNX1::RUNX1T1. La répartition des patients est ensuite plus dispersée dans
les autres catégories. Il est intéressant de noter qu'environ 9 % des patients présentent
une LAM associée a des variations génétiques ou cytogénétiques lices a la
myélodysplasie, tandis que 4 autres patients (8.9%) sont atteints de LAM sans
anomalies spécifiques. De plus, un patient, atteint du syndrome de Down, a développé
une LAM alors que pour un autre patient, une LAM avec une variation TP53 était

identifiée.
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Classification diagnostique des cas de LAM CD19+ selon I' ICC 2022 N patients = 45

LAM avec anomalies génétiques récurrentes 35 (77.8)

Leucémie aigué promyélocytaire avec t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA 1(2.2)
Leucémie aigué myéloide avec t(8;21)(q22;922.1)/RUNX1::RUNX1T1 29 (64.4)
Leucémie aigué myéloide avec variations NPM1 3(6.7)
Leucémie aigué myéloide avec t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1 2(4.4)
Variation TP53 1(2.2)

LAM avec variation TP53 1(2.2)
Variations ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ou ZRSR2 3(6.7)

LAM avec variations génétiques reliées a la myélodysplasie 3(6.7)

Caryotype complexe (2 3 anomalies chromosomiques* clonales non apparentées en I'absence
d'autres anomalies génétiques récurrentes définissant la classe), del(5q)/t(5q)/add(5q), =7/del(7q),

+8, del(12p)/t(12p)/add(12p), i(17q), ~17/add(17p) ou del(17p), del(20q), et/ou idic(X)(q13) anomalies 22
clonales

LAM avec variations cytogénétiques reliées a la myélodysplasie 1(2.2)
Sans d’autres anomalies spécifiques 4 (8.9)

LAM 4(8.9)
Autres : Sarcome myéloide, Néoplasmes myéloides associés au syndrome de Down et a cellules 1(2.2)

dendritiques plasmacytoides blastiques
Néoplasmes myéloides associés au syndrome de Down 1(2.2)

Table 8 - Classification diagnostique des cas de LAM CD19+ selon I'ICC 2022

5. Classification pronostique selon 'ELN 2022 des cas de LAM CD19+

Les recommandations de 'ELN 2022(23) ont permis de clarifier une classification
pronostique au moment du diagnostic des LAM suivant différents paramétres
cytogénétiques et génétiques. Pour les cas étudiés au CHU de Lille, il a été possible
de catégoriser le risque au diagnostic des LAM CD19+ et cela est résumé dans la
Table 9.

Comme mentionné précédemment, 29 cas présentaient une translocation t(8;21).
Cependant, dans la Table 9, seuls 28 de ces cas sont répertoriés comme ayant un
risque favorable, au lieu de 29. En effet, un patient avec cette translocation t(8;21) a
été classé comme a risque défavorable en raison de la complexité du clone
leucémique qu’il présentait et de la forte compatibilité avec une rechute de LAM. Lors
de cette rechute, le patient a montré une expression significative (> 50%) du marqueur
CD19. Un cinquiéme des patients était considéré a un risque intermédiaire alors qu’un
peu plus de 15% étaient a risque défavorable. L'expression du CD19 est reconnue
comme un facteur de mauvais pronostic quand elle est significative a la surface des
blastes myéloides car il s’agit d’'une aberrance d’expression pour les LAM. De plus,
cette expression significative du CD19 dans le cas des LAM peut étre aussi la
conséquence d'une rechute de LAM précoce ou tardive ce qui explique pourquoi
certains patients de notre étude avaient déja connu des évenements hématologiques
antérieurs, principalement des LAM. Cependant, pour évaluer le pronostic final de la
LAM, il est également crucial de prendre en compte les paramétres cytogénétiques et
geéneétiques et de prioriser I'évaluation de la MRD. De plus, il faudra déterminer de
nouveau le pronostic des cas étudiés apreés les traitements regus et les événements

post-diagnostiques recensés (rechute ou réfractaire).
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Classification pronostique des cas de LAM CD19+ au diagnostic selon 'ELN 2022
Catégories de risque

q Anomalies génétiques et cytogénétiques N patients = 45

pronostique
t(8 ;21)(922 ;922.1)/RUNX1 ::RUNX1T1 28 (62.2)

FEVEEIE variant NPM1 sans FLT3-ITD 122 | 20044
variant NPM1 avec FLT3-ITD 2(4.4)

emmedEie NPM1wt avec FLT3-ITD (sans Iésions génétiques a risque défavorable) 3(6.7) 9 (20.0)
anomalies cytogénétiques et/ou moléculaires non classées comme 4 '

A (8.9)
favorables ou défavorables
t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1 2(4.4)
caryotype complexe, caryotype monosomal 1(2.2)
. variants au niveau des génes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,

DEETEEI SRSF2, STAG2, UZAFT otlou ZRSR? (non défavorables quand associés a | 3 (6.7) 7(156)
une anomalie a risque favorable)
variants TP53 (210% de fréquence de variation allélique) 1(2.2)

Table 9 - Classification pronostique des cas selon I'ELN 2022 au moment de leur diagnostic en
tant que LAM CD19+

b) Schéma thérapeutique

Les patients traités pour une LAM suivent un cycle de thérapie débutant par une
chimiothérapie d'induction, complétée par soit une chimiothérapie de consolidation,
soit une allogreffe. Certains patients participent également a des essais cliniques.
Ainsi, divers schémas thérapeutiques (induction + consolidation) ont été appliqués.
Pour cette étude, la Table 10 résume les traitements regus en induction et en
consolidation.
En induction, la grande majorité des patients a recu de la cytarabine associée ou non
a un autre traitement. La combinaison la plus commune parmi cette cohorte de patients
était avec de la daunorubicine (18 patients sur les 45 équivalent a 40.0% des patients)
sur un schéma « 3 + 7 » (comme décrit précédemment). Un peu moins de 15% des
patients ont bénéficié d’injections intrathécales de cytarabine associées avec du
méthotrexate et de [I'hydrocortisone visant a prévenir les complications
neuroméningées possibles. Cette prophylaxie neuroméningée est souvent
administrée lorsqu’une hyperleucocytose circulante a été observée au diagnostic. Six
patients ont également recu de 'amsacrine qui est une alternative possible a la
daunorubicine ou a l'idarubicine. C’est un médicament qui a comme propriété de se
lier a '’ADN par intercalation et par forces électrostatiques externes. Ainsi, il inhibe la
synthése de ’'ADN mais pas de 'ARN empéchant la croissance de certaines cellules.
Un patient a regu directement une allogreffe de CSH aprés le diagnostic de LAM
CD19+ étant donné que c’était une rechute de LAM déja traitée auparavant par
différents traitements (daunorubine, amsacrine, cytarabine, azacitidine). C’était
considéeré comme une LAM réfractaire et en rechute, car évolutive, et avec un parcours
de greffe déja initie. De méme, deux patients ont été placés directement en soins
palliatifs et de soutien. Le premier en raison d'une dégradation clinique trés rapide et
d'un pronostic défavorable de sa LAM, associé a une variation TP53. Le second, en
raison d’'une détérioration clinique marquée par une pancytopénie importante, incluant
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une hémoglobine a 5 g/dL, ainsi qu'une localisation neuroméningée avec des
symptémes qui ont aggravé son cas. La translocation t(9 ;22) est responsable de la
formation du géne de fusion BCR ::ABL, qui, au niveau protéique, permet I'expression
d’'une tyrosine kinase. Cette protéine peut étre inhibée par une certaine catégorie de
médicaments dont le dasatinib. De ce fait, les deux patients porteurs de cette
translocation se sont vus administrer ce médicament. Par ailleurs, il est intéressant de
noter l'impact du pronostic au diagnostic de LAM CD19+ sur le choix du schéma
thérapeutique, méme en phase d'induction. Un patient avec un pronostic favorable a
recu un anti-CD33 (GO), tandis que deux patients présentant un pronostic trés
défavorable ont été traités par différentes approches : lI'un a recu du F14512, un
inhibiteur de la topoisomérase Il (en raison de sa rechute apres une allogreffe pour un
patient de plus de 60 ans) ; le deuxiéme a été traité avec du gilteritinib, un anti-FLT3
(suite a une rechute de LAM avec un variant FLT3-ITD). Enfin, pour un patient
présentant une expression aberrante du CD19, observée pour la premiére fois au CHU
de Lille lors d'une rechute de sa LAM CD19+ diagnostiquée antérieurement a
I'étranger, un traitement anti-CD19 (blinatumomab) a été prescrit en induction en
raison de l'expression significative du CD19 a la surface des cellules blastiques
myéloides, conformément au modéle décrit dans l'article de Plesa et al(115). Ce
schéma thérapeutique ouvre ainsi la voie a des traitements ciblés et personnalisés
anti-CD19 pour les LAM CD19+

En consolidation, les traitements impliquent, pour la majorité des patients, de la
cytarabine seule ou associée en 3 cycles (le plus souvent). Un peu moins de 10% ont
bénéficié d’'une allogreffe au lieu d’'un traitement de chimiothérapie de consolidation.
Le patient présentant la translocation t(15 ;17) avait regu de la cytarabine seule en
induction puis en consolidation du trioxyde d’arsenic qui a un role dans la dégradation
de la protéine de fusion PML::RARA en se fixant directement et spécifiquement sur la
partie PML. Un peu plus de 10 % des patients (n = 5) n’ont regu aucun traitement de
consolidation. Parmi eux, trois patients étaient réfractaires a la LAM, et une rémission
compléte n'a pas pu étre obtenue : deux de ces patients sont décédés en raison de
cet état réfractaire, tandis que le troisieme est encore en observation dans un état
réfractaire, nécessitant une évaluation pour trouver une solution thérapeutique
appropriée. Dans les deux autres cas, I'un concernait une patiente ayant directement
recu une allogreffe en induction, ce qui a interrompu tout traitement de consolidation,
et l'autre patient, ayant bénéficié de soins palliatifs en induction, n'a pas continué de
traitement en consolidation. Le patient qui a regu des soins palliatifs en consolidation

avait d'abord été traité avec du gilteritinib. A la suite d’une rechute, il a été décidé de
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le placer en soins palliatifs en raison de l'impasse thérapeutique rencontrée. Par
ailleurs, 6 patients ont recu 3 cures de consolidation différentes: la premiére
comprenait de la cytarabine et de I'amsacrine, puis en deuxieme cure, c’était la
combinaison de trois principes actifs (cytarabine, daunorubicine, etoposide) et enfin,
la troisieme consistait en I'association de cytarabine avec de la L-asparaginase et
certains pouvaient recevoir possiblement de [linterleukine 2. Cela concernait
uniquement les patients dgés de moins de 18 ans participant a un essai clinique
nommeé ELAMO2 qui avait pour but d’évaluer I'efficacité de l'interleukine 2 en traitement
d’entretien des LAM.

Traitements d'induction (N patients = 45)
Allogreffe - n patients (%) 1(2.2)
Azacitidine + Soins palliatifs - n patients (%) 1(2.2)
Blinatumomab puis Azacitidine + Venetoclax - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine - n patients (%) 2(4.4)
Cytarabine + Amsacrine - n patients (%) 4 (8.9)
Cytarabine + Amsacrine + Midostaurine - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine + Amsacrine puis Decitabine + Venetoclax - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine + Daunorubicine - n patients (%) 18 (40.0)
Cytarabine + Daunorubicine + Dasatinib - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine + F14512 - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine + Idarubicine - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine + Mitoxantrone + IT (MTX, cytarabine, hydrocortisone) - n patients (%) 6 (13.3)
Cytarabine + Mitoxantrone - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine puis Azacitidine + Venetoclax - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine puis Cytarabine + Mitoxantrone + Gemtuzumab ozogamicine - n patients (%) 1(2.2)
Dasatinib - n patients (%) 1(2.2)
Fludarabine + Cytarabine + Mitoxantrone - n patients (%) 1(2.2)
Gilteritinib - n patients (%) 1(2.2)
Soins palliatifs - n patients (%) 1(2.2)
Traitements de consolidation (N patients = 45)

Aucun - n patients (%) 5(11.1)
Allogreffe - n patients (%) 4 (8.9)
Azacitidine + Acide tout-trans rétinoique + Dépakine - n patients (%) 1(2.2)
Azacitidine + Venetoclax - n patients (%) 1(2.2)
Cytarabine (+/- IT (MTX + Cytarabine) - n patients (%) 19 (42.2)
Cytarabine + Amsacrine - n patients (%) 2(4.4)
Cytarabine + Amsacrine puis Cytarabine + Daunorubicine + Etoposide puis Cytarabine + L-Asparaginase 6 (13.3)
(+/-1L-2) - n patients (%)

Cytarabine + Amsacrine puis Cytarabine + Daunorubicine + Etoposide + IT triples (MTX, cytarabine, 1(2.2)
hydrocortisone) - n patients (%)

Cytarabine + Daunorubicine - n patients (%) 2(4.4)
Dasatinib - n patients (%) 1(2.2)
Mitoxantrone + Cytarabine + IT (Cytarabine) puis Cytarabine - n patients (%) 1(2.2)
Soins palliatifs - n patients (%) 1(2.2)
Trioxyde d'arsenic - n patients (%) 1(2.2)

Table 10 — Traitements d’induction et de consolidation regus par les patients. Abréviations :
F14512, inhibiteur de topoisomérase I, IL, interleukine, IT, intrathécale ; MTX, methotrexate

Pour certains patients, en fonction du pronostic de la LAM diagnostiquée, des résultats
de la MRD et des événements intercurrents (rechute ou état réfractaire) survenus
pendant ou apres le traitement de consolidation, la stratégie thérapeutique (induction
+ consolidation) pouvait se poursuivre directement soit par I'inclusion dans un parcours
d’autogreffe ou allogreffe de CSH avec un donneur apparenté ou non, soit par un
traitement d'entretien directement soit aucun traitement si la MRD l'autorisait. Cinq
patients ont pu bénéficier d’'une allogreffe de CSH représentant ainsi le traitement post-
consolidation le plus administré dans notre échantillon de patients (Figure 8). En effet,
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c'est encore aujourd’hui le seul traitement curatif des hémopathies malignes
permettant des rémissions a long terme. Par conséquent, l'allogreffe est le plus
souvent indiquée en consolidation, en entretien ou en rechute/état réfractaire. De plus,
un des patients avait déja entamé un parcours d’allogreffe, mais une rechute avait été
observée en consultation pré-greffe. Il a été ensuite allogreffé sur sa maladie évolutive.
Lorsqu'un patient est allogreffé, un suivi régulier par analyse du chimérisme est alors
entrepris. Cette analyse permet de quantifier I'origine (donneur ou receveur) d'une
population cellulaire obtenue a partir d'un prélevement sanguin ou meédullaire. Si le
chimérisme révéle un pourcentage significatif de cellules d'origine receveuse, cela
pourrait indiquer une rechute médullaire. Ce résultat devra étre confronté a l'état
clinique du patient. De plus, des tests complémentaires, tels qu'un hémogramme, un
myeélogramme, ainsi que le suivi de la MRD en cytométrie de flux et en biologie
moléculaire, doivent étre réalisés pour confirmer ce diagnostic. Cependant, la majorité
des patients (88.9%) n’ont pas regu de traitements d’entretien ni d’allogreffe (Figure
8). Une analyse de survie pourra peut-étre révéler si la poursuite d’'un traitement avec
une allogreffe est significative en termes de bénéfice pour les patients. Sur la base de
ces analyses, il serait possible de soutenir également I'utilisation de traitements ciblés
comme le blinatumomab ou les CAR-T CD19+ en 2°me 3¢me gy 4éme |igne de
traitement, particuliérement dans les cas de LAM CD19+ réfractaire ou/et en rechute.
En résumé, cette approche pourrait fournir des arguments solides pour justifier
l'utilisation de thérapies ciblées dans des cas spécifiques de LAM, en se basant sur la
dynamique de la MRD et les résultats des analyses de survie.

I Allogreffe (n=15)
[ Aucun traitement (n = 40)

N patients = 45

Figure 8 — Répartition des traitements d’entretien des LAM CD19+ de notre étude de patients.
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c) Reéfractaire ou en rechute et pronostic

1. Caractéristiques des patients LAM CD19+ réfractaire ou en

rechute

Les LAM CD19+ ont une forte tendance a la rechute ou a étre réfractaire. Selon les
criteres de 'ELN 2022(23), 51.1% des LAM CD19+ de cette étude ont soit rechute,
soit ont éteé réfractaires. Les caractéristiques démographiques, cliniques et biologiques
intéressantes des rechutes et des LAM réfractaires sont résumées dans la Table 11.
Parmi les patients ayant rechuté ou présentant une LAM réfractaire, la majorité sont
des hommes (60.9%). De plus, 'age médian de ces patients est de 46.7 ans avec une
amplitude d’age allant de 2.7 a 82.6 ans. Un peu moins de 50% des patients avaient
des antécédents hématologiques personnels et/ou familiaux. Cependant, au
diagnostic, plus de la moitié des patients (56.5%) présentaient des localisations extra-
meédullaires en symptémes cliniques. Aprés les traitements regus (les principes actifs
recus des patients en rechute/réfractaire sont détaillés en Table supplémentaire 3),
une RC n’a pas été détectée chez 8 patients. Le temps moyen sans événement entre
la rémission clinique ou le début de traitement (pour ceux qui n’ont pas connu de RC)
et l'identification de I'état réfractaire ou de rechute pour ces patients est inférieur a 1
an. Au niveau biologique, I'hyperleucocytose au diagnostic peut se révéler étre un
critére pronostique défavorable mais dans cet échantillon de patients, la plupart des
patients ne l'est pas (61.1%). Toutefois, le pourcentage moyen de blastes au
myélogramme était assez important étant donné qu’il était supérieur a 50%. En CMF,
légérement plus de la moitié des patients en rechute/réfractaires (56.5%) possédait
une coexpression avec un autre marqueur aberrant (CD2, CD56 ou CD7), ce qui est
assez commun dans ces LAM CD19+. Sur les 23 patients en rechute ou réfractaires,
11 possédaient la translocation t(8 ;21) responsable du transcrit de fusion
RUNX1::RUNX1T1 tandis que les 12 autres en avaient des différentes. De plus, quand
cette translocation t(8.21) est présente, le pronostic est évalué comme favorable pour
ces patients, malgré le taux de rechute connu important dans ces LAM. L'observation
de la surexpression du géne WTT1 dans prés de 75 % des patients en rechute et
réfractaires met en lumiére son réle significatif dans les LAM. Ce phénomeéne, bien
que relativement fréquent dans les LAM, pourrait jouer un réle clé dans la prolifération
des cellules leucémiques et dans l'altération de la différenciation cellulaire (120). Cette
surexpression peut donc représenter un marqueur important a prendre en compte pour

le suivi et le traitement des patients atteints de LAM, notamment dans le contexte de
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rechute ou de résistance aux traitements standards. L'impact pronostique de cette

surexpression WT1 est trés discutable(121).

Evénements aprés diagnostic (N patients = 45)

Déces - n patients (%) 13 (28.9)
LAM CD19+ réfractaire ou en rechute - n patients (%) 23 (51.1)
LAM CD19+ réfractaire ou en rechute (N patients = 23)

Caractéristiques des patients

Age au diagnostic (années) (médiane (min - max)) 46.7 (2.7 - 82.6)
Femmes - n patients (%) 9(39.1)
Hommes - n patients (%) 14 (60;9)
Clinique

Antécédents personnels et familiaux hématologiques - n patients (%) 10 (43.5)
Localisations extra-médullaires - n patients (%) 13 (56.5)
Patients ayant atteint une rémission clinique - n patients (%) 15 (65.2)
Patients n'ayant pas atteint une rémission clinique - n patients (%) 8 (34.8)
Paramétres temporels

Temps moyen entre la rémission clinique et la rechute* (mois) - moyenne + SD 77+79
Temps entre la rémission clinique et la rechute inférieur & un an - n patients (%) 19 (82.6)
Temps entre la rémission clinique et la rechute supérieur a un an - n patients (%) 4(17.4)
Paramétres biologiques

Hémogramme au diagnostic

Hyperleucocytose (GB > 10 G/L) - n patients (%) 9(39.1)
Myélogramme au diagnostic

Blastes (%) - moyenne + SD 57.0+254
Cytométrie en flux au diagnostic

CD19 (%) - moyenne + SD 76.6 + 16.6
Expression d'un autre marqueur aberrant (CD2, CD56 ou/et CD7) - n patients (%) 13 (56.5)
Cytogénétique au diagnostic

t(8;21)(922;922.1) - n patients (%) 11 (47.8)
Autre que 1(8;21)(922;922.1) - n patients (%) 12 (52.2)
Biologie moléculaire au diagnostic

RUNX1::RUNX1T1 seul ou associé a une ou plusieurs autres anomalies génétiques - n patients (%) 11 (47.8)
Autres variations génétiques - n patients (%) 12 (52.2)
Surexpression WT1 - n patients (%) 17 (73.9)
Evaluation du pronostic au diagnostic

Pronostic favorable - n patients (%) 11 (47.8)
Pronostic intermédiaire - n patients (%) 8 (34.8)
Pronostic défavorable - n patients (%) 4(17.4)

Table 11 — Caractéristiques démographiques, biologiques et cliniques des LAM CD19+ en
rechute ou/et réfractaire observées au CHU de Lille. Les injections intrathécales sont composées de
méthotrexate, corticoides et de cytarabine. *dans le cas de non-rémission clinique, le temps moyen
entre le début d’un traitement et la rechute/état réfractaire sera considéré. Abréviations : CSH, cellules
souches hématopoiétiques ; IT, intrathécale.

2. Survie sans évenements et survie globale

La survie sans événements (rechute ou LAM réfractaire) et la survie globale ont été
évaluées dans cet échantillon de patients LAM CD19+ grace a la méthode Kaplan-
Meier. La survie sans évenements correspond au temps entre le diagnostic et I'échec
de traitement, rechute ou derniére date de suivi en RC. La survie globale est le temps
entre le diagnostic et 'annonce du déces ou de la derniere date de suivi. Les résultats
de survie globale ont été comparées utilisant un test du log-rank. Les courbes de survie
sont représentées Figure 9.

Deux modeéles de Cox ont été utilisés pour étudier les facteurs de risque en premier
lieu, d’événements tels que la rechute ou la LAM réfractaire et en second lieu, des
décés grace a des analyses univariées et multivariées (Tables 13 et 14). Les facteurs

cliniquement pertinents ou les variables avec une p-value < 0.10 sont inclus dans les
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analyses multivariées. Tous les tests avec une p-value < 0.05 sont considérés comme
indiquant une signification statistique.

Vingt-trois des 45 patients ont rechuté ou/et présenté des LAM réfractaires et treize
sont décédés. Parmi les 13 décés, 10 concernaient des patients ayant déja subi une
rechute ou un échec de traitement (Table 12). Au bout de moins d’un an, la probabilité
de survie sans évenements (rechute ou état réfractaire) dans cette population LAM
CD19+ est d’environ 60.0%. La probabilité de 50% de survenue d’'un événement
(rechute ou réfractaire) est atteinte au bout de 2.3 ans alors que pour la probabilité de
survie globale, elle est d’'un peu plus de 75% au méme moment. Cependant, la
probabilité de survie sans événements stagne au bout de 3.3 ans pour 46.6% alors
que la probabilité de survie globale continue a diminuer pour qu’aprés un peu plus de
17 ans de suivi, elle approche les 67.1% (Figures 9A et 9B). Parallélement a ces deux
courbes, il est aussi intéressant d’observer les courbes de survie globale en fonction
des événements survenus (Figure 9C). La courbe de survie des patients en fonction
des évenements montre que les patients sans événements ont une meilleure
probabilité de survie au bout des 15 ans de suivi que ceux avec (86.1% vs 48.1%).
Les patients ayant subi un événement (LAM réfractaire ou rechute) ont une médiane
de survie égale de 9.2 ans et un hazard ratio (HR) de 3.73 [1.24 ; 11.17]. En effet, la
différence des HR entre avec et sans événements (3.73 vs 0.27), calculés grace au
test du log-rank, est statistiquement significative (p-value = 0.019). Ceci montre une
survie globale plus courte chez un patient LAM CD19+ ayant subi un événement tel
qu’une rechute ou un échec de traitement. (Figure 9C).

L'ensemble des traitements administrés pour ces rechutes ou LAM CD19+ réfractaires
est résumé dans la Table 12. Nous notons une diversité intéressante des approches
thérapeutiques. Toutefois, la majorité de ces patients a bénéficié d'une allogreffe, avec
ou sans chimiothérapie préalable. En revanche, cinq patients, en raison de leur état
clinique gravement détérioré, ont regu des soins palliatifs et sont décédés par la suite.
Il est donc pertinent d'examiner les facteurs pronostiques qui influencent la survie

globale de cet échantillon de patients atteints de LAM CD19+.
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LAM CD19+ réfractaire ou en rechute (N patients = 23)

Traitements pour la rechute ou l'état réfractaire

Allogreffe - n patients (%) 8 (34.8)
Amsacrine + Aracytine - n patients (%) 1(4.3)
Amsacrine + Aracytine puis allogreffe - n patients (%) 3 (13.0)
Azacitidine + Venetoclax - n patients (%) 1(4.3)
Autogreffe de CSH puis acide tout-trans rétinoique - n patients (%) 1(4.3)
Fludarabine + Cytarabine + IT puis allogreffe - n patients (%) 1(4.3)
Fludarabine + Cytarabine + Daunorubicine liposomale +/- IT puis allogreffe - n patients (%) 2(8.6)
Fludarabine + Cytarabine + Gemtuzumab ozogamicine puis allogreffe phénoidentique - n patients (%) 1(4.3)
Soins palliatifs - n patients (%) 5(21.7)
Evénements post-rechute ou état réfractaire - n patients (%)

Autre rechute - n patients (%) 2(8.6)
Déces post rechute ou état réfractaire - n patients (%) 10 (43.5)
Sarcome d'Ewing - n patients (%) 1(4.3)

Table 12 — Traitements au moment des rechutes et/ou des états réfractaires et les possibles
événements survenus apreés les rechutes ou échecs de traitement. Les injections intrathécales sont
composées de méthotrexate, corticoides et cytarabine. Abréviations: CSH, cellules souches
hématopoiétiques ; IT, intrathécale

A. B.
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D 95%IC
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Figure 9 — Analyse Kaplan-Meier de la survie sans événements et survie globale dans les LAM
CD19+ ; (A), Survie sans événements (rechute et/ou état réfractaire) des patients LAM CD19+ ; (B),
Survie globale des patients LAM CD19+ ; (C), Survie globale des patients LAM CD19+ ayant connu une
rechute comparée a celle des patients sans rechute. Abréviation : IC, intervalle de confiance

L'analyse univariée réalisée est représentée Table 13 et permet d'identifier les
parameétres suivants comme étant significativement impactants sur la survie sans
événements : antécédents personnels et familiaux hématologiques (HR = 3.78 ; p-
value = 0.002); anomalies cytogénétiques autres que la translocation
(8 ;21)(922 ;922.1) (HR = 2.50 ; p-value = 0.012) ; anomalies moléculaires autres que
RUNX1 ::RUNX1T1 (HR = 2.86 ; p-value = 0.012) ; surexpression WT1 (HR = 2.90 ;
p-value = 0.026) et pronostic évalué intermédiaire ou défavorable au diagnostic (HR =
2.87 ; p-value = 0.012). Comme le pronostic au diagnostic est évalué par rapport aux
données de cytogénétique et de biologie moléculaire, il est préférable d’inclure
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I'évaluation du pronostic au diagnostic plutét que les anomalies moléculaires et
chromosomiques pour I'analyse multivariée. L'age, en analyse univariée a été analysé
de deux maniéres différentes dans cette étude : premierement, en tant que variable
continue puis, de fagcon catégorielle suivant différentes classes d'age (strictement
inférieur a 18 ans, age compris entre 18 et 45 ans et strictement supérieur a 45 ans).
Cette catégorisation repose sur les recommandations de I'ELN 2022 (23), qui
suggeérent qu'un age supérieur a 45-55 ans peut étre un facteur pronostique de survie
sans événements réduit. En variable continue, I'analyse univariée révéle une légére
augmentation du risque de survenue d’un événement (comme une rechute) avec I'age.
Cependant, cette relation n’est pas statistiquement significative avec une p-value de
0.074 et un HR a 1.02. En variable catégorielle, I'age entre 18 et 45 ans est utilisé
comme groupe de référence, car les LAM sont souvent considérées comme ayant un
mauvais pronostic chez les patients trés jeunes ou agés. L'analyse montre que les
patients de plus de 45 ans ont un risque accru de rechute de la LAM (HR = 2,47) par
rapport au groupe de référence, mais cette augmentation du risque n'est pas
statistiquement significative, avec une p-value de 0,071. En résumé, bien que les
résultats suggérent une augmentation du risque avec l'age, ils ne sont pas
statistiquement significatifs, que I'age soit analysé comme une variable continue ou
catégorielle. Cependant, la classe d’age correspondant aux plus de 45 ans sera
intégrée a I'analyse multivariée en raison d’'une p-value inférieure a 0.10.

En analyse multivariée, la variable correspondant aux antécédents familiaux et
personnels hématologiques est le facteur de risque indépendant ayant un impact

négatif sur la survie sans événements (HR = 3.17, p-value = 0.018).
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Variables Analyse univariée
Hazard ratio 95% IC p-value

Caractéristiques des patients

Age

Age au diagnostic (années) 1.02 [1.00 ; 1.04] 0.074
Par classes d'ages

Age <18 ans 1.41 [0.41; 4.70] 0.569
Age compris entre [18 et 45] ans Groupe référence

Age > 45 ans 2.47 [0.96 ; 710] 0.071
Sexe

Hommes 1.98 [0.86 ; 4.78] 0.115
Clinique

Antécédents personnels et familiaux hématologiques 3.78 [1.59; 8.73] 0.002
Localisations extra-médullaires 1.88 [0.82 ; 4.41] 0.135

Paramétres biologiques
Hématogramme au diagnostic

Hyperleucocytose (GB > 10 G/L) 0.73 [0.31; 1.68] 0.471
Myélogramme au diagnostic

Blastes (%) 1.00 [0.98; 1.02] 0.748
Cytomeétrie en flux au diagnostic

CD19 (%) 0.99 [0.97 ; 1.02] 0.658
Expression d'un autre marqueur aberrant associé (CD2, CD56 ou/et CD7) 1.43 [0.62 ; 3.34] 0.401
Cytogénétique au diagnostic

1(8;21)(922;922.1) Groupe référence

Autre que 1(8;21)(922;922.1) 2.50 [1.25; 6.62] 0.012

Biologie moléculaire au diagnostic
Marqueur moléculaire de diagnostic

Présence de RUNX1::RUNX1T1 seul ou associé Groupe référence

Autres variations génétiques que RUNX1::RUNX1T1 2.86 [1.25; 6.62] 0.012
Autre marqueur moléculaire important utile pour la MRD

Surexpression WT1 2.90 [1.20 ; 8.06] 0.026
Pronostic

Evaluation du pronostic au diagnostic

Pronostic favorable Groupe référence

Pronostic intermédiaire ou défavorable 2.87 [1.25 ; 6.64] 0.012
Variables Analyse multivariée

Hazard ratio 95% IC p-value
Caractéristiques des patients

Age > 45 ans 1.41 [0.55; 3.63] 0.467
Clinique
Antécédents personnels et familiaux hématologiques 3.17 [1.21 ; 8.33] 0.018

Paramétres biologiques
Biologie moléculaire au diagnostic

Surexpression WT1 2.35 [0.87 ; 7.12] 0.105
Pronostic

Evaluation du pronostic au diagnostic

Pronostic intermédiaire ou défavorable 1.39 [0.45 ; 3.94] 0.552

Table 13 — Analyse de I'impact pronostique sur la survie sans événement (rechutes et états
réfractaires) dans cette population de LAM CD19+. Abréviations : GB, globules blancs ; IC, intervalle
de confiance.

L'analyse univariée réalisée et représentée Table 14 a identifié les paramétres suivants
comme étant significativement impactant sur la survie globale : 4ge au diagnostic
(variable continue) (HR = 1.06 ; p-value = 0.002), age > 45 ans (HR = 3.78 ; p-value =
0.047), sexe masculin (HR = 7.74 ; p-value = 0.009), antécédents personnels et
familiaux hématologiques (HR = 3.90 ; p-value = 0.019) ; temps écoulé entre la RC et
la rechute (HR = 0.86 ; p-value = 0.039), le fait de ne pas avoir eu une RC (HR =
28.38 ; p-value < 0.0001), le temps écoulé sans eévénement entre la RC et la rechute
inférieur a 1 an (HR = 13.70 ; p-value = 0.0002), anomalies cytogénétiques autres que
la translocation t(8;21)(q22;922.1) (HR= 5.42 ; p-value = 0.005); anomalies
moléculaires autres que RUNXT ::RUNX1T1 (HR =5.42 ; p-value = 0.005) et pronostic
évalué intermédiaire ou défavorable au diagnostic (HR = 4.48 ; p-value = 0.009).

Contrairement a la survie sans événements, la relation entre I'age et la survie globale
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est statistiquement significative, avec une p-value inférieure a 0,05, tant en considérant
'age comme une variable continue que pour la catégorie des patients de plus de 45
ans. Selon les recommandations de I'ELN 2022 (23), un délai de moins d’'un an entre
la RC et la rechute constitue également un facteur de risque pour la survie globale.
Dans cette étude, ce paramétre montre aussi un impact négatif significatif sur la survie
globale (HR = 13.70 ; p-value = 0.0002). Le groupe de référence correspondait aux
patients ayant présenté un délai de plus d’'un an entre la RC et la rechute. De plus, il
est intéressant de voir que les trois paramétres communs a la survie sans évenements
correspondent au pronostic intermédiaire ou défavorable, aux anomalies moléculaires
et cytogénétiques autres que t(8 ;21)(q22 ;q22.1)/RUNX1 ::RUNX1T1. Cependant, il
apparait que le sexe influence la survie globale. Dans cet échantillon de patients, les
hommes présentent un risque significativement plus élevé que les femmes d'avoir une
survie globale plus courte (HR = 7.74 ; p-value = 0.009).

En analyse multivariée, le délai de moins d’'un an entre la RC et la rechute et le fait de
ne pas avoir atteint de RC ont eu un impact négatif sur la survie globale (p-value =
0.006, HR = 238.50 et p-value = 0.002, HR = 64.29 respectivement) dans les LAM
CD19+ de cette étude, en plus du sexe masculin (p-value = 0.045, HR = 16.02).
Cependant, bien qu'il y ait une tendance a un risque accru avec I'dge supérieur a 45
ans, les antécédents personnels et familiaux hématologiques, et le fait d’avoir un
pronostic intermédiaire ou défavorable sur la survie globale, ces facteurs ne sont pas
statistiquement significatifs (Table 14).

Les LAM CD19+ sont des hémopathies rares présentant des phénotypes aberrants,
avec un potentiel de rechute ou d’état réfractaire relativement élevé, avoisinant un peu
plus de 50 %. Les analyses univariées et multivariées ont révélé que certaines
variables peuvent avoir un impact significativement négatif sur la survie sans
événements et sur la survie globale. La principale limite de cette étude réside dans le
nombre restreint de patients inclus. Un échantillon plus large permettrait d'obtenir des
résultats plus précis et pertinents concernant les LAM CD19+. En identifiant mieux les
facteurs de risque chez ces patients, il serait intéressant de leur proposer un traitement
plus personnalisé et ciblé, capable de réduire le taux de rechute et d'éviter autant que
possible une issue fatale. L'objectif dans cette étude est donc d'envisager des
traitements ciblant I'expression aberrante de CD19 a la surface de ces blastes
myéloides, tels que des anticorps monoclonaux ciblant le CD19 ou des cellules CAR-
T anti-CD19. Cette thése ouvre particulierement la voie a I'utilisation des cellules CAR-
T anti-CD19 dans le traitement des LAM CD19+ réfractaires ou en rechute, et a I'étude

de la cytotoxicité de cette thérapie dans cette indication particuliere.
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Variables Analyse univariée

Hazard ratio 95% IC p-value
Caractéristiques des patients
Age
Age au diagnostic (années) 1.06 [1.03; 1.11] 0.002
Par classes d'ages
Age <18 ans 0.69 [0.03; 5.44] 0.748
Age compris entre [18 et 45] ans Groupe référence
Age > 45 ans 3.78 [1.12;17.07] 0.047
Sexe
Hommes 7.74 [2.03; 50.72] 0.009
Clinique
Antécédents personnels et familiaux hématologiques 3.90 [1.21;12.53] 0.019
Localisations extra-médullaires 2.31 [0.76 ; 7.74] 0.148
Rechutes ou états réfractaires 9.65 [2.67 ; 46.14] 0.0013
Paramétres temporels
Délai entre la rémission clinique (RC) et la rechute* (mois) 0.86 [0.72 ; 0.94] 0.039
Rémission clinique et temps écoulé sans rechute (entre la RC et la rechute)
Patients n'ayant pas atteint une rémission clinique 28.38 [5.89;202.50] <0.0001
Délai de moins d'un an entre la rémission clinique et la rechute 13.70 [2.85; 100.50] 0.0002
Délai de plus d'un an entre la rémission clinique et la rechute Groupe référence
Paramétres biologiques
Hématogramme au diagnostic
Hyperleucocytose (GB > 10 G/L) 0.55 [0.15; 1.69] 0.324
Myélogramme au diagnostic
Blastes (%) 1.00 [0.99; 1.03] 0.564
Cytomeétrie en flux au diagnostic
CD19 (%) 0.98 [0.94; 1.01] 0.168
Expression d'un autre marqueur aberrant associé (CD2, CD56 ou/et CD7) 0.88 [0.28 ; 2.64] 0.812
Cytogénétique au diagnostic
t(8;21)(922;922.1) Groupe référence
Autre que 1(8;21)(922;922.1) 5.42 [1.76 ; 20.09] 0.005
Biologie moléculaire au diagnostic
Marqueur moléculaire de diagnostic
Présence de RUNX1::RUNX1T1 seul ou associé Groupe référence
Autres variations génétiques que RUNX1::RUNX1T1 5.42 [1.76 ; 20.09] 0.005
Autre marqueur moléculaire important utile pour la MRD
Surexpression WT1 3.54 [1.08; 15.83] 0.056
Pronostic
Evaluation du pronostic au diagnostic
Pronostic favorable Groupe référence
Pronostic intermédiaire ou défavorable 4.48 [1.49 ; 14.87] 0.009
Variables Analyse multivariée

Hazard ratio 95% IC p-value
Caractéristiques des patients
Age
Age > 45 ans 4.19 [0.96 ; 29.15] 0.082
Sexe
Hommes 16.02 [1.67 ; 507.90] 0.045
Clinique
Antécédents personnels et familiaux hématologiques 1.21 [0.22 ; 6.47] 0.814
Rechutes ou états réfractaires 0.66 [0.10 ; 5.52] 0.676
Paramétres temporels
Rémission clinique et temps écoulé sans rechute (entre la RC et la rechute)
Patients n'ayant pas atteint une rémission clinique 64.29 [6.24 ; 1706.00] 0.002
Délai de moins d'un an entre la rémission clinique et la rechute 66.87 [4.81 ; 2410.00] 0.006
Délai de plus d'un an entre la rémission clinique et la rechute Groupe référence
Pronostic
Evaluation du pronostic au diagnostic
Pronostic intermédiaire ou défavorable 3.71 [0.53 ; 34.75] 0.199

Table 14 - Analyse de I'impact pronostique sur la survie globale dans cette population de LAM
CD19+. * dans le cas de non-rémission clinique, le temps moyen entre le début du traitement et la
rechute/état réfractaire sera considéré. Abréviations : GB, globules blancs ; IC, intervalle de confiance.
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Il. Les cellules CAR-T

L'utilisation des immunothérapies dans le traitement du cancer a émergé grace a une

meilleure compréhension de l'implication de Ilimmunologie en oncologie. La
modulation de l'immunosuppression induite par le cancer est devenue la principale
cible des futurs traitements. Par conséquent, les projets de recherche, les essais
cliniques et I'administration de médicaments issus de I'immunothérapie en oncologie
se sont multipliés. De plus, les travaux sur les anticorps monoclonaux anti-CTLA4 et
anti-PD1 ont méme conduit les chercheurs, James Allison et Tasuku Honjo, a recevoir
le prix Nobel de Physiologie ou Médecine en octobre 2018. En paralléle, un autre
versant de 'immunothérapie est aussi en train de prendre de 'ampleur exploitant les
propriétés cellulaires des lymphocytes T. En effet, au cours de la derniere décennie,
des milliers d'articles scientifiques, médicaux, ainsi que des articles dans des journaux
quotidiens d'actualité ont été publiés a travers le monde, mettant en lumiere la
révolution thérapeutique que représente 'administration de cellules CAR-T dans le
traitement du cancer et des maladies du sang. Cet engouement ne cesse de croitre,

suscitant un intérét croissant pour ce nouveau traitement.

A) Histoire et généralités

C’esten 2010 qu’a eu lieu la toute premiére administration au Monde de cellules CAR-
T chez un patient atteint de lymphome folliculaire (122), mais revenons sur le chemin
parcouru avant cette premiére injection.

Tout commence dans les années 1980 ou une prise de conscience s’est opérée avec
une meilleure compréhension de I'action exercée par les lymphocytes T infiltrant la
tumeur sur le microenvironnement tumoral. Ce sont les travaux du Docteur Rosenberg
et son équipe qui ont ouvert la voie sur l'utilisation de lymphocytes T dans le traitement
du cancer (123). C’est le début de I'immunothérapie adoptive ou les cellules anti-
tumorales prélevées préalablement sont activées et modifiées in vitro pour ensuite les
réinjecter aux patients. Ceci permet une administration de traitements plus
personnalisés pour certains types de cancers. Ces travaux ont ainsi posé les bases
des thérapies cellulaires impliquant les lymphocytes T.

Néanmoins, la complexité du systéme immunitaire souléve également quelques
questions concernant le développement des cellules CAR-T. Le premier probleme qui
se pose est lié a l'activité du complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH), ce qui a
conduit au développement du concept de récepteur chimérique. En effet, le concept
d’un récepteur de cellules T (TCR) chimérique a été pour la premiere fois citée en 1987
par une équipe japonaise dans une publication de Kuwana et al.(124) associant des

7



régions variables d’anticorps avec des régions dérivées des récepteurs des cellules T.
Ce récepteur chimérique permettait de déclencher I'activation des cellules T en
réponse a un antigéne seul sans l'intervention des molécules du CMH (124). Eshhar
et al., deux ans plus tard, a l'institut Weizmann des Sciences en lIsraél, utilisent une
approche similaire de TCR chimérique cytotoxique via I'action de I'lL-2 (125). Cette
meéthode nécessitait une double transfection virale entrainant une faible efficacité de
la co-transduction (126). Par conséquent, ces travaux ont amené cette méme équipe
a perfectionner leur méthode dans le but de détecter au mieux la cellule cible. Eshhar
et al, ont alors congu un récepteur chimérique a chaine unique composé du fragment
variable (scFv, single-chain Fv domain comprenant les régions variables d’'une chaine
légere VL et d’'une chaine lourde VH d‘immunoglobuline) d’un anticorps spécifique d’un
antigene. Ce scFv est fusionné soit avec un domaine de signalisation intracellulaire
des lymphocytes T provenant de la chaine ¢ du complexe CD3, soit de la chaine y du
récepteur Fc d’immunoglobuline (FceRIy)(127). Ainsi, le résultat de ce produit
chimérique était la formation de scFvR exprimé par les lymphocytes T comme un
récepteur spécifique et pouvant détecter les antigénes tumoraux (127). Par
conséquent, cette méthode d'édition génique permet une activation des lymphocytes
T qui est a la fois spécifique de I'antigéne et indépendante du TCR endogene, éliminant
ainsi la nécessité de la présentation du complexe CMH/peptide. Il s’apparente au CAR
de premiére génération. En effet, les cellules CAR-T sont, par définition, des
lymphocytes T avec un TCR génétiquement modifié appelé CAR. Le CAR de premiere
génération est composé d'une partie extracellulaire (scFv) impliquée dans la
reconnaissance d’'un antigéne spécifique, connectée a un domaine de signalisation
intracellulaire CD3(, permettant [I'activation des cellules T, via un domaine
transmembranaire (127)(Figure 10A). Cependant, une limite aux CAR de premiére
génération s’est vite présentée a son utilisation en clinique, en raison de sa stimulation
faible et de courte durée envers les lymphocytes T modifiés (128,129). Des évolutions
dans la structure du CAR ont été par conséquent réfléchies pour permettre une
amplification du signal d’activation des cellules T (130). Ainsi, la nécessité d’ajouter un
domaine de costimulation (CD28(131-133) ou 4-1BB(134,135) le plus souvent) a été
prise en compte. Une amélioration de I'efficacité a été relevée ainsi qu'une persistance
prolongée et une expansion accrue des cellules génétiquement modifiées avec ces
domaines supplémentaires (122,133,135-137). Les CAR de deuxiéme
(122,133,135,136) et troisieme (138,139) générations se sont alors développés avec
I'ajout respectif d’'un (CD28 ou 4-1BB) et de deux (CD28 et 4-1BB le plus souvent)

domaines de costimulation. Les CAR-T de deuxieme et troisieme générations
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constituent une révolution dans le traitement des hémopathies malignes en ciblant le
CD19 a la surface des lymphocytes B malins ou le BCMA dans le myélome multiple.
lls ont amélioré la survie des patients atteints. Néanmoins, cette thérapie cellulaire
présente des effets indésirables, ce qui aménent les chercheurs a vouloir améliorer
également la sécurité de ce médicament. De plus, élargir et diversifier le nombre
d’indications des CAR-T constituent des voies de progression vers laquelle la
recherche s’oriente. Néanmoins l'infiltration des CAR-T dans le microenvironnement
tumoral dans certains cancers reste parfois difficile. La conception d’une quatriéme
génération correspond a la combinaison d’'un CAR de seconde génération avec une
cytokine ou un ligand de costimulation ou une enzyme ou un géne suicide ou un
élément qui améliore la fonction anti-tumorale des cellules T (140-143). En effet, le
transgéne juxtapose un promoteur inductible avec la séquence d’'une cytokine, de ce
fait, cette quatriéeme génération de CAR est hommée également TRUCK (T cells
Redirected Universal Cytokine product) ou CAR armés (143). Par exemple, le plus
connu est le modéle ou la sécrétion d’IL-12 par les cellules CAR-T stimule ainsi la
cytotoxicité et augmente l'activité anti-tumorale par renforcement de la fonction des
macrophages et diminution des lymphocytes T régulateurs (144—146). De plus, plus
récemment lincorporation d’'un géne de la caspase-9 inductible (147,148) et
l'intégration d’'une SNIP (signal neutralization by an inhibitable protease)(149) se sont
aussi présentées comme des possibilités pour augmenter l'efficacité des CAR et
diminuer leur toxicité. La structure des cellules CAR-T est en perpétuelle amélioration.
Une cinquiéme génération commence a étre décrite, avec notamment I'ajout d’'un
récepteur tronqué de cytokine (IL-2R par exemple)(150) en intracellulaire, avec un
motif de liaison (STAT-3 notamment) pour permettre une activation de la voie
JAK/STAT de maniere dépendante de I'antigene (151). Cette nouvelle génération de
CAR améliorerait et renforcerait la prolifération et la survie des lymphocytes T modifiés
(152) (Figure 10B).
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Figure 10 — Structure des différentes générations de CAR. (A), Structure de base d’'un CAR avec
les différents domaines le composant ; (B), Evolution du développement structurel des CARs de la
premiére a la cinquieme génération (Extraite de Tokarew et al., Br J Cancer, 2019)(152). Abréviations:
CAR, Chimeric antigen receptor; CM, co-stimulatory molecule ; ITAM, Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

Néanmoins, la problématique du colt élevé d'une injection de CAR-T est aussi a
prendre en compte. Le concept de « CAR universel » est une possibilité intéressante
pour une production a plus grande échelle et permettrait de réduire le colt du
traitement. Cela représenterait une nouvelle génération de cellules CAR-T avec la
greffe possible d’'un systéme BBIR (biotin-binding immune receptor)(153) ou SUPRA
(split, universal and programmable)(154) en extracellulaire permettant une
polyvalence du CAR pour reconnaitre plusieurs antigenes cibles. La programmation
de cellules T a partir de donneurs sains pour une utilisation de cellules CAR-T
allogéniques en clinique constitue aussi une stratégie potentielle dans la production
de cellules CAR -T universelles (155). Néanmoins, des modifications génétiques
supplémentaires dans I'édition du CAR seront nécessaires pour prévenir une maladie
du greffon contre I'h6te(141,156).

Des méthodes d’optimisation des cellules CAR-T sont en cours d’'investigation dans
de nombreux essais précliniques et cliniques. Les deux objectifs principaux sont:
d’augmenter la sélectivité des CAR-T par une stratégie de reconnaissance de
plusieurs antigénes (Multi-CAR, Dual-CAR, CAR en tandem, CAR/SynNotch, CAR
inhibiteur) mais aussi de contrbler leur activation par diminution de la toxicité des
cellules CAR-T, ou élimination spécifique des cellules génétiquement modifiées (Split
CAR et Suicide switch) (144)(Figure 11).
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Figure 11 — Méthodes d’optimisation des cellules CAR-T : « Smart T cells » (Extraite de Rubio et
al., Bull Cancer, 2018) (144) Abréviation : TF, facteur de transcription

Aujourd’hui, il est effectivement possible de décrire de nombreuses évolutions dans la
structure et I'ingénierie des cellules CAR-T promettant une production universelle
d’'une thérapie polyvalente unissant une meilleure efficacité et sécurité a un moindre
codt. Or, actuellement, en clinique, ce sont principalement des cellules CAR-T de
deuxiéme génération qui sont utilisés.

En effet, le traitement par cellules CAR-T est une révolution dans le domaine de la
prise en charge des hémopathies malignes. D’abord autorisé dans le traitement des
LAL-B pour le CAR-T anti-CD19 tisagenlecleucel (Kymriah®)(157), cela s’est tres vite
enchainé avec I'approbation dans d’autres indications comme le lymphome B diffus a
grandes cellules (DLBCL)(158) et le lymphome folliculaire (159). Cependant, d’autres
spécialités a base de cellules CAR-T se sont également développées pour des
indications différentes en hématologie telles que le lymphome du manteau (160), et le
myeélome multiple. Les spécialités administrées dans le myélome multiple ont pour
cible I'antigéne de maturation des cellules B (BCMA)(161,162). De plus, aujourd’hui,
les spécialités a bases de CAR-T intéressent d’autres pathologies (tumeurs solides,
maladies auto-immunes, infections virales...), et constituent le principal élément de
nombreux essais cliniques en cours partout dans le Monde avec l'utilisation de cibles
et de systémes de production différents. Un résumé des essais cliniques actuels ainsi
que les médicaments autorisés, a base de cellules CAR-T, sont détaillés dans des
sections ultérieures. Par ailleurs, d’autres types de cellules ont été étudiés pour
intégrer la protéine CAR dans le but d’infiltrer de fagon plus efficace les tumeurs et leur
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microenvironnement immunosuppressif telles que les cellules NK (163,164) et les
macrophages (165).

En France, le statut des cellules CAR-T s'’inscrit dans la catégorie des médicaments
de thérapie innovante (MTI) conformément au reglement européen CE 2007-1394 en
raison de la modification génétique de lymphocytes T permettant 'expression a leur
surface d'un récepteur chimérique a l'antigéne appelé CAR (166). Ce sont
effectivement des médicaments de thérapie génique étant donné que [leffet
thérapeutique résulte de I'intégration d’'une séquence d’ADN recombinant, codant pour
le CAR, responsable a la fois de la reconnaissance spécifique de I'antigéne tumoral et
de I'activation cytotoxique des lymphocytes T modifiés (167). Les MTI ont également
intégre le droit frangais d’apres la loi n°2011-302 (168). Les exigences réglementaires
de ces thérapies sont établies en France par ’Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé (ANSM), I'European medicines agency (EMA)
en Europe et la Food and drug administration (FDA) aux Etats-Unis. Les cellules CAR-
T doivent obtenir une autorisation de mise sur le marché, délivrée via une procédure
centralisée par 'EMA, sur avis du « Committee for Medicinal Products for Human Use»
(CHMP)(167). Actuellement, seules les cellules CAR-T dits «autologues», produites a
partir des cellules du patient lui-méme, sont autorisées par ces agences
réglementaires. Leur fabrication et leur délivrance relevent respectivement d’un

établissement pharmaceutique et de la pharmacie d’usage intérieur.

B) Production des cellules CAR-T
Le processus de fabrication des cellules CAR-T suit plusieurs étapes dont les
principales sont exposées Figure 12. Tout d’abord, la leucaphérése est réalisée dans
un centre spécialisé pour collecter les cellules mononucléées périphériques (PBMC)
du patient. Ce produit est ensuite envoyé au service de thérapie cellulaire de
I'Etablissement Frangais du sang (EFS) puis transféré au laboratoire de production
des cellules CAR-T. Un immunophénotypage lymphocytaire de la poche de
leucaphérése est réalisé au laboratoire d'immunologie pour déterminer le nombre de
lymphocytes T (CD3) et les différentes sous-populations lymphocytaires. Les
lymphocytes T CD3+ sont sélectionnés et activés avant d’étre transduits a I'aide d’'un
vecteur viral inactivé (lentivirus ou gammarétrovirus) portant le transgéne du CAR. Une
fois, ce transgene intégré dans leur génome, les lymphocytes T expriment la protéine
CAR a la surface de leur membrane, capable de reconnaitre un antigéne cible
spécifique. S’ensuit la mise en culture in vitro de ces lymphocytes T génétiquement
modifiés favorisant leur expansion jusqu’a obtenir une quantité de cellules CAR-T
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suffisant pour garantir une efficacité optimale aprés réinjection. Une semaine avant la
réinjection des cellules CAR-T, le patient sera hospitalisé en service clinique pour
recevoir une chimiothérapie lymphodéplétive. Cette étape est suivie d’'une période de
repos de 2 jours avant la réinjection afin d’éviter la destruction des cellules CAR-T
réinjectées. Cette étape améliore I'efficacité du traitement (amplification de I'expansion
des cellules CAR-T et une persistance accrue in vivo) en optimisant I'environnement
cytokinique et en diminuant la population cellulaire lymphocytaire présente au
préalable de la réinjection.
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Figure 12 — Les différentes étapes principales de la production de CAR-T jusqu’a I’administration
au patient. Le produit de leucaphérése subit une sélection positive des lymphocytes T. Ensuite, ces
lymphocytes T sont ensuite transduits par un vecteur viral inactivé (gammaretrovirus ou lentivirus) ayant
intégré le géne du CAR, puis une phase de multiplication et expansion cellulaire a lieu. Enfin, le patient
apres sa lymphodéplétion par chimiothérapie pourra se voir administrer une poche de cellules CAR-T.
Abréviation : CAR, Chimeric antigen recpetor
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C) Mode d’action général des cellules CAR-T
Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T génétiqguement modifiés pour cibler
spécifiguement les cellules tumorales, en exploitant leurs capacités de destruction des
cellules anormales. Le CAR reconnait un antigéne spécifique présent a la surface des
cellules malignes. Cette reconnaissance est indépendante des molécules du CMH ce
qui confére une certaine efficacité des cellules CAR-T dans des environnements
tumoraux ou les cellules cancéreuses échappent a la détection immunitaire classique.
Aprés reconnaissance et interaction des cellules CAR-T avec les cellules exprimant
'antigene spécifique cible, cela déclenche leur activation. Par ailleurs, les cellules
CAR-T peuvent étre CD4+ ou CD8+ et leurs mécanismes d’action correspondent aux
mécanismes physiologiques des lymphocytes T CD4+ et CD8+. En effet, d’'une part,

les cellules CAR-T vont proliférer pour augmenter leur nombre et renforcer la réponse
77



anti-tumorale et d’autre part, libérer des cytokines (interféron gamma (IFN-y) et IL-2
notamment) pour stimuler le systéme immunitaire et favoriser I'élimination des cellules
tumorales. Les mécanismes de destruction des cellules tumorales sont de 3. Tout
d’abord, les cellules CAR-T liberent de la perforine et des granzymes (protéines
cytotoxiques) par dégranulation cytolytique. La perforine forme des pores dans la
membrane de la cellule cible, permettant aux granzymes de pénétrer et de déclencher
I'apoptose(169). Une action médiée par Fas ligand (FasL) peut étre synergique ou
additive a cet axe perforine/granzyme dans la dégranulation et I'action lytique.
Cependant, FasL agit plus généralement de fagon retardée (170). L'axe Fas/FasL
constitue une voie alternative par laquelle les cellules CAR T peuvent médier la lyse
des cellules tumorales dans un environnement tumoral hétérogéne (169). Enfin, la
production de cytokines par les cellules CAR-T activées améliore leurs capacités
antitumorales tout en induisant I'expression de récepteur d’IFN-y sur le stroma tumoral
(169)(Figure 13).
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Figure 13 - Mécanisme d'action des cellules CAR-T (Extraite de Benmebarek et al., Int J Mol Sci,
2019)(169). Abréviations : CAR, Chimeric antigen receptor ; IFN-y, Interféron gamma

D) Médicaments commercialisés et leurs indications
Au 1¢" aolt 2024, 6 spécialités de cellules CAR-T ont été approuvées au niveau
européen et sont alors disponibles pour les patients francais. Quatre ciblent le CD19
dans les hémopathies malignes de la lignée B et deux le BCMA dans le myélome
multiple. Les cellules CAR-T sont présentées dans l'ordre chronologique de leur
approbation par la FDA (Figure 14A) et par 'EMA (Figure 14B). Chronologiquement,
les spécialités, dont la cible est le CD19, ont toutes regu I'approbation par la FDA avant

les spécialités anti-BCMA (Figure 14A). Il est intéressant de remarquer que
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I'approbation de la FDA est toujours effectuée avant celle de 'EMA. Le temps entre
ces deux approbations peut varier entre environ 5 mois et 2 ans. Pour 'EMA, au sujet
du Breyanzi®, I'autorisation de mise sur le marché a été un peu plus tardive que celle
pour la FDA. En effet, 'approbation par TEMA a été obtenue en avril 2022 alors que
celle par la FDA date de février 2021. Dans la Figure 14, on peut remarquer que
I'’Abecma® qui a été approuvé aux Etats-Unis plus tard que le Breyanzi® est toutefois
autorisé en Europe plus tét que le Breyanzi®. Il est intéressant de noter également
que Carvykti® a obtenu son autorisation par TEMA deux ans aprés celle de la FDA.

A.

Approbation de la FDA

Tisagenlecleucel
(Kymriah®)

Lisocabtagene maraleucel
(Breyanzi®)

|

30/08/2017 | 18/10/2017 23/07/2020 05/02/2021 | 26/03/2021 28/02/2022

Axicabtagene ciloleucel
(Yescarta®)

Brexucabtagene autoleucel
(Tecartus®)

Idecabtagene vicleucel Ciltacabtagene autoleucel
(Abecma®) (Carvykti®)

Approbation de PTEMA

Tisagenlecleucel
(Kymriah®)

Lisocabtagene maraleucel
(Breyanzi®)

Axicabtagene ciloleucel
(Yescarta®)

Brexucabtagene autoleucel
(Tecartus®)

23/08/2018 14/12/2020 18/08/2021 04/04/2022 19/04/2024

Idecabtagene vicleucel Ciltacabtagene autoleucel
(Abecma®) (Carvykti®)

Figure 14 — Chronologie des approbations des différentes spécialités composées de cellules
CAR-T (A), par la Food and drug administration (FDA) ; (B), par I'European Medicines Agency (EMA).

La table 15 résume toutes les spécialités thérapeutiques a base de cellules CAR-T qui
ont recu une autorisation de mise sur le marché par les autorités américaines et
européennes. La présentation des différentes spécialités se fera par ordre
chronologique de la date d’autorisation de la FDA.
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DCI Tisagenlecleucel Axicabtagene Bre:‘rtz?::ig:ane L'f::r:ll);zgzre Idecabtagene vicleucel Ciltacabtagene
(Spécialités) (Kymriah®) ciloleucel (Yescarta®) (Tecartus®) (Breyanzi®) (Abecma®) autoleucel (Carvykti®)
Cible CD19 BCMA
DLBCL (R/R), HGBCL
Lymphome folliculaire Lymphome folliculaire (R/R), PMBCL (R/R),
L (R/R), DLBCL (R/R), Lymphome du manteau Lymphome folliculaire . .
Indications G RL)AE.LBB(%/F(QF)U R). | PMBCL (RIR), HGBCL | (R/R), LAL-pré B (R/R) (RIR), LLC (RIR), Myélome multiple (R/R)
(R/R) Lymphome du manteau
(R/R)
Adulte
Populations LAL-B (R/R) (enfants Adulte
concernées et jeunes adultes Adulte (LAL-pré B 2 26 ans) Adulte Adulte Adulte
[18;25])
Novartis y y . . "
Laboratoire Pharmaceuticals _Klte Pha_rma _Klte Phgrma Ce_lgene Corporat!on Ce_lgene Corporat!on Janssen-Cilag
Corporation (Gilead Sciences) (Gilead Sciences) (Bristol-Myers Squibb) (Bristol-Myers Squibb) International NV
Gén(é:rAalt?i?I'n de Qeme oéme péme 3eme oéme Qeme
Virus de - . . - . -
e Lentivirus Gammaretrovirus Gammaretrovirus Lentivirus Lentivirus Lentivirus
Domaine de
costimulation 4-1BB CD28 CD28 et 4-1BB 4-1BB
s[i);n:na?il:;i!:; CD3-zéta (et récepteur non
A fonctionnel et tronqué du X
Leotn?:it:: CD3-zéta facteur de croissance CD3-zéta
coexprimé) épidermique (EGFRt))

Table 15 — Spécialités a base de cellules CAR-T approuvées actuellement sur le marché
européen, américain et frangais. Abréviations : DCI, dénomination commune internationale ; DLBCL,
lymphome B diffus a grandes cellules ; HGBCL, lymphome a cellules B de haut grade ; LAL-B, leucémie
aigué lymphoblastique B ; PMBCL, lymphome primaire médiastinal a grandes cellules B ; R/R, en
rechute et réfractaire.

Tisagenlecleucel (Kymriah®) était la premiére spécialité de cellules CAR-T,
autorisée par la FDA en aolt 2017 puis en aoat 2018 par 'EMA. Cette spécialité a pour
cible le CD19 et a été développée par Novartis Pharmaceuticals Corporation (East
Hanover, New Jersey (United States of America (USA)). Ce traitement était initialement
développé par une équipe de I'Université de Pennsylvanie dirigée par Carl H. June. Il
s’agit d’'un CAR de deuxiéme génération avec 4-1BB comme domaine de costimulation
et transduit par un vecteur lentiviral. Le CAR constitué d'un fragment d’anticorps
d’origine murine a chaine unique reconnait le CD19 a la surface des lymphocytes B et
des cellules malignes lymphoides issue de la lignée B. Ainsi, ceci explique son
indication pour les hémopathies malignes impliquant la lignée B. La premiére indication
dans laquelle il a été approuve est la leucémie aigué lymphoblastique B (LAL-B) (R/R)
dans la population pédiatrique et du jeune adulte (jusqu’a 25 ans inclus). Grace a
I'essai clinique de phase Il multicentrique ELIANA (NCT02435849) sur 79 patients de
3 a 24 ans, le taux de rémission global dans les 3 mois était de 82.3% correspondant
a 65 patients de cet échantillon dont 64 avec une MRD totalement négative a 3 mois.
La survie sans événement était de 44.4% aprées 3 ans (avec une médiane a 24 mois
environ) alors que la survie globale était de 62.8%(171). Il est intéressant de noter
aussi que le taux sans rechute apres 1 an a été évalué a 59.0%(157). Ensuite, I'essai
clinique C2201 ou JULIET (NCT02445248) de phase |l multicentrique concernant des
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patients atteints de DLBCL (R/R) a été mené par I'équipe de Gilles Salles et Richard
Maziarz (158,172,173). Parmi les 115 patients inclus dans cette étude, 45 (39.1%)
présentaient une réponse compléte et 16 (13.9%) une réponse partielle représentant
un taux de réponse globale a 53.0% (n = 61 patients). Ainsi, ces résultats mettaient en
avant I'avantage d’utiliser Kymriah® dans cette indication plutét que I'association de
chimiothérapie a haute dose et d’'une autogreffe de CSH en raison du taux de réponse
rapporté beaucoup plus faible (7.0%)(158,174). LEMA a approuvé en 2022 une
extension d’indication du Kymriah® pour le lymphome folliculaire R/R du fait des
résultats de I'essai clinique de phase Il multicentrique ELARA ou E2202
(NCT03568461)(159,173). Un suivi plus actuel des patients ELARA sur 29 mois a
montré que les taux de réponse compléte et de réponse globale ont été évalués
respectivement a 68.1% et 86.2% (175). Pour cette thérapie, des améliorations
peuvent étre apportées notamment sur le traitement d’attente (ou également dit de
bridging) entre la perfusion de CAR-T et la récidive en utilisant par exemple le
blinatumomab (176).

Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) est une spécialité pharmaceutique a base
également de cellules autologues modifieées constituée de cellules T. Contrairement au
Kymriah®, les lymphocytes T ont été transduits par un vecteur gammaretroviral
exprimant un CAR anti-CD19 composé d’'un fragment variable a chaine simple murin
anti-CD19 relié au domaine de costimulation CD28 et au domaine de signalisation
CD3-zéta. Le titulaire de I'autorisation de mise sur le marché est Kite Pharma EU B.V.
en Europe (Hoofddorp, Pays-Bas), appartenant au groupe Gilead Sciences. LEMA a
approuvé sa mise sur le marché européen a la méme date que Kymriah® en 2018.
Les indications sont relativement identiques (DLBCL et lymphome folliculaire) sauf que
Yescarta® est aussi indiqué dans le lymphome a cellules B de haut grade (HGBCL)
(R/R) et le ymphome primaire médiastinal a grandes cellules B (PMBCL) (R/R). LEMA
a toutefois accordé une dérogation a I'obligation de soumettre les résultats d’études
réalisées avec Yescarta® dans la population pédiatrique dans le traitement des
néoplasies a cellules B matures (177). L'approbation du Yescarta® dans le DLBCL,
PMBCL et HGBCL (R/R) par la FDA fait suite aux premiers résultats de I'essai clinique
multicentrique de phase Il, ZUMA-1 (NCT02348216)(178). Il avait été observé un taux
de réponse de 82% avec un taux de réponse compléete a 54%. Le taux de survie
globale était évalué a 18 mois de 52% (178). Comme mentionné précédemment avec
Kymriah®, ces résultats mettent également en évidence un intérét notable pour
I'utilisation de Yescarta® dans le DLBCL, en comparaison avec la chimiothérapie
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associée a une autogreffe de CSH, ou seulement 7% des patients avaient atteint un
taux de réponse compléte (174). Ensuite, a partir des résultats du protocole clinique
ZUMA-5 (NCT03105336)(179), le lymphome folliculaire est devenu une nouvelle
indication de Yescarta®. Avec une médiane de suivi d’environ 41.7 mois (minimum
32.7 et maximum 57.4 mois) chez des patients souffrant de lymphome folliculaire
(R/R), le taux de réponse globale a été évalué a 94% avec un taux de réponse
compléte a 79%. De plus, la survie globale sur 36 mois a été estimée a 76%(180).
Puis, grace a l'essai clinique ZUMA-7 (NCT03391466)(181) Yescarta® a montré une
certaine évolution de ['utilisation des cellules CAR-T anti-CD19 dans le DLBCL. En
effet, Locke et al. ont permis de montrer pour la premiére fois que les cellules CAR-T
anti-CD19 de la spécialité Yescarta® peuvent étre utilisées en deuxiéme ligne de
traitement dans cette indication avec une réponse compléete améliorée par rapport au
groupe de patients ayant regu un traitement standard (65% vs 32% respectivement).
De plus, la survie sans événement a 24 mois était supérieure chez les patients ayant
recu Yescarta® par rapport aux patients traités de fagon standard (41% avec
Yescarta® vs. 16% avec le traitement standard), de méme que pour la survie globale
(61% vs 52%)(181). Les résultats a 4 ans suivent une tendance similaire avec une
survie globale égale a 54% pour le groupe de patients traités par Yescarta® et a 46%
pour les patients ayant recu un traitement standard(182). Ainsi, ces résultats
permettent I'approbation de Yescarta® en deuxiéme ligne de traitement des DLBCL,
ce qui lui confere un atout considérable comparativement au Kymriah®. L'étude
rétrospective francaise DESCAR-T (NCT 04328298) compare I'utilisation du Kymriah®
et de Yescarta® dans le DLBCL (R/R) en troisieme ligne de traitement. Ces premiers
résultats suggérent que Yescarta® offre une efficacité supérieure mais également une
toxicité plus élevée par rapport au Kymriah® dans cette indication. En effet, en termes
d’efficacité, Bachy et al. retrouvent une différence statistiquement significative entre
les résultats de taux de réponse globale et compléte (p-value < 0.001) pour Yescarta®
en comparaison avec Kymriah® (80.4% de taux de réponse globale avec 60.3% de
réponse compléte avec Yescarta® alors que pour Kymriah, les résultats sont
respectivement de 66.0% et 42.1%). De plus, la survie globale serait meilleure pour
les patients traités par Yescarta® (63.5% en survie globale d’'un an vs 48.8% pour
Kymriah®)(183) (Figure 15). Néanmoins, le nombre d’effets indésirables tels que le
syndrome de relargage cytokinique (CRS) de bas grade (1-2) et 'lmmune Effector
Cell-Associated Neurotoxicity syndrome (ICANS) de haut grade (= 3) est apparu
significativement plus important chez les patients ayant recu Yescarta® par rapport a

Kymriah (p-value < 0.001)(183). Une hypothése supposerait le réle du domaine de
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costimulation utilisé étant donné qu’une activation plus importante peut étre observée

avec le CD28 en préclinique(184).
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Figure 15 — Survie globale suivant le produit CAR-T utilisé (p-value = 0.0072) d’aprés I’étude
rétrospective frangcaise DESCAR-T comparant Yescarta® et Kymriah® (Extraite de Bachy et al.,
Nat Med, 2022)(183). Les aires colorées et ombrées correspondent a l'intervalle de confiance 95%
utilisant la méthode de Hall-Wellner. Abréviations : CL, limites de l'intervalle de confiance ; OS, survie
globale.

Brexucabtagene autoleucel (Tecartus®) est la deuxiéme spécialité pharmaceutique
a base de cellules CAR-T développée par Kite Pharma, filiale de Gilead Sciences. Le
domaine de costimulation (CD28) et le virus de transduction (gammarétrovirus) restent
similaires a Yescarta®. Cependant, la différence réside dans le processus de
fabrication ou une étape supplémentaire d’enrichissement des lymphocytes T est
nécessaire, ce qui permettrait d’éliminer plus efficacement les cellules malignes
circulantes. En 2020, grace aux premiers résultats de l'essai clinique ZUMA-2
(NCT02601313) dans le lymphome du manteau, Tecartus® a regu I'approbation par la
FDA puis 'EMA dans cette indication avec une survie globale a 1 an de 83%(185).
Aprés un suivi médian de presque 36 mois, un taux de réponse globale a été évalué
sur 68 patients égal a 91% dont 68% de taux de réponse compléte. La médiane de
survie globale est estimée a 46.6 mois(186). Ensuite, I'essai clinique de phase Il
multicentrique ZUMA-3 (NCT02614066) montrait un taux de réponse globale a 71% et
compléte avoisinant les 56% ce qui a permis I'autorisation de mise sur le marché du
Tecartus® pour la LAL-B pré B (R/R) chez I'adulte 4gé de plus de 26 ans(187). Aprés
un suivi médian des patients de 53.6 mois, la survie globale médiane a été estimée a
25.6 mois pour tous les patients traités et de 47.0 pour ceux qui ont connu une
rémission compléte(188). Néanmoins, Wang et al. ont rapporté des effets indésirables

toxiques importants pouvant impacter la vie du patient(185). Par ailleurs, dans la LAL-
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pré B R/R, un nombre élevé de lymphoblastes circulants peut constituer un facteur de

risque d’échec thérapeutique(189).

Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®) est la derniére spécialité pharmaceutique a
base de cellules CAR-T avec pour cible le CD19 ayant regu I'autorisation de mise sur
le marché par la FDA et TEMA. C’est un CAR de troisiéme génération qui comprend
deux domaines de costimulation le CD28 et 4-1BB. De plus, il inclue le récepteur
tronqué non fonctionnel du facteur de croissance épidermique (EGFRt) a la surface
des cellules avec le CAR spécifique au CD19. L'ajout de 'EGFRt dépourvu d’activité
tyrosine kinase et de domaines de liaison aux ligands facilite in vivo la détection des
lymphocytes T transduits et administrés. En cas d’effets indésirables graves, ce
domaine supplémentaire est utile étant donné qu'il serait alors possible d’induire une
élimination des cellules par une réponse de cytotoxicité dépendante des anticorps via
le cétuximab pour ainsi favoriser I'élimination des cellules CAR-T. La composition et
'administration du Breyanzi sont différentes comparativement aux autres spécialités.
En effet, aprés sélection des lymphocytes T CD4+ et CD8+, ces cellules sont purifiées,
activées, transduites par un vecteur lentiviral, cryopréservées et injectées séparément
suivant un ratio cible de composants cellulaires CD4+ et CD8+ 1/1. Cette spécialité a
été développée par Celgene Distribution B.V. (Utrecht, Pays-Bas), appartenant a
Bristol-Myers Squibb Pharma. Breyanzi® a été approuveé en 2021 par la FDA puis en
2022 par I'EMA. VLessai cliniue TRANSCEND-NHL-001 (NCT02631044)
multicentrique chez des patients adultes souffrant de DLBCL (R/R) (évoluant a partir
d’'un lymphome folliculaire, d’'un lymphome, de la zone marginale, d’'une leucémie
lymphoide chronique/lymphome lymphocytaire a petites cellules, d'une
macroglobulinémie de Waldenstrom, ou autre) ou d'un HGBCL ou lymphome
meédiastinal primitif & grandes cellules B (PMBCL) et lymphome folliculaire de grade
3B a montré un taux de réponse globale de 72.7% et 53.1% de réponse compléte. La
survie globale a 1 an est évaluée a 57.9%(190) et celle a 2 ans a 50.5%(191).
Concernant le lymphome du manteau, le taux de réponse compléte est tout aussi
satisfaisant atteignant 72.3%. De plus, pour ces patients ayant obtenu une RC, la
survie globale médiane a été évaluée a 36.3 mois(192). Ensuite, I'étude clinique de
phase Il multicentiqgue TRANSFORM (NCT03575351) a permis l'autorisation du
Breyanzi® en deuxieme ligne de traitement du DLBCL en raison notamment d’'une
amélioration significative de la survie médiane sans événement comparée a celle du
groupe ayant regu le traitement standard (10.1 mois vs 2.3 mois avec une p-value <
0.0001)(193). De plus, le taux de réponse globale est nettement supérieur dans le
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groupe de patients ayant regu du Breyanzi (86% vs.48%) avec un taux de réponse
compléte évaluée a 66%(193). Par ailleurs, un essai clinique européen TRANSCEND
WORLD (NCT03484702) est en cours pour fournir une expérience clinique avec
Breyanzi® dans le traitement des patients adultes en troisieme ligne de traitement ou
plus atteints de DLBCL ou HGBCL ou lymphome folliculaire (194). Un essai clinique
de phase Il, TRANSCEND FL (NCT04245839), a également montré des résultats
prometteurs en deuxiéme ligne de traitement dans le lymphome folliculaire (R/R) pour
des patients méme avec un risque défavorable. Effectivement, un taux de réponse
globale était égal a 96% avec tous les répondeurs ayant atteint une réponse
compléte(195).

Idecabtagene vicleucel (Abecma®) est le premier médicament a base de cellules
CAR-T autorisé dans le myélome multiple. Contrairement aux autres spécialités déja
citées auparavant, il cible BCMA, une protéine de la superfamille des récepteurs du
TNF (Tumor necrosis factor)(196), présent a la surface des plasmocytes normaux et
surexprimé au niveau des plasmocytes tumoraux (197-200). Celgene du groupe
Bristol-Myers Squibb a produit ces cellules CAR-T de deuxieme génération avec un
domaine de costimulation 4-1BB transduits par un vecteur lentiviral. Son autorisation
de mise sur le marché européen et américain date de 2021 suite a la publication des
résultats de I'étude multicentrique KarMMa (NCT03361748) chez des patients adultes
présentant un myélome multiple (R/R). Le taux de réponse a été évalué a 73% avec
33% de réponses completes ainsi qu'une MRD négative acquise pour 26% des
patients traités. De plus, le taux de survie sans progression médian a été calculée a
8.8 mois(201) ce qui est favorable comparativement aux stratégies de traitement déja
précédemment approuvées comme le selinexor associé au dexaméthasone (3.7
mois)(202) et le belantamab mafodotin (2.9 mois)(203). Par ailleurs, une étude
frangaise multicentrique, DESCAR-T (NCT04328298), a montré des résultats
d’efficacité transposables a KarMMa tant en termes de taux de réponses que de survie
sans progression. C’est aussi comparable en termes de sécurité(204). Ensuite, I'essai
clinique multicentrique KarMMa-3 (NCT03651128) évaluant I'efficacité et la sécurité
d’Abecma® par rapport a celles des traitements standards dans le myélome multiple
a pu démontrer que le taux de réponse (partielle ou compléte) entre les deux groupes
était significativement différent (71% pour 'Abecma® et 42% pour ceux avec un
traitement standard (p-value < 0.001)). Les stratégies de traitements standards
considérées dans cette étude étaient les suivantes [daratumumab, pomalidomide et

dexamethasone] ; [daratumumab, bortezomib et dexaméthasone]; [ixazomib,
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lenalidomide et dexaméthasone] ; [carfilzomib et dexamethasone] ou [elotuzumab,
pomalidomide et dexaméthasone] et sont comprises dans le groupe « traitement
standard » comparé a Abecma®. En outre, la survie médiane sans progression est
bien plus élevée dans le groupe Abecma® (13.3 mois vs 4.4 mois pour le groupe avec
traitements standards, p-value <0.001). Cette étude montre ainsi qu’Abecma® a un
réel intérét thérapeutique pour ces patients comparativement aux traitements
standards avec une amélioration du taux de réponse et une prolongation de la survie
sans progression(205). De plus, une étude récente a également souligné que, selon
les témoignages et les résultats rapportés par les patients, Abecma® pourrait
ameliorer la qualité de vie par rapport aux traitements standards(206).

Ciltacabtagene autoleucel (Carvykti®) est le deuxieme médicament de thérapie
innovante a base de cellules CAR-T dirigées contre le BCMA qui a été autorisée par
'EMA et la FDA. Il s’agit d'un CAR-T de seconde génération ou les cellules ont été
transduites a I'aide d’'un vecteur lentiviral. Le titulaire de I'autorisation de mise sur le
marché pour cette spécialité est Janssen-Cilag International NV (Beerse, Belgique)
sur la base de I'étude pivot MMY2001 (ou CARTITUDE-1)(NCT03548207) ou, avec
une médiane de suivi égale a 12.4 mois, un taux de réponse atteignait 97% dont 67%
avec un réponse compléte(162). De plus, le taux de survie globale a 1 an était de 89%
avec un taux de survie sans progression a 1 an de 77%(162). Avec une médiane de
suivi égale a 28 mois, les taux de réponse globale et compléte sont encore supérieurs
(98% et 83% respectivement)(207). Le taux de survie globale a 27 mois était égal a
70.4% et sans progression a 54.9%(208). Cette étude permet de mettre en évidence
la possibilité d’obtenir une réponse satisfaisante durable chez des patients souffrant
de myélome multiple (R/R) avec de surcroit, des effets indésirables qui pouvaient étre
facilement pris en charge(162,207,208). Une étude multicentrique de phase 3,
CARTITUDE-4 (MMY3002)(NCT04181827), a pour objectif d’évaluer et de comparer
la réponse des patients souffrant de myélome multiple réfractaire au lenalidomide
ayant regu soit le traitement standard (daratumumab, pomalidomide, dexaméthasone
ou bortézomib) soit Carvykti®(209). Le taux de survie sans progression a 1 an était de
75.9% dans le groupe ayant regu Carvykti® tandis que celui pour le groupe avec le
traitement standard était de 48.6%. De plus, les taux de réponse globale et compléete
ont été plus élevés pour les patients ayant recu Carvykti® (84.6% et 73.1%
respectivement) comparativement au groupe de patients traités avec les médicaments
standards (67.3% et 21.8% respectivement)(209,210). Carvykti® réduirait également
de 74% le risque de progression/décés(211). Ces résultats sont renforcés par le fait

86



que les patients ressentent un réel impact positif sur leur qualité de vie aprés avoir
recu Carvykti®(212).

Une publication de Martin et al. en 2021(213) puis une mise a jour en 2023(214)
permettaient de comparer de fagon indirecte et ajustée les paramétres appariés
pouvant donner des informations sur I'efficacité des traitements Abecma® et Carvykti®
pour le traitement du myélome multiple (R/R). Les résultats trouvés par les études
CARTITUDE-1 et KarMMa ont été rassemblés pour permettre cette étude
comparative. La population de l'essai clinique CARTITUDE-1 a été ajustée pour
apparier avec les critéres d’éligibilité et de distribution des facteurs pronostiques
gu'utilise I'étude KarMMa. Ainsi, cela permet de prédire les résultats qu’auraient
obtenu la population de I'étude KarMMa s’ils avaient regu Carvykti®. Dans la derniére
mise a jour de 2023, les taux de réponse globale et compléte sont supérieurs pour
Carvykti® en comparaison de ceux avec Abecma® quelle que soit la méthode
d’ajustement utilisée (Figure 16A). La différence des taux de réponse (globale et
compléte) est statistiquement significative en faveur de Carvykti® concernant tous les
cas comparatifs mentionnés (ajustés avec la méthode A ou B ou non ajustés) dans
cette mise a jour, avec une p-value tres faible (< 0.05). Pour les comparaisons ajustées
et non ajustées, les courbes de survie sans progression et de survie globale sont
respectivement représentées par les figures 16B et 16C. Aprés ajustement, la
probabilité de survie sans progression sous Carvykti® était significativement plus
importante que sous Abecma® (HR : 0.38, p <0.0001) (Figure 16B), de méme pour la
survie globale (HR : 0.43, p=0.02) (Figure 16C).
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Figure 16 — Efficacité et survie de Carvykti® (A), Taux de réponses globale aprés ajustement pour
Carvykti® en comparaison avec ceux d’Abecma® (Adaptée de Martin et al., Current Medical Research
and Opinion, 2023) ; (B), Courbes ajustées et observées (non ajustées) de Kaplan-Meier de la survie
sans progression ; (C), Courbes ajustées et observées (non ajustées) de Kaplan-Meier de la survie
globale (les figures B et C sont extraites de Martin et al., Current Medical Research and Opinion,
2023)(214). Méthode A correspond a l'ajustement des patients de l'étude CARTITUDE-1 qui
répondaient aux criteres d'éligibilité de I'étude KarMMa, en fonction de leur statut réfractaire, de leur
profil cytogénétique, de leur stade selon le systéme de classification international révisé, et de la
présence de plasmocytomes dans I'analyse de base. Méthode B correspond a I'ajustement des patients
de I'étude CARTITUDE-1 qui répondaient aux critéres d'éligibilité de I'étude KarMMa, en fonction de
leur statut réfractaire, de leur profil cytogénétique, de leur stade selon le systeme de classification
international révise, de la présence de plasmocytomes, du nombre de lignes de traitement antérieures,
des années depuis le diagnostic du myélome multiple, de I'age, de la greffe de cellules souches
antérieure, du statut selon I'Eastern Cooperative Oncology Group, et du sexe dans l'analyse de
sensibilité. Abréviations : Cl, intervalle de confiance ; ESS, taille d’échantillon effective ; HR, hazard
ratio.

E) Effets indésirables
L'administration de cellules CAR-T peut entrainer divers effets indésirables, certains
étant spécifiques a ce traitement. Parmi les plus notables, on retrouve le CRS ainsi
que 'ICANS. D'autres effets secondaires, fréquemment observés et similaires a ceux
d'autres médicaments, incluent les cytopénies (215), I'hypogammaglobulinémie
(216,217), les infections, les troubles métaboliques, les affections gastro-intestinales,
les éruptions cutanées, les douleurs musculaires, les réactions au site d'administration

et les atteintes rénales aigués. Par ailleurs, bien que plus rares, certains effets
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secondaires peuvent étre graves, notamment ceux susceptibles de déclencher des

processus tumoraux (Figure 17)(218)

Insertional
oncogenesis

Neurological toxicity
Confusion, delirium, aphasia, seizure

e

“On-target, off-tumor” toxicity

T
CD19 B-cell
z aplasia
Normal B cell
e

CART cell

Cytokine release syndrome
Fever, fatigue, hypotension/tachycardia,
nausea, capillary leak, cardiac/renal/hepatic
dysfunction

cD19 S &

.....

Malignant Tumor-cell
B cell eradication

Anaphylaxis/allergy
Immune responses to mouse-derived and/or
recombinant proteins

Figure 17 — Effets indésirables possibles du traitement par cellules CAR-T : oncogenése
d’insertion (théorique) , « on-target, off-tumor » toxicité (responsabilité d’un antigéne cible sur
du tissus non pathogéne), anaphylaxie/allergie (réaction de I’h6éte contre I’antigéne étranger
exprimé sur les cellules CAR-T), syndrome de relargage de cytokines (CRS) (réponse du systéme
inflammatoire aprés activation des cellules CAR-T), neurotoxicité (Extraite de Bonifant et al., Mol
Ther Oncolytics, 2016)(218). Abréviation : CRP, protéine C réactive

a) Syndrome de relargage de cytokines

Le CRS est l'effet indésirable le plus caractéristique et le plus fréquent qui apparait
quelques heures ou jours apres l'injection de cellules CAR-T (219,220) (les premiers
signes apparaissent le plus souvent dans les 14 premiers jours (221)). La survenue du
CRS peut dépendre de quelques facteurs de risque tels que l'agressivité de
'hémopathie traitée (LAL par exemple)(222,223), la structure du CAR, la charge
tumorale(219,224,225), une dose injectée importante de cellules CAR-T (224,226), un
pic élevé de cellules CAR-T (221,224,227), une lymphodéplétion incluant la
fludarabine (221,222,228), la présence du CD28 comme domaine de costimulation
(222,229).
Le CRS correspond a une activation initiale du systéme immunitaire, entrainant une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y et le
tumor necrosis factor alpha (TNFa)(230), ainsi qu'a la sécrétion de molécules
pyropoptotiques comme la perforine et le granzyme B. D’une part, la perforine forme
des pores dans les cellules malignes, favorisant le granzyme B a s’introduire dans ces
cellules pour ensuite faciliter I'activation de la cascade des caspases via la gasdermine
E (231). Ainsi, ceci déclenche leur mort cellulaire sous une forme hautement
inflammatoire, nommée la pyroptose accompagnée de la libération de motifs
89



moléculaires associés aux dégats (DAMP, Damage Associated Molecular
Pattern)(232). La sécrétion de DAMPs active les cellules présentatrices d’antigénes
(CPAs) de l'immunité innée telles que les macrophages(232) et les cellules
dendritiques , qui les engagent, ensuite, dans la réponse inflammatoire. Cela accroit
séverement la libération de cytokines pro-inflammatoires comme [I'lL-13 et IL-6
(220,224,233,234) étant donné que les principales sources sont les macrophages
(235,236) et les monocytes (237,238). D’autre part, la sécrétion d'IFN-y et de TNFa
stimule également I'arrivée des CPAs exacerbant et amplifiant ainsi la synthése de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12). Par ailleurs, les interactions
entre le CD40, exprimé par les cellules tumorales (239) et les CPAs, et son ligand
CDA40L, exprimé par les cellules CAR-T (240), renforcent le relargage important de
cytokines (IL-1B, IL-6, TNFa). Ces cytokines libérées se lient, ensuite, a leurs
récepteurs présents sur les cellules endothéliales, induisant une lésion endothéliale
meédiée par le systéme immunitaire. L'endothélium, alors activé par une libération
importante de facteurs procoagulants tels que le facteur von Willebrand et
'angiopoietine 2, entraine principalement une fuite capillaire (226,234,241) mais
également une hypotension (240). (Figure 18)
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Figure 18 — Les différents mécanismes physiopathologiques du syndrome de relargage de
cytokines (Extraite de Zhang et al., Front Immunol, 2022)(240).

En lien avec ces divers mécanismes physiopathologiques a I'origine du CRS, différents
symptdmes retentissent au niveau clinique pouvant toucher plusieurs organes (Figure
19)(219). Cependant, les signes cliniques a surveiller sont la fiévre, les signes
d’hypoxémie et I'hypotension artérielle. D’autres symptdmes cliniques sont également
a prendre en compte comme les frissons, la tachycardie, les myalgies, la tachypnée,
les signes de détresse respiratoire, le malaise, la fatigue, les nausées, I'anorexie, les
troubles rénaux et cardiaques, l'insuffisance hépatique et la CIVD (218-220). Les
symptémes du CRS peuvent étre considérés non spécifiques et peuvent se confondre

avec ceux d'un choc septique.
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Constitutional:
* Fevers

* Rigors

* Malaise

* Fatigue

* Anorexia

* Arthralgias

Neurologic:

* Headaches

* Changes in level of consciousness
* Delirium

* Aphasia

* Apraxia

* Ataxia

* Hallucinations

* Tremor

* Dysmetria

* Myoclonus

* Facial nerve palsy
* Seizures

Cardiovascular:

* Tachycardia

* Widened pulse pressure

* Hypotension

* Arrhythmias

* Decreased left ventricular
ejection fraction

* Troponinemia

* QT prolongation

Pulmonary:
* Tachypnea
* Hypoxia

Hepatic:
* Transaminitis
* Hyperbilirubinemia

Renal:

* Acute kidney injury

* Hyponatremia

* Hypokalemia

* Hypophosphatemia

* Tumor lysis syndrome

Hematologic:

* Anemia

* Thrombocytopenia

* Neutropenia

* Febrile neutropenia

* Lymphopenia

* B-cell aplasia

* Prolonged prothrombin time
* Prolonged activated partial thromboplastin time|
* Elevated D-Dimer

* Hypofibrinogenemia

* Disseminated intravascular coagulation

* Hemophagocytic lymphohistiocytosis

Gastrointestinal:
* Nausea

* Emesis

* Diarrhea

Musculoskeletal:

* Myalgias

* Elevated creatine kinase
* Weakness

Figure 19 - Les toxicités du syndrome de relargage de cytokines par organe (Extraite de Brudno
et al., Blood, 2016)(219)

Etant donné que le CRS est I'effet indésirable le plus fréquent, affectant divers organes
avec des consequences potentiellement réversibles ou irréversibles, il est devenu
essentiel de grader le CRS observé chez chaque patient traité par cellules CAR-T.
Cette évaluation permet de déterminer la gravité du syndrome et d'adapter en
conséquence la prise en charge thérapeutique (220). La classification consensuelle
de I'ASTCT (American Society for Transplantation and Cellular Therapy), établie en
2019, évalue la sévérité du CRS de grade 1 a 4 dans le contexte des thérapies par
cellules CAR-T (242). Un grade 5 peut toutefois étre attribué dans le cas d'un décés
directement lié au CRS sans autre cause identifiee (242). Plus un CRS survient
précocement plus il est considéré comme sévere. La stratégie thérapeutique en
fonction des difféerents grades est présentée dans la Figure 20 (243). La SFGM-TC
(Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and Cellular Therapy) avait
publié¢ des recommandations en 2019 (244,245) qui montraient déja la place
importante des corticostéroides, tels que la dexaméthasone ainsi que d’'un anticorps
monoclonal humanisé anti-récepteur de I'lL-6, le tocilizumab dans la prise en charge
du CRS (218,233,242,244-246). De méme, I'importance d’'une coordination assurée
avec la réanimation avait déja été mise en évidence lorsque des premiers signes
d’hypotension ou d’hypoxémie avaient été observés chez les patients souffrant de
CRS. De plus, le CRS est un effet secondaire sévére des thérapies par cellules CAR-
T, mais ses symptdbmes, tels que la fiévre, la détresse respiratoire et I'hypotension,
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sont également communs a d'autres affections, y compris les infections virales et
bactériennes. Pour différencier le CRS de ces autres affections, il est essentiel de
réaliser des tests diagnostiques tels que les hémocultures, les examens
cytobactériologiques des voies respiratoires et des urines, ainsi que des PCR virales.
Ces tests permettent d'exclure la présence d'infections concomitantes. Si une infection
est présente en méme temps que le CRS, il est crucial de prendre en compte le
paramétre temporel, en particulier le délai entre l'injection des cellules CAR-T et
'apparition des symptdémes, pour une gestion clinique appropriée (242,245).
Concernant l'administration du tocilizumab, il est important de prendre en
considération la présence concomitante d'un ICANS étant donné qu’il peut
possiblement en étre responsable. En cas d'ICANS de grade au moins égal a celui du
CRS, il est recommandé de ne pas injecter de tocilizumab (243,247) (Figure 20).

GRADE 1 GRADE 2 GRADE 3 GRADE 4
Température 238" C Température2 38" C Température 238" C Température2 38" C
Et Et Et Et
Absence d’hypotension Hypotension sans nécessité de Hypotension nécessitant des Hypotension nécessitant de multiples
et vasopresseurs vasopresseurs vasopresseurs (exclusion de vasopressine)
Absence d’hypoxémie . et/ou . . et/ou . . es/ou ——
Hypoxémie nécessitant une Hypoxémie nécessitant une Hypoxémie nécessitant de la ventilation
oxygénothérapie aux lunettes <6L/min oxygénothérapie >6L/min mécanique
l Traitement symptomatique l
| Apres réalisation d'hémocultures et autres prélé infecti ¢ I'antibiothérapie p iliste a large sp |
— = = —
Traitement du CRS isolé :

En cas d’association avec un ICANS de grade au moins égal a celui du CRS : suivre I'algorithme de prise en charge de I'ICANS

TOCILIZUMAB IV 8 mg/kg* (max 800 mg) a administrer dans le service d'hématologie avant transfert I

Transfert er

Si dégradation DEXAMETHASONE IV *
10 mg/6h pour 1 a 3 jours puis

décroissance progressive DEXAMETHASONE IV *

S| dégradation 20mg/6h pour 3 jours, puis
décroissance progressive
|

Siabsence d’amélioration [ Siab d'améli linique 3 H+8 l
clinique dans les 3 jours et sans - - -
autre diagnostic différentiel | | Répéter le TOCILIZUMAB IV 8 mg/kg* (max 800 mg) |
| |
l [ Si absence d'amélioration clinique, persistance des symp |
Discuter TOCILIZUMAB IV * Discuter DEXAMETHASONE IV * Envisager DEXAMETHASONE IV * Prendre un avis d’expert
8 mg/ kg (max 800 mg), 10mg/6h pour 1 a 3 jours 20mg/6h pour 1 a 3 jours Changer pour METHYLPREDNISOLONE IV

1g/j pour 3 jours puis décroissance ***
Notamment si facteur de risque de
gravité (masse tumorale, Envisager la réadministration de
comorbidités cardiovasculaires) TOCILIZUMAB (max. 1 dose additionnelle)
ou Anakinra (cf texte)

Figure 20 - Gestion de la prise en charge du syndrome de relargage de cytokines en fonction
des différents grades de sévérité déterminés par Lee et al., Biol Bone Marrow Transplant,
2019(242) (Extraite Tudesq et al., Bull Cancer, 2023(243)). L'association du CRS avec un ICANS de
grade égal ou supérieur impose le choix d'immunomodulation selon les recommandations de prise en
charge de 'ICANS(247). * Chez I'enfant, le tocilizumab est prescrit a la dose de 12 mg/kg (max 800
mg), la dexaméthasone est prescrite a la dose de 6 mg/m2 (max 10 mg), la méthylprednisolone en
bolus de 1 g/1,73 m2 (max 1 g). **Dans les centres expérimentés disposant d'une unité cellules CAR-T
adaptée a une surveillance intensive, la prise en charge in situ d'un CRS de grade 2 résolutif peut se
discuter. ***Exemple de décroissance rapide : 1000 mg/j pendant 3 jours puis 250 mg 2/j pour 2 jours
puis 125 mg 2/j pour 2 jours puis 60 mg 2/j pour 2 jours puis sevrage total sur une semaine. Abréviation :
IV, voie intraveineuse.
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Si un CRS est réfractaire, un traitement immunomodulateur de troisieme ligne peut
étre envisagé tel qu'un anticorps anti-IL6 direct (siltuximab) ou un anticorps anti-
récepteur de ['IlL1 (anakinra)(248). La destruction des cellules CAR-T par
chimiothérapie sera le moyen de dernier recours (243).

En 2023, les recommandations de la SFGM-TC ont permis d’intégrer la possible
survenue concomitante, conséquente ou associée, du syndrome d’activation
macrophagique (SAM) avec le CRS aprés un traitement par cellules CAR-T et ainsi
d’identifier les malades a risque de cette complication. Le SAM post-CRS est rare et
peut étre suspecté en cas de résistance aux corticostéroides et tocilizumab (il sera
détaillé dans une partie dédiée). En effet, il est souvent détecté lorsque les symptédmes
cliniques persistent malgré une prise en charge optimale. Il faut préter particulierement
attention lorsqu’il est combiné avec des paramétres d’hémophagocytose comme
'hyperferritinémie (> 10 000ng/mL), la présence d’hépato-splénomégalie et
I'hypofibrinogénémie. Il faut également exclure les autres causes de SAM. La
distinction entre un SAM et un CRS est assez complexe a détecter. Ainsi, I'incidence
est difficile @ énumérer mais serait trés faible (249). La prise en charge d’'un SAM
secondaire au CRS est exposée en Figure 21 et inclue principalement des
corticostéroides et de l'anakinra par voie intraveineuse (IV)(250). L'administration
d’étoposide peut étre prescrite en cas de SAM secondaire au CRS au stade
avancé(243).

Premiére ligne :
Dexaméthasone IV : 20 mg x 4/ jour *
ET Anakinra IV : 1 mg/kg x 4 / jour *

CRS/SAM ‘

L'association d’un CRS persistant malgré
tocilizumab et corticostéroides avec un ou
plusieurs des éléments suivants, doit faire
évoquer un SAM:

Evaluation & 24-48 heures
Absence d'amélioration clinique
ET Augmentation de la ferritinémie

Deuxiéme ligne :

Organomégalie (+/-) *  METHYLPREDNISOLONE IV*

1000mgl/j pour 3 jours puis 250mg x 2/j pour 2
jours puis 125mg x 2/j pour 2 jours puis 60mg x 2/j
pour 2 jours puis décroissance progressive

Cytopénies séveres (++)
Ferritinémie > 10 000 ng/ml
ASAT, ALAT, Bilirubine (+)
Hypofibrinogénémie (+/-)
Hypertriglycéridémie (+)

Coagulopathie (+/-)
Hémophagocytose (+++) sur le ‘

ET Anakinra IV : 100mg x 4/ jour *

myélogramme

Evaluation a 24-48 heures
Dégradation clinique
ET Augmentation de la ferritinémie

Troiséme ligne :
Rajouter, Etoposide : 75 mg/m2 IV * & J1 puis
répéter a J4 et J7 si besoin

| Eliminer un sepsis concomitant I

Figure 21 — Prise en charge du syndrome d’activation macrophagique secondaire au syndrome
de relargage de cytokines (SAM/CRS) (Extraite de Tusdeq et al., Bull Cancer, 2023)(243). * Chez
I'enfant, la dexaméthasone est prescrite a la dose de 6 mg/m2 (max 10 mg), I'anakinra est prescrite a
la dose de 2 mg/kg (max 100 mg) maximum toutes les 8 h, la méthylprednisolone en bolus de 1 g/1,73
m2 (max 1 g) puis décroissance progressive, I'étoposide a la dose de 75 mg/m2 (max 150 mg).
Abréviation : IV, voie intraveineuse.
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b) Neurotoxicité

Le deuxiéme effet indésirable le plus fréquent et potentiellement grave (car
possiblement mortel) d’'une injection de cellules CAR-T est I'lmmune effector cell-
associated neurotoxicity syndrome (ICANS ou en frangais syndrome de neurotoxicité
associée au traitement par cellules CAR-T). Il survient souvent apreés le pic de sévérité
du CRS, approximativement 4-5 jours aprés l'injection de CAR-T (222,251,252) avec
I'apparition de signes cliniques tels qu'une aphasie, des troubles de 'attention et de la
conscience, des délires, des confusions, des tremblements, des convulsions, des
déficiences motrices, une encéphalopathie, un coma...(222,251,253,254). Ces
symptémes peuvent durer de 5 a 10 jours (241). Certains patients pour lesquels une
neurotoxicité sévére peut étre observée ont pu développer un cedéme cérébral
(255,256). C’est rare mais peut-étre fatal (241,257,258). Néanmoins, la neurotoxicité
développée post-CAR-T chez des patients traités est souvent de nature aigué. Elle
est, dans la plupart des cas, réversible sans conséquences néfastes neurologiques ou
cognitifs a moyen terme (entre 6 et 12 mois)(259). De plus, la neurotoxicité post-
cellules CAR-T est souvent associée a un CRS concomitant ou antérieur
(222,241,251,254). Par ailleurs, certains facteurs de risque de 'lCANS sont similaires
au CRS comme la charge tumorale importante, la dose de cellules CAR-T injectée, un
pic élevé de cellules CAR-T et la lymphodéplétion comprenant de la fludarabine et
d’autres facteurs sont plus spécifiques de I'lCANS tels que la présence d’'un CRS
sévere antérieur et la présence de comorbidités neurologiques préexistantes
(222,241,251,253,254). Au niveau biologique, des facteurs de risque sont aussi
évocateurs de la survenue d'ICANS comme des taux élevés de LDH une
thrombopénie avant injection de cellules CAR-T et une concentration élevée de
ferritine 72 heures apres le traitement (222,251,253,254). En outre, malgré la
méconnaissance des mécanismes physiopathologiques de [I'ICANS, cette
neurotoxicité semble étre aussi médiée par les cytokines. En effet, aprés la liaison du
CAR-T avec la cellule blastique présentant le CD19, cela entraine la libération de GM-
CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) mais aussi de myeloid
differentiating chemokines (MDCs) pour activer le recrutement des macrophages et
des monocytes. Ainsi, résultera la sécrétion d’IL-1 et I'lL-6 via ces cellules myéloides
(241). Par ailleurs, comme expliqué précédemment, pendant le CRS, il a pu étre
observé une activation endothéliale due a la libération de cytokines et causant une
fuite capillaire, mais aussi une bréche au niveau de la barriere hémato-encéphalique

(BHE) ce qui favorise la libération de ces cytokines inflammatoires dans le liquide
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céphalorachidien (LCR) (Figure 22). En effet, une ponction du LCR pouvait mettre en
évidence une perméabilité de la BHE par la présence de protéines, de leucocytes et
de cytokines sériques (IL-6, TNFa, IFN-y) dans le LCR (252,253) et méme de CAR-T
dans certains cas(222) (Figure 23). La perturbation endothéliale entrainant cette
instabilité vasculaire est associée a une augmentation de marqueurs sériques de la
coagulation, notamment une élévation significative de I'angiopoiétine 2 (Ang-
2)(251,260) et du facteur von Willebrand. De plus, un ratio [angiopoiétine
2/angiopoiétine 1] trés élevé est observeé dans les cas de neurotoxicité sévere, sachant
que I'angiopoiétine 1 joue un rdle protecteur pour I'endothélium vasculaire (251,260).
Par ailleurs, cette instabilité vasculaire peut étre exacerbée si une thrombopénie est
présente (253), ce qui se manifeste par une agrégation plaquettaire ainsi qu’une liaison
du facteur von Willebrand sur de petits capillaires (Figures 22 et 23).
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Figure 22 - Pathogénése couplée du CRS et de I'lCANS (Extraite de Freyer et Porter, The Journal of
Allergy and Clinical Immunology, 2020(241)). Aprées la liaison du CAR-T avec la cellule tumorale, une
libération de GM-CSF et de MDCs induit le recrutement des macrophages et des monocytes qui
sécréteront de I'lL-1 et I'lL-6. Dans ce contexte inflammatoire, une activation endothéliale est observée
apreés la libération de facteur von Willebrand (VWF) et d’angiopoiétine 2 (Ang-2) ce qui induit une fuite
capillaire et une pénétration des cytokines inflammatoires et des leucocytes dans le LCR. Abréviations :
CRS, syndrome de relargage de cytokines ; GM-CSF, Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor ; ICANS, Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome ; MDC, Myeloid differentiating
chemokines ; TCR, T-cell receptor.

En outre, des résultats in-vitro d’incubation de péricytes cérébraux humains (entourant
les cellules endothéliales et formant la BHE) avec les cytokines inflammatoires (TNFa,
IFN-y) ont pu également mettre en évidence I'association de production importante de
cytokines sériques telles que I'lL-6 mais aussi la sécrétion de VEGF (vascular
endothelial growth factor) en présence d’'IFN-y induisant un stress des péricytes. En
effet, le VEGF favorise I'ouverture de la BHE (261,262) ce qui permet l'infiltration dans
le systéme nerveux central (SNC) des cytokines pro-inflammatoires et d’éléments du

systéme immunitaire, altérant ainsi les astrocytes situés le long de espaces
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vasculaires et séparant le tissu neuronal du tissu endothélial. En réponse a ce contexte
pro-inflammatoire, les astrocytes lésés sécrétent également du VEGF (261,262) et les
cellules de la microglie s’activent également. Ceci soutient I'idée que ce sont plutét les
cytokines inflammatoires et non directement les cellules CAR-T qui sont responsables
de [laltération de la perméabilité de la BHE(253,263-265). Cette pénétration
cytokinique dans le SNC a été facilitéte par une activation endothéliale et une
dysfonction gliale via, dans un premier temps, la signalisation des péricytes(266) puis,
dans un second temps, par une activation Iésionnelle des astrocytes
(261,264,267,268)(Figures 23 et 24). Ainsi, un contexte neuro-inflammatoire s’installe
perturbant la régulation du fonctionnement physiologique des neurones et des cellules

gliales, empéchant la libération normale des neurotransmetteurs (264).
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Figure 23 - Activation endothéliale entrainant une perméabilité de la BHE(Extraite de Gu et al.,
WIREs Mech Dis, 2022(264)). Abréviations : DAMPs, damage associated molecular patterns; IFN-y,
interferon gamma; LFA-1, Lymphocyte function-associated antigen 1 ; TNF-a, tumor necrosis factor
alpha; TNFR, tumor necrosis factor receptor; VCAM-1, vascular cell adhesion protein 1 ; VEGFR,
vascular endothelial growth factor receptor; VLA-4, Very late antigen-4 ; VWF, facteur von Willebrand.
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Figure 24 — Synthése de la pathogénése de I'lCANS suite a une injection de cellules CAR-T
(Extraite de Gu et al., WIREs Mech Dis, 2022(264)). Ce schéma montre I'impact symptomatologique de
'ICANS et met en évidence les cibles pouvant étre utilisée pour le traiter.

En imagerie (IRM (imagerie par résonance magnétique) ou TDM (tomodensitométrie)),
les résultats sont normaux dans la plupart des cas. Certains patients peuvent
présenter un effet FLAIR (Fluid attenuated inversion recovery) correspondant a des
zones d’hyperintensité touchant principalement les thalami bilatéraux et le tronc
cérebral (251)(Figure 25). Dans les cas les plus sévéres, des microhémorragies par
extravasation des globules rouges, destruction de la paroi vasculaire et formation de
thrombi multiples localisés sur les petits vaisseaux sanguins peuvent étre observeés.
De surcroit, I'électroencéphalogramme peut montrer un ralentissement diffus chez des

patients mais il est principalement utilisé pour exclure une activité épileptique (253).

Figure 25 - IRM cérébral de 4 patients avec une neurotoxicité sévere aprés une injection de
cellules CAR-T (Extraite de Santomasso et al., Cancer Discov, 2018(251)). Imagerie en coupe axiale
montrant I'effet FLAIR au niveau des thalami bilatéraux (désignés par les tétes de fleches). Pour les
patients 1 et 3, des signaux d’hyper intensités additionnels ont été observés au niveau de la capsule
externe (désignés par les grandes fleches).

Tout comme le CRS, la sévérité de I'ICANS a aussi été gradée de 1 a 4 par TASTCT
en 2019(242). En 2018, Neelapu et al., a initié la mise en place d’'un score objectif
permettant le dépistage de la neurotoxiciteé liée au CAR-T, le CARTOX-10 (CAR-T-cell-
therapy-associated toxicity 10-point neurological assessment)(256). C’est un score a

10 points, simple d’utilisation, reproductible et répétable plusieurs fois par jour. Il inclue
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des éléments du Mini-Mental State Examination (MMSE) permettant d’évaluer les
compétences cognitives (la personnalité, 'orientation dans I'espace et le temps) mais
aussi les capacités de concentration, de parole et d’écriture (242,256). Une version
modifiee du CARTOX-10 est aujourd’hui utilisée pour la classification des ICANS par
ASTCT et est renommée le score ICE (Immune Effector Cell-Associated
Encephalopathy) avec I'addition d’'un meilleur outil de détection des encéphalopathies
pour évaluer l'aphasie réceptive observée chez ces patients. LASTCT prend
également en compte ['évaluation du niveau de conscience, la présence et
I'occurrence de symptdémes moteurs, de convulsions, de signes d’augmentation de la
pression intracranienne (PIC) et d’'cedéme cérébral chez ces patients sans ou avec
encéphalopathie(222,242). Par ailleurs, I'analyse de la PIC est difficile en clinique et
utilise la pression d’ouverture du LCR lors de la ponction lombaire et la présence de
papilloedéme (242).

GRADE 1 GRADE 2 GRADE 3 GRADE 4
- Diminution du niveau de conscience - Alteration de la conscience affectant les Niveau de conscience trés altéré (réveil Patient non réveillable ou ayantbesoin de
(réveil spontané) activités de lavie quotidienne (réveil a uniquement a la stimulation tactile) stimuli tactiles vigoureux ou répétitifs pour se
- Score ICE (age 212) =7-9 I'appel) - Toute crise épileptique clinique focale ou réveiller. Stupeur ou coma.
ou CAPD (age < 12) = 1-8 - Score ICE (age 212) =3-6 généralisée qui se résoud rapidement ou - Crise convulsive généralisée (>Smin) ou crises
ou CAPD (age<12)=1-8 crises infracliniques qui se résolvent sans cliniques ou électriques répétitives sans retour a
traitement la conscience entrechaque crise
- Dedéme focal/local a I'imagerie cérébrale - Déficit moteur focal profonde tel
- Score ICE(age 212) =0-2 qu'hemiparésie ou paraparésie - oedéme
ou CAPD (age < 12) >8 cérébral diffus & I'imagerie cérébrale: signes de
décérébration ou décrotication: ou paralysie du
nerf cranien VI: ou oedéme papillaire; ou triade
de Cushing
- ICE ou CAPD impossible

_ |
&4 | = |
|
- Surveillance rapprochée . . |
“EEG, IRM et PL selon les ind — Tran__s_fgr_tﬁg.rga_l;ma!l@_o_n -
cliniques (diagnostics différentiels) N . N _ N " 5 N . X
I EEG, IRM et ensuite PL selon la clinique en I'absence de contre-indication (diagnostics différentiels) l

Traitement spécifique de 'ICANS (hors essais cliniques) l

| I i

Si crise épileptique (clinique ou électrique): Lévétiracétam et discuter les benzodiazépines

En cas de persistance ou de récidive des convulsions, répéter les L diazépines, sinon trai comme un “état de mal”
=S|
Si oedéme cérébral: envisager un traitement
hyperosmolaire
DEXAMETHASONEIV 10mg/6h pendant 1-3 jours* ’ I

* METHYLPREDNISOLONEIV 1000 mg/j
Si aggravation pendant 3 jours puis 250 mg x 2/j
pendant 2 jours, 125 mg x 2/j pendant 2

jours, 60 mg x 2/j pendant 2 jours™

) 2

Pédiatrie: * Discuter d'autres alternatives: anti-IL1-

*DEXAMETHASONE 6 mg/m?/6h, max 10 mg par dose ou METHYLPREDNISOLONE 2 mg/kg/j pendant 3 jours S e L Ceal)
** METHYLPREDNISOLONE 1g/1.73 m?/j pendant 3 jours T

Figure 26 — Prise en charge de 'ICANS en fonction des différents grades de sévérité déterminés
par Lee et al., Biol Bone Marrow Transplant, 2019(242) (Extraite de Picard et al., Bull Cancer,
2023(247)). Abréviations: CAPD, Cornell Assessment of Pediatric Delirium ; ICANS, Immune effector

cell-associated neurotoxicity syndrome; ICE, Immune effector cell encephalopathy.

La prise en charge de 'lCANS est exposée Figure 26 selon les recommandations de
la SFGM-TC. Une premiére stratégie correspond au traitement symptomatique adapté
tel que la position demi-assise ou la mise en place d’'un traitement antiépileptique

(Iévétiracetam par exemple). Puis, les axes suivants montrent 'utilisation principale et
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préférentielle de corticostéroides aux différents grades (dexaméthasone dés le grade
2 alors qu'en grade 4, la méthylprednisolone en bolus sera préférée). Toutefois,
contrairement au CRS, l'utilisation de tocilizumab n’est pas du tout recommandée
(237) en raison de sa non-infiltration a travers la BHE pouvant potentiellement majorer
le risque de neurotoxicité (251,253). En cas d'ICANS réfractaire, d’autres stratégies
thérapeutiques peuvent étre envisagées telles que I'anakinra (237,248), le siltuximab
mais aussi la chimiothérapie intrathécale (247,269).

c) Diverses complications post-cellules CAR-T

L'injection de cellules CAR-T entraine également d’autres effets indésirables fréquents
tels que ’hnypogammaglobulinémie, les infections et les cytopénies.

1. Hypogammaglobulinémie
L’hypogammaglobulinémie est la conséquence de I'aplasie des cellules de la lignée B
attendue apreés traitement par cellules CAR-T (anti-CD19 ou anti-BCMA), ce sont des
effets qualifiés « on-target, off- tumor ». En effet, les cellules B normales sont
également la cible d’attaque des cellules CAR-T via leur expression de CD19

et de BCMA. Laplasie des cellules de la lignée B peut étre considérée comme un
paramétre temporel (qui peut perdurer et persister jusqu'a plusieurs
années)(216,233)et de pharmacodynamie de la fonctionnalité des cellules CAR-T. Par
conséquent, 'hypogammaglobulinémie peut survenir a tout moment et apparaitre plus
tardivement (> 90 jours aprés injection de CAR-T). Elle est définie de fagon biologique
par une quantité faible d’lgG (< 400 mg/dL) et/ou par la nécessité de recourir a une
injection en IV d'immunoglobulines au-dela de 90 jours aprés l'injection des cellules
CAR-T (270). Cette complication est plus fréequente chez les enfants en raison de la
présence d’'un compartiment de plasmocytes plus robustes chez les adultes. La
présence d’'une hypogammaglobulinémie chez un patient le rend plus susceptible de
souffrir d’infections intercurrentes (bactériennes, fongiques ou virales)(271). Aprés les
6 premiers mois, le critere clinique prime sur la surveillance des patients. Mais pour
ceux qui n‘avaient pas encore connu d’hypogammaglobulinémie, un suivi semestriel
des immunoglobulines (lg) (les sous-classes d’lg doivent étre suivies annuellement)
est préconisé (272). Un traitement de substitution est alors souvent proposé pour
pallier cette hypogammaglobulinémie. Cette prise en charge est généralement patient-
dépendante en fonction de son statut clinique, sa durée d’aplasie B (> ou non a 6
mois), des infections en cours, de son risque infectieux, de son dosage des sous-

classes d'immunoglobulines (déficit ou non) et de ses résultats de séroconversion
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aprés vaccination contre le tétanos, la diphtérie ou le pneumocoque (absence ou
présence)(216,272-275).

2. Infections

Les infections post-CAR-T sont fréquentes et de plusieurs natures (bactériennes,
fongiques ou virales) bien que les infections bactériennes soient les plus recensées.
Les infections des voies respiratoires sont celles qui sont le plus rapportées. La plupart
sont bénignes et sont traitées en ambulatoire (270). Les infections surviennent souvent
en phase aigué apres I'injection des cellules CAR-T (271,275) (Figure 27). Les facteurs
de risque des infections post-CAR-T sont 'hémopathie traitée du patient (LAL), une
hypogammaglobulinémie, une aplasie de la lignée cellulaire B, une neutropénie, un
nombre important de lignes de traitements antitumoraux précédant l'injection de
cellules CAR-T (plus il y a de lignes, plus le risque infectieux augmente), une dose
élevée de cellules CAR-T injectée ou un CRS sévere (272). Ceci souligne I'importance
de la mise en place d’'un traitement de prophylaxie adaptée (276). De plus, il est
important de connaitre le statut infectieux initial du patient pour voir ensuite son
évolution et intercepter I'étiologie infectieuse. Ainsi, plusieurs tests et analyses
sérologiques sont a effectuer au préalable de linjection des cellules CAR-T (par
exemple herpés, hépatites, virus de I'immunodéficience humaine (VIH)....)(275). Si le
patient présente des symptémes infectieux ou de la fiévre, il est recommandé de
prélever les échantillons microbiologiques nécessaires pour permettre une
identification de I'agent en cause afin de traiter ensuite spécifiquement l'infection. En
attendant les résultats des tests, une antibiothérapie probabiliste (ou empirique) basé
sur des protocoles locaux des hopitaux est alors initiée (272).
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Phase 1: Acute Toxicities Phase 2: Delayed Toxicities Phase 3: Late Phase
CRS
—)

ICANS

Neutropenia: L6 Impaired cellular and Persistent CD19*
Anti-inflammatory treatments ; ) humoral B cell| | B-cell aplasia,
(e.g., steroids, tocilizumab) / > "|lL::1 immunity hypogammaglobulinemia
CART cell SR T cell
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il Gastroenteritis (C. difficile)
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] Other herpesviruses
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]
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Figure 27 — Frise chronologique d’apparition des infections opportunistes aprés traitement par
cellules CAR-T anti-CD19 (Extraite de Hill and Seo., Blood, 2020(275)). 2, autant d’épisodes bactériens
causés par des organismes a gram positif que des organismes a gram négatif.

3. Cytopénies
Les cytopénies sont les complications les plus sévéres mais aussi les plus fréquentes
apres un traitement par cellules CAR-T. Leur apparition mais aussi leur persistance
chez les patients traités constituent un intérét important a considérer et a évaluer en
clinique. Ainsi, elles sont redéfinies sous le terme d’ICAHT (Immune effector cell-
associated hematoxicity) permettant de décrire I'hnématotoxicité observée aprés la
réinjection de cellules CAR-T. Apres une conférence tenue a Lille pendant 2 jours en
mars 2023, des experts de 'EHA (European Hematology Association) et de 'TEBMT
(European Society for Blood and Marrow Transplantation) ont statué sur des
recommandations de bonnes pratiques pour évaluer et grader cet effet indésirable
comme I'lCANS et le CRS (215,277). La classification de 'lCAHT est basée sur la
profondeur et la durée de la neutropénie en cours. Deux catégories de cytopénies se
distinguent suivant la durée et la survenue de 'NCAHT. L'early ICAHT ou cytopénie
précoce correspond a une cytopénie qui est apparue au cours des 30 premiers jours
aprés traitement par CAR-T. Et, le /ate ICAHT ou cytopénie tardive représente une
cytopénie dont la survenue est observée a partir de 30 jours post-CAR-T (277). Les
cytopénies précoces sont les plus évidentes a expliquer car elles sont secondaires a
la chimiothérapie (composée classiquement de fludarabine et de cyclophosphamide)
administrée pour la lymphodéplétion et réalisée avant l'injection de cellules CAR-T

(278). Les cytopénies, en général, seraient de nature biphasique avec une phase
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précoce corrélée a la lymphodéplétion puis une deuxiéme phase tardive apparaissant
environ au moins 21 jours aprées I'administration de CAR-T plut6t liée au contexte pro-
inflammatoire du CRS et la présence d’une moelle osseuse de richesse pauvre (279).
Les facteurs favorisant la survenue de cytopénies post-CAR-T sont nombreux. Parmi
eux, certains sont présents chez le patient avant la lymphodéplétion, comme
’hémopathie pour laquelle le patient est traitée (LAL > lymphome)(280), la masse
tumorale avant 'administration de cellules CAR-T (281,282)(augmentation des LDH,
présence d’'un infiltrat tumoral au niveau médullaire), le nombre de lignes de
traitements antitumoraux précédents cette injection (280), des antécédents de
cytopénies (en particulier des thrombopénies)(283), un contexte inflammatoire
préexistant (CRP (protéine C réactive) et ferritine augmentées (283) mais aussi une
élévation des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 (284)). D’autres facteurs
sont dépendants du produit cellulaire injecté. En effet, le domaine de costimulation
choisi (CD28 > 4-1BB) ainsi que le type de construction du CAR-T administré (cible
double > cible simple) en font partie (279,280). Les derniers facteurs de risque pouvant
influer sur la survenue de cytopénies sont la séveérité du CRS, un taux élevé de
marqueurs inflammatoires (279,284,285), les infections concomitantes (virale surtout
(286) ou sepsis) et la présence d’'un SAM (287).

Un score nommé CAR-HEMATOTOX a été développé pour identifier les patients a bas
et a haut risque de développer une hématotoxicité post-CAR-T et est réalisé avant la
lymphodéplétion (283). Le score inclue des paramétres liés a la réserve
hématopoiétique (tels que le nombre absolu de neutrophiles (ANC), le taux
d’hémoglobine et la numération plaquettaire) et des marqueurs de l'inflammation (CRP
et ferritine) (Figure 28). Ce score a été validé pour suspecter une neutropénie sévére
(< 0.5 G/L) perdurant pendant plus de 14 jours dans les 60 premiers jours aprés
I'injection de cellules CAR-T. Ce score peut étre calculé en ligne sur le site de la

German Lymphoma Alliance : (https://www.german-lymphoma-

alliance.de/Scores.html). Les cytopénies prédisposent aux infections, par conséquent,
ce score peut également détecter les patients a risque de développer des infections
seveéres (277).

Features 0 Point 1 Point 2 Points
Prior to lymphodepleting chemotherapy (day -5) ' |pjatelet count >175.000/ul | 75.000 - 175.000/ul | < 75.000/ul
Determine pati_ent-ir?dividu:al risk of Absolute neutrophil count (ANC) > 1200/ul <1200/pl B
—> ipisrdeders e [Homogobi
. . . C-reactive protein (CRP) < 3.0 mg/dl >3.0 mg/dl -
¢ Lenlency time period forlab valdes: 3 deys Ferritin <650 ng/ml 650-2000 ng/ml > 2000 ng/ml
Low: 0-1 High: 22

Figure 28 - CAR-HEMATOTOX score (Extraite de Rejeski et al., Blood, 2023(277), adaptée de Rejeski
et al., Blood, 2021(283)). Un risque d’hématotoxicité est considéré comme élevé quand le score CAR-
HEMATOTOX = 2.
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L'ICAHT est une complication importante a considérer. En effet, cet effet indésirable
aurait un réel impact clinique car les patients présentant une cytopénie prolongée
auraient une survie globale significativement plus courte que ceux sans (survie
évaluée a 28 mois avec cytopénie prolongée vs. non atteinte sans cytopénie, p-value
=0.048)(288). Cependant, la pathogénése de I'lCAHT serait multifactorielle (289) et la
compréhension du mécanisme physiopathologique sous-jacent demeure encore
obscure. Certaines pistes sont explorées et détaillées Figure 29 pouvant expliquer la
survenue de cytopénies tardives. Tout d’abord, Kitamura et al. ont mis en évidence
une concentration faible de cellules CD271+ au niveau médullaire avant injection de
CAR-T associée a une altération de la niche hématopoiétique (290). Une hypothése
possible serait une transmigration des cellules CAR-T vers les cellules cibles a
I'intérieur de la moelle osseuse formant une hyperinflammation locale et une sécrétion
de cytokines a proximité des cellules progénitrices hématopoiétiques. Cela entrainerait
des cytopénies prolongées via des perturbations du microenvironnement meédullaire
(215). Ensuite, I'acquisition de variations génétiques somatiques en raison entre autres
de I'dge et de la chimiothérapie antérieure peut favoriser le développement d’une
hématopoiese clonale de potentiel indéterminé (CHIP ou clonal hematopoiesis of
indeterminate potential), amplifiant la réponse inflammatoire de I'h6te aux cellules
CAR-T (215). Par ailleurs, un CRS sévéere et la présence de marqueurs de
linflammation (IFN-y et pic d'IL-6 (284)) seraient également impliqués dans le
développement d’hématotoxicité sévere. Mais, les patients en aplasie peuvent
également montrer une altération de I'endothélium (augmentation d’Ang-2), la
présence d’inhibiteurs de lymphocytes T (PD-L2 ou Gal-9) responsables d’une
dysrégulation immunitaire suppressive des lymphocytes T et I'élévation au niveau
seérique de marqueurs d’activation des macrophages (IL-15, IL-18 et MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1) par exemple)(291). Enfin, il a été observé une population
assez importante dans la moelle osseuse de lymphocytes T CD8+ CX3CR1Migh
exprimant fortement les génes liés a la production d'IFN-y et a la signalisation des
cytokines (résistants a la chimiothérapie de lymphodéplétion et qui se développeraient
de maniére clonale dans un contexte inflammatoire)(288). Toutefois, le taux de SDF-1
(stromal cell-derived factor 1), la chimiokine entre autres essentielle au développement
des cellules B, est perturbé chez les patients présentant une cytopénie prolongée
(279) due a une possible récupération précoce des cellules B post-cellules CAR-T
réduisant la sortie des neutrophiles de la moelle osseuse. En outre I'association entre
les cellules CAR-T et la neutropénie a été liée a I'expansion clonale des lymphocytes

T probablement en raison d’interactions cellulaires T et B diminuées, L'analyse
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transcriptomique du TCR d’un patient avec une insuffisance médullaire acquise post-
cellules CAR-T a montré une expansion oligoclonale des celulles T, en particulier des
cellules T CD8+ CD57+, ainsi qu'une transition d'une utilisation multiclonale du TCR

vers un profil oligoclonal (215).

Haematopoietic stem cell reserve Local inflammation in the bone marrow
« Cumulative genotoxicity of prior therapies « CAR T-cell transmigration
» Natural ageing « Tumour cell lysis and B-cell lysis
« Presence of CHIP clones « Local release of inflammatory mediators

Previous chemotherapy
exposure

Bridging Ageing

Healthy  Depleted CHIP

Susceptibility to
inflammatory stress

Mechanisms of immune
effector cell-associated
haematotoxicity

ots

i m T-cell receptor

clonality

SDF-1 1
CX3CR1hi
Terr cells

B-cell
precursors

T cell-B cell imbalance and clonal expansion Systemic inflammatory mediators
« Early B-cell recovery « CRS-associated inflammatory patterns
« Oligoclonal T-cell expansion « Immune dysregulation and macrophage
« Clonally expanded CXCR1"" T, cells activation

« T-cell suppressive milieu

Figure 29 - Mécanismes possibles de la pathogénése de I'lCAHT (Extraite de Rejeski et al., Lancet
Haematol, 2024(215)) Abréviations : CAR, chimeric antigen receptor ; CHIP, clonal haematopoiesis of
indeterminate potential ; CRS, syndrome de relargage cytokinique ; CX3CR1", high gene expression of
CX3CR1 ; ICAHT, immune effector cell-associated haematotoxicity ; Terr, l[ymphocyte T effecteur

Par ailleurs, des étiologies différentielles d'ICAHT prolongées sont possibles. Par
conséquent, des examens complémentaires doivent étre réalisés pour les exclure et
confirmer le diagnostic d'ICAHT (292). Si suspicion d’'une cause meédullaire sous-
jacente de ces cytopénies, un myélogramme devra étre réalisé pour faire des analyses
cytologique, d'immunophénotypage, de cytogénétique et de biologie moléculaire. En
effet, quelques cas de SMD ou d’autres néoplasmes myéloides (LAM par exemple) ou
de leucémie a grands lymphocytes a grains (LGL) ont été rapportés (278,293).
Cependant, les CHIPs (294) sont possiblement associées a I'étiologie immuno-médiée
des cytopénies donc dans certains cas, il ne faut pas les compter comme diagnostic
différentiel (292). Ensuite, les cytopénies auto-immunes, le SAM, les pathologies
infectieuses sous-jacentes, les carences vitaminiques et les causes toxiques
médicamenteuses sont des causes possibles de cytopénies prolongées et doivent étre
exclues pour poser le diagnostic d'ICAHT. Les examens complémentaires a réaliser
en conséquence sont résumés Table 16 (292).
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Etiologies différentielles Examens complémentaires
Myélogramme :
Hémopathies myéloides, cytopénie a signification - Immunophénotypage,
indéterminée, et infiltration médullaire - Cytogénétique,
- Biologie moléculaire
- Bilan d’hémolyse
- Test de Coombs
Cytopénie auto-immune - Dosage d’anticorps anti-plaquettes
- Dosage d’anticorps anti-granuleux
- Dosage d’agglutinines froides
- Dosage des triglycérides
Syndrome d’activation macrophagique - Dosage de la ferritine
- Myélogramme
Pathologies infectieuses sous-jacentes (virales | PCR virales sanguines (CMV, EBV, HHV-6, adénovirus, parvovirus
surtout) B19)
Carences vitaminiques Vitamines B6, B9, B12
Causes toxiques médicamenteuses Dosage de médicaments possiblement responsables

Table 16 — Diagnostic différentiel des ICAHT et les examens complémentaires a réaliser en
conséquence (Adaptée d’Alsuliman et al., Bull Cancer ,2024(292))

La prise en charge des cytopénies précoces est difféerente de celle des cytopénies
tardives.

Le traitement des cytopénies précoces est symptomatique et basé principalement sur
des transfusions de concentrés plaquettaires et de culots érythrocytaires. Le facteur
de croissance granulocytaire (G-CSF) est utilisé soit en prophylaxie, soit dans les cas
de neutropénies séveres (ANC < 0.5 G/L) avec ou sans complications infectieuses.
Une prophylaxie antivirale (via valaciclovir ou aciclovir) et anti-pneumocystose (par
cotrimoxazole) est prescrite pour tous les patients mais une prophylaxie
antibactérienne et antifongique systémique seulement en cas de neutropénie sévére
(277). Le traitement des cytopénies tardives doit se référer aux résultats de I'analyse
du myélogramme pour ne pas passer a c6té d’'une hémopathie causale. Des agonistes
de la thrombopoiétine, de [I'érythropoiétine (293) ou du G-CSF peuvent étre
administrés dans ces cas de cytopénies tardives. Les patients non-répondeurs et/ou
réfractaires au G-CSF 14 jours aprés l'injection de cellules CAR-T peuvent se voir
administrer un boost de CSH préalablement cryoconservées (auto- ou allo-CSH). Si
toutes les options sont récusées ou le grade 4 d'ICAHT persiste plus de 30 jours aprés
I'injection de cellules CAR-T, il est recommandé d’initier une recherche de donneur en
vue d’une allogreffe de CSH (Figure 30)(277).
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Grade 1 Grade 2 Grade 37 Grade 4

ANC <100/pL for 27 days ANC <100/pL for 214 days
or

ANC <500/pL ANC <500/l -
ANC <500/uL for =14 days ANC never 2500/ulL by day +30

for <7 days for 27 days

y

In case of a high risk-profile for ICAHT (e.g. high CAR-
HEMATOTOX score . * , consider early
(prophylactic) G-CSF administration (from day +2)

In case of persistent neutropenia,
initiate (therapeutic) G-CSF support

Consider anti-infective prophylaxis based on patient-i :\

Tier 1 diagnostic work-up: lab chemistry, substrate deficiency, viral
studies, rule out HLH
| |
In G-CSF refractory cases (no count recovery despite >5 days of
G-CSF support) and beyond day +14 after CAR-T infusion
=> Perform tier 2 diagnostic work-up

Consider rescue with autologous or allogeneic hematopoietic
cell boost, if a cryopreserved graft available

Offer TPO agonists (e.g. romiplostim, eltrombopag),
especially in cases of associated thrombocytopenia

In case of clinical deterioration Initiate donor search
or persistent neutropenia for allogeneic hematopoietic
despite therapeutic measures cell transplantation

Ultima ratio:
allogeneic hematopoietic
cell transplantation

Figure 30 - Algorithme de traitement des ICAHT (Extraite de Rejeski et al., Blood, 2023(277)).
*Les patients a haut risque sont définis par leurs antécédents d’allo ou autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques, leur cytopénie de base, la charge tumorale importante, leur état inflammatoire
systémique et la présence d'une infiltration de la moelle osseuse. **Prophylaxie antifongique
particulierement recommandée pour les patients avec des antécédents fongiques, d’allogreffe de CSH
et sous corticostéroides a long terme ou a fortes doses. La décision d’une prophylaxie antibactérienne
devrait intégrer la composante de I'épidémiologie locale (par exemple la prévalence des bactéries gram
négatif multirésistantes) mais n’est pas recommandée pour les patients a faible risque d’ICAHT.
1S’applique également aux ICAHT tardives Si les critéres coordonnent.
Abréviations : ANC, Nombre absolu de neutrophiles ; G-CSF, Granulocyte colony-stimulating factor;
ICAHT, Immune effector cell-associated hematoxicity; TPO, thrombopoiétine

Une figure de synthése concernant 'ICAHT aprés une injection de cellules CAR-T
est présentée Figure 31.
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Before CART-cell infusion Early ICAHT phase (day 0-30) Late ICAHT phase (after day 30)
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Figure 31 - ICAHT au cours du temps aprés injection de cellules CAR-T (Extraite de Rejeski et al.,
Lancet Haematol, 2024(215)) Abréviations : ANC, nombre absolu de neutrophiles ; CAR, chimeric
antigen receptor; CRP, protéine C reactive; CRS, syndrome de relargage cytokinique ; Hb,
hémoglobine; HCT, haematopoietic cell transplantation; ICAHT, immune effector cell-associated
haematotoxicity ; G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor.

4. Syndrome d’activation macrophagique
Le SAM est un effet indésirable pouvant également survenir post-CAR-T mais reste
moins fréquent que les autres complications citées précédemment. Toutefois, le SAM
représente un effet secondaire sous-diagnostiqué et est associé a un risque de
surmortalité (250). Il s’agit d’une réaction inflammatoire systémique déclenchée par
I'activation démesurée des macrophages sécrétant de fagon exacerbée des cytokines
pro-inflammatoires. Les principaux symptdomes sont aspécifiques et communs a
d’autres syndromes comme le sepsis ou le CRS. Les patients présentent
principalement une fievre mais il est également possible d’observer une
hépatosplénomégalie et certaines dysfonctions d’organes. |l est alors difficile de rendre
un diagnostic. La réalisation d’'un myélogramme est ainsi fortement recommandée
pour rechercher une hémophagocytose (243). La prise en charge du SAM est la méme

qu’évoqueée préecédemment lorsqu’il est associé au CRS (Figure 21).

d) Complications hématologiques post-cellules CAR-T

La thérapie par cellules CAR-T peut induire I'apparition d’hémopathies. La survenue
de CHIP, de pathologies myéloides (SMD ou LAM) ou de lymphomes a cellules CAR-
T est possible et est trés redoutée. En novembre 2023, la FDA annonce une enquéte
sur plusieurs cas signalés de tumeurs malignes a cellules T secondaires (lymphomes
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CAR-positifs inclus) chez des patients traités par cellules CAR-T (295). La FDA a alors
exigé, en janvier 2024, aux fabricants de cellules CAR-T d’ajouter une mention
spéciale de sécurité avertissant les patients et I'équipe médicale du risque d’apparition
de tumeurs malignes secondaires post-cellules CAR-T, bien que le lien de causalité

n’ait pas encore été démontre.

1. Cancérisation des cellules CAR-T
En novembre 2023, la FDA lance un signalement national qui fait I'effet d'une bombe
dans le milieu pharmaceutique et de I'hématologie au sujet de cas de tumeurs
malignes a cellules T secondaires a une injection de cellules CAR-T. Une investigation
a la recherche de ces cas démarre. En effet, dans un premier temps, une hypothése
est émise concernant l'intégration du vecteur viral au niveau d’un proto-oncogeéne et
la possibilité de développer un cancer post-CAR-T (218). Deux cas de lymphomes a
cellules CAR-T ont été décrits en 2021 suite a une administration de cellules CAR-T
allogéniques anti-CD19 produites avec le systéme a transposon et non viral piggyBac
(296). Ces patients ont montré un nombre important de copies du transgéne mais sans
insertion typique oncogéne. Par ailleurs, un des deux patients est décedé (297). Ces
résultats soulignent la nécessité d'une prudence et d'un suivi régulier des patients
traités par cellules CAR-T, en particulier lorsque de nouvelles méthodes de transfert
de génes sont utilisées en production. Dans un second temps, I'administration de
cellules CAR-T modulerait le micro-environnement tumoral et de nouvelles anomalies
geéneétiques et cytologiques apparaitraient, ce qui favoriserait I'apparition de lymphome
T a CAR+. Un premier cas de lymphome par des CAR-T commerciaux a été publié en
novembre 2023, décrivant un cas de lymphome T survenu 5 mois aprés une injection
de ciltacabtagene autoleucel (Carvykti®). Plus de 90% des cellules de la biopsie des
ganglions lymphoides sont CAR+. D’ailleurs, une nouvelle expansion des cellules
CAR-T était observée 162 jours aprés l'injection, indépendamment de l'antigéne
BCMA. Une insertion dominante dans le 3'UTR (untranslated regions) de PBX2 du
CAR provenant de la biopsie suggére une certaine monoclonalité tumorale mais son
réle contributif reste flou. Cependant, le séquengage de I'exome entier a partir de la
biopsie a réveélé une variation génétique de perte de fonction au niveau du gene TET2
sans rapport avec l'insertion du CAR, ni du géne PBX2 (298). Un deuxiéme cas de
lymphome T a ensuite été publié mais cette fois aprés une thérapie par cellules CAR-
T anti-CD19 et plus précisément axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) présentant un

variant de signification indéterminée du géne JAK3 et un phénotype CD8+. Toutefois,
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l'implication d’une intégration du transgéne CAR dans ce lymphome reste incertaine
(299).

D’autres mécanismes sous-jacents de la thérapie par cellules CAR-T pourraient
expliquer les cancers secondaires a cellules T. Zhou et al. évoquent une premiére
hypothése ou les cellules CAR-T seraient directement ou indirectement impliquées
dans le processus d'oncogenése (300). Pour cette hypothése, deux mécanismes
sous-jacents peuvent étre en cause. Le premier consiste en la mutagénése par
insertion qui évoque la transduction virale aléatoire dans le génome des cellules T du
patient et qui peut entrainer la prolifération incontrélée de cellules cancéreuses (par
exemple, sil'insertion est faite a proximité d’un géne favorisant la tumorogénése)(300).
Le deuxiéme concerne l'inflammation provoquée par des taux élevés de cytokines
aprés injection de cellules CAR-T, ce qui favoriserait le développement potentiel de
cellules tumorales (301,302). Zhou et al. émettent une deuxiéme hypothése suggérant
que l'incidence des tumeurs a cellules T n’est pas significativement associée a la
thérapie par cellules CAR-T (300). Cela pourrait s’expliquer en partie par une
prédisposition a une malignité secondaire créée par les traitements antitumoraux
administrés avant les cellules CAR-T. Un pool de cellules pré-malignes aurait été formeé
et par 'immunosuppression conséquente de la thérapie par cellules CAR-T, cela
favoriserait leur transformation en cellules cancéreuses (303). Le processus de
développement tumoral reste encore peu clair. En effet, Steffin et al. ont analysé une
cohorte de plus de 300 patients et 11 auraient développé un cancer secondaire dont
la biopsie révélait I'absence du transgéne CAR au niveau de la tumeur (304). Ghilardi
et al ont également réalisé une étude retrospective de leur cohorte de patients traités
par CAR-T et sur une durée de suivi de 5 ans, et le risque de développer une tumeur
secondaire a été estimé a 17.0% avec un CAR-T commercial. Dans l'analyse
multivariée effectuée comprenant I'dge, le sexe, le nombre de lignes de
chimiothérapies antérieures, le produit CAR-T utilisé, le domaine de costimulation, une
précédente autogreffe de CSH ; le seul paramétre significatif qui ressortait était I'age
a plus de 65 ans. Ceci montre ainsi une certaine influence de I'age sur la survenue de
lymphomes T aprés I'administration de cellules CAR-T (299). La présence d'une
prédisposition génétique via des variations germinales pourrait également accentuer
le développement d’'une tumeur secondaire mais ce n'est pas cellules CAR-T
dépendant(300). De plus, d’autres facteurs indépendants de l'injection de CAR-T
peuvent étre associés a la survenue de ces syndrome néoplasiques secondaires
notamment la chimiothérapie de Iymphodéplétion (fludarabine (305,306) et

cyclophosphamide principalement), les traitements anti-tumoraux précédents
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I'injection de CAR-T (la thérapie de bridging que certains patients peuvent recevoir en
attendant les cellules CAR-T, la chimiothérapie, la radiothérapie) et le statut réfractaire,
agressif et avancé de la maladie traitée. Tous ces facteurs peuvent créer un
environnement immunitaire trés perturbé favorisant une génotoxicité par des cassures
de brins d’ADN par exemple favorisant le développement de cancers secondaires a
un traitement (300). Par conséquent, il est effectivement difficile d’établir le lien de
causalité des cellules CAR-T avec la survenue de lymphome a cellules T.

Toutefois, la FDA serait au courant d’environ 20 cas de tumeurs malignes a cellules T
chez des patients préalablement traités par cellules CAR-T (307). Cependant, cela
représenterait 20 cas parmi des dizaines de milliers de patients traités (303). En mars
2024, 33 cas de lymphomes ont été rapportés pour 33 000 patients traités (303) et 13
hémopathies malignes a cellules T par axicabtagene ciloleucel (Yescarta®)(308) dont
la survenue médiane de lymphome T a été estimée a un peu plus d’1 an apres injection
(308). Néanmoins, deux cas anecdotiques d’expansion clonale associée aux cellules
CAR-T dus a l'intégration d’un transgéne via un vecteur lentiviral ont déja été publiés
dans la littérature ; I'un impliquant une insertion dans le géne TETZ2 (309) et le
deuxiéme dans le géne CBL (310). Cette expansion clonale, dans les deux cas, était
cliniquement apparente.

Ainsi, toute Iésion suspecte post-cellules CAR-T doit étre biopsiée pour évaluer la
recherche de cellules T malignes puis signalée et analysée pour évaluer la présence
du transgéne, effectuer des tests de clonalité et d’intégration du CAR (307). D’autres
analyses pourraient par exemple étre réalisées comme le séquengage du génome

entier de la biopsie maligne et le produit de la leucaphérése non manipulée.

2. Hématopoiese clonale, CHIP, SMD, LAM
L'apparition d’hémopathies malignes myéloides peut étre due a l'acquisition de
variations génétiques pathogénes spécifiques responsables d’'une hématopoiése
clonale. Cette hématopoiése clonale est définie de telle sorte qu'une fréquence
d’alléles variants (VAF) est supérieure a 2% dans le sang périphérique (311). Elle
correspond a la surreprésentation de cellules sanguines issues d’'un seul et méme
clone pouvant étre a I'origine notamment de néoplasmes myéloides. Les CHIPs sont
déterminées par la présence de ces variations génétiques somatiques associées aux
hémopathies malignes en I'absence de critere diagnostique prouvant une hémopathie
maligne sous-jacente. De plus, une CHIP est caractérisée par une absence de
cytopénie, de dysplasie de moelle osseuse et par un pourcentage de blastes inférieur
a 5% (311). Par ailleurs, I'hnématopoiése clonale est un phénoméne lié a I'age et est
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méme observée chez des personnes en bonne santé. Par conséquent, méme si des
variations génétiques ont été détecteées, il faut interpréter avec précaution ces résultats
en 'absence d’anomalies cytologiques dans le sang ou la moelle (312). Toutefois, les
SMD et les LAMs sont classés comme des hémopathies malignes d’origine myéloide
par 'OMS nécessitant la mise en place d’un traitement a la différence des CHIPs (311).
Certains auteurs ont pu montrer que des patients avant injection pouvaient
frequemment présenter une CHIP avant injection de cellules CAR-T (294,313). Des
variations au niveau des genes DNMT3A, TET2, TP53, PPM1D et ASXL1 sont les plus
communément retrouvées. Certains d’entre eux (TET2, DNMT3A et ASXL1) ont méme
été impliqués dans une neurotoxicité accrue chez des patients atteints de lymphomes
ayant recu des CAR-T anti-CD19. Mais des analyses plus approfondies devront étre
menées pour conclure d’un possible impact de 'hématopoiése clonale sur la toxicité
liée aux cellules CAR-T (314). De méme, la présence antérieure d’'une CHIP était
associée avec un taux élevé de réponse compléte mais également avec I'apparition
d’'un CRS séveére chez des patients agés de moins de 60 ans (313). Une étude menée
par Saini et al. a montré qu’une incidence cumulative aprés 24 mois d’'une néoplasie
myéloide liée a une thérapie suivant une injection de cellules CAR-T était
significativement différente chez les patients présentant une CHIP préalablement (19%
vs. 4.2%, p-value = 0.028)(314). Cependant, aucune différence significative a été mise
en évidence sur les taux de réponses (globales et complétes) et sur les résultats de
survie (sans progression et globale) pour cette méme cohorte entre les patients
présentant une CHIP ou non (314). Une cohorte plus importante et des analyses plus
détaillées sont requises pour comprendre les mécanismes biologiques sous-jacents
par lesquels la CHIP pourrait affecter les toxicités liées au systeme immunitaire et
associées aux cellules CAR-T.

De rares cas de LAM et de SMD ont été rapportés aprés une injection de cellules CAR-
T anti-CD19 (182,315-318) et anti-BCMA (162,208,319). Une étude de Vainstein et al.
accentue le fait que I'apparition d’hémopathies malignes aprés l'injection de cellules
CAR-T chez des patients atteints de myélome multiple serait plutét associée a une
prolifération de clones malins myéloides préexistants qu’a un développement de novo
par les cellules CAR-T (320).
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F) L’utilisation des cellules CAR-T au CHU de Lille

a) Les essais cliniques en cours

Les cellules CAR-T constituent aujourd’hui un médicament de thérapie innovante
utilisé dans le monde entier. Au 1" juillet 2024, prés de 1652 essais cliniques dans
toutes les régions du Monde sont inscrits dans la base de données ClinicalTrials.gov
(321). Leur sujet ou les participants de I'étude sont en lien avec les cellules CAR-T.
Les Etats-Unis et la Chine sont les deux pays ou le nombre d’'essais cliniques avec
cellules CAR-T est supérieur a 100 (Figure 32 et Table 17). L'Europe se situe en bonne
position car plusieurs pays dont la France comptent entre 50 et 100 essais cliniques

avec des CAR-T.

%
[] Aucun essai clinique 2
:l <10 essais cliniques

[] Entre 10 et 50 essais cliniques
- Entre 50 et 100 essais cliniques
- >100 essais cliniques

Figure 32 - Carte du monde avec les essais cliniques qui font participer les cellules CAR-T
(Réalisée a partir de Biorender®)
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Lieux de I'essai clinique - n essais cliniques (%) (N essais cliniques = 1652)
Ameérique - n essais cliniques (%) 527 ()
Américaine du Nord (Etats-Unis et Canada) 5(0.3)
Brésil 2(0.1)
Canada 9 (0.5)
Etats-Unis 511 (30.9)
Asie - n essais cliniques (%) 918 (55.6)
Chine 880 (53.5)
Corée du Sud 6 (0.4)
Inde 1(0.1)
Iran 1(0.1)
Israél 7(0.4)
Japon 3(0.2)
Malaisie 2(0.1)
Russie 2(0.1)
Singapour 6 (0.4)
Taiwan 6 (0.4)
Thailande 2(0.1)
Turquie 1(0.1)
Vietnam 1(0.1)
Europe - n essais cliniques (%) 115 (7.0)
Allemagne 16 (1.0)
Belgique 2(0.1)
Biélorussie 1(0.1)
Espagne 11 (0.7)
Européenne (Plusieurs pays européens collaborant) 14 (0.8)
France 19 (1.2)
Italie 19 (1.2)
Norvége 1(0.1)
Pays-Bas 2(0.1)
République Tchéque 1(0.1)
Royaume-Uni 22 (1.3)
Slovaquie 1(0.1)
Suéde 3(0.2)
Suisse 3(0.2)
Internationale (Collaboration avec plusieurs pays de continents différents) - n essais cliniques (%) 73 (4.4)
Océanie - n essais cliniques (%) 9(0.5)
Australie 7(0.4)
Nouvelle-Zélande 2(0.1)
Inconnue - n essais cliniques (%) 11 (0.7)

Table 17 - Lieux des différents essais cliniques dans le Monde (D’apres ClinicalTrials(321))

En 2024, |a principale indication clinique de ces études avec des CAR-T concerne des
hémopathies malignes (69.3%), touchant principalement la lignée lymphocytaire B
(Table 18). Cependant, avec le développement des technologies de production des
CAR-T, des essais cliniques portent aujourd’hui sur diverses indications avec de
nouvelles cibles. En effet, les essais sur les cancers (cancer colorectal, du sein, du
pancréas...) représentent la deuxiéme indication des études cliniques sur les cellules
CAR-T (23.6%). De plus, une indication devient de plus en plus au coceur des essais
cliniques avec 83 (5.0%) essais inscrits sur la base ClinicalTrials. |l s’agit des maladies
auto-immunes et inflammatoires (Figure 33), et en particulier le lupus érythémateux
systémique (LES) (n = 32). En effet, les premiers résultats dans le traitement des
maladies auto-immunes et en particulier le LES sont trés concluants, montrant une
efficacité et une sécurité des CAR-T utilisés pour les patients traités (322,323) (Table
18).
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Indications des CAR-T - n essais cliniques (%) (N essais cliniques = 1652)
Cancers et hémopathies malignes- n essais cliniques (%) 1543 (93.4)
Cancers - n essais cliniques (%) 390 (23.6)
Hémopathies malignes - n essais cliniques (%) 1145 (69.3)
Les deux indications ensemble (Cancers et hémopathies malignes) - n essais cliniques (%) 8 (0.5)
Maladies auto-immunes et inflammatoires - n essais cliniques (%) 83 (5.0)
Anémie hémolytique auto-immune - n essais cliniques (%) 2(0.1)
Dermatomyosite et myosite - n essais cliniques (%) 2(0.1)
Toutes maladies auto-immunes confondues - n essais cliniques (%) 21 (1.3)
Lupus érythémateux sytémique - n essais cliniques (%) 32 (1.9)
Maladies auto-immunes rares. - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Maladies inflammatoires chroniques dermatologiques - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Maladies inflammatoires du systéme nerveux central - n essais cliniques (%) 4 (0.2)
Myasthénies auto-immunes - n essais cliniques (%) 7(0.4)
Polyarthrite rhumatoide - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Purpura thrombocytopénique idiopathique - n essais cliniques (%) 2(0.1)
Sclérodermie systémique - n essais cliniques (%) 4 (0.2)
Sclérose en plaques - n essais cliniques (%) 4 (0.2)
Syndrome de Sjogren - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Vascularites 8 ANCA - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Maladies infectieuses - n essais cliniques (%) 7(0.4)
Infection par le VIH-1 - n essais cliniques (%) 7(0.4)
Autres affections hématologiques - n essais cliniques (%) 4(0.2)
Amlylose AL - n essais cliniques (%) 2(0.1)
Histiocytose langerhansienne - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Drépanocytose - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Autres - n essais cliniques (%) 15 (0.9)
Développement de produits thérapeutiques cellulaires - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Diminution de cPRA chez les greffés rénaux - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Inconnues - n essais cliniques (%) 1(0.1)
Patients traités par Cellules CAR-T - n essais cliniques (%) 11 (0.7)
Prévention de rejet chez les greffés hépatiques - n essais cliniques (%) 1(0.1)

Table 18 - Indications pour lesquelles les cellules CAR-T sont inscrits dans des essais
cliniques dans le Monde (D’aprés ClinicalTrials(321))

Hl Cancers et hémopathies malignes

[ Maladies auto-immunes et inflammatoires
I Maladies infectieuses

[ Autres affections hématologiques

Il Autres

N essais cliniques total =1652

Figure 33 - Répartition des indications des essais cliniques sur les CAR-T (D’apres
ClinicalTrials(321) et réalisé a I'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))

94.6% des essais cliniques sont de nature interventionnelle montrant ainsi
'engouement mondial pour cette nouvelle thérapie innovante que constituent les
cellules CAR-T et ainsi permettre aux patients de bénéficier de plus en plus de ce
traitement. Cependant, la plupart des essais cliniques ne sont pas encore approuvés
pour la commercialisation. Seulement 2 essais le sont (un pour les DLBCL réfractaires
et/ou récidivants et l'autre pour les lymphomes du manteau réfractaires et/ou
récidivants). La majorité est en cours de recrutement (42.9%) mais pres de 300 essais
ne sont pas préts a recruter bien que 148 sont actifs. Néanmoins 126 études sont
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complétes avec des indications variées (VIH, cancers, neuroblastomes, hémopathies

malignes des cellules lymphoides

B...) mais ne sont pas encore approuvées pour

permettre la commercialisation de leur produit CAR-T (Table 19).

Statut de I'essai clinique - n essais cliniques (%)

Actif mais ne recrute pas 148 (9.0)
Approuvé pour la commercialisation 2(0.1)
Complété 126 (7.6)
Disponible 5(0.3)
En cours de recrutement 709 (42.9)
Inconnu 365 (22.1)
Inscription par invitation 16 (1.0)
Pas encore en train de recruter 152 (9.2)
Plus du tout disponible 3(0.2)
Retiré 49 (3.0)
Suspendu 10 (0.6)
Terminé 67 (4.1)
Type d'étude - n essais cliniques (%)

Acceés étendu 10 (0.6)
Interventionnel 1563 (94.6)
Observationnel 79 (4.8)

Table 19 - Caractéristiques des essais cliniques dans le Monde (D’apres ClinicalTrials(321))

La France est en 3°™® position mondiale en tant que pays participant a des études

impliquant des cellules CAR-T, derriére la Chine et les Etats-Unis (Figure 34 et Table

17). Ainsi, la France est le premier pays d’Europe ou les essais cliniques sur les CAR-

T sont nombreux. On peut remarquer que la France développe des études nationales

mais aussi participe dans la grande majorité a des essais cliniques a I'échelle

internationale (Figures 34 et 35).
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Figure 34 - Histogramme de tous les

distinction entre les essais nationaux,

essais cliniques en cours dans le Monde avec une
internationaux, européens et américains (D’apres

ClinicalTrials(321) et réalisé a I'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))
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Nombre d’essais cliniques

O Entre 5 et 10 essais cliniques
O Entre 10 et 20 essais cliniques

Q Entre 50 et 100 essais cliniques

Origine des essais

| Européenne
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Figure 35 - Carte de [I'Europe montrant la répartition des essais cliniques (D’apres
ClinicalTrials(321) et réalisée a I'aide de Biorender®)

En étudiant de plus prés les différents essais cliniques incluant la France, Lille est la
deuxiéme ville francaise la plus active en termes de participation aux essais cliniques
(n=25) (Figure 36A). Ces études sont soit d’origine frangaise, soit européenne soit
internationale. Ceci montre le rayonnement national ainsi que mondial du CHU de Lille
en termes d’avancées thérapeutiques dans le secteur particulier de ’hématologie avec
22 études en cours impliquant des CAR-T (Figure 36B).
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B. Nessais cliniques ou le CHU de Lille participe = 25
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Figure 36 — (A), Répartition par ville des essais cliniques sur les CAR-T en cours en France. ; (B),
Distribution des différentes indications des essais cliniques avec les CAR-T au CHU de Lille
(Réalisées a l'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)). Abréviations : CHU, Centre hospitalier
universitaire ; DLBCL, Lymphome diffus a grandes cellules B ; LNH, Lymphomes non Hodgkinien ; SEP,
Sclérose en plaques

b) Activité clinique des CAR-T au CHU a Lille

Au CHU de Lille, I'activité autour des cellules CAR-T est multidisciplinaire. Différents
professionnels de Santé participent au suivi clinico-biologique pour une bonne
coordination entre le prélévement des cellules du patient jusqu’a leur réinjection.

A Lille, le traitement par cellules CAR-T a débuté en 2018. En examinant l'activité
prévisionnelle des CAR-T au CHU de Lille, on peut remarquer que 363 réinjections ont
été organisées puis prévues entre 2018 et aujourd’hui (1¢" juillet 2024). De plus, dans
I'utilisation des CAR-T, une hétérogénéité des spécialités thérapeutiques réinjectées
envisagées est observée (Table 20 et Figure 37A). Cependant, certaines réinjections
n'ont pas eu lieu bien que des secondes réinjections aient été faites chez certains
patients. L'activité réelle des CAR-T au CHU de Lille est alors composée de 323
réinjections uniques, 20 initialement prévues mais annulées ou non réalisées, et 10

réinjections doubles pour un total de 353 patients (Table 20 et Figure 37B).
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CAR-T - Activité CHU Lille

Nombre de réinjections prévues 363
Nombre de patients prévus 353
Nombre de réinjections réalisées 343
Réinjections réalisées - n patients (%) 333 (94.3)
1 seule réinjection de CAR-T - n patients (%) 323 (91.5)

2 réinjections de CAR-T - n patients (%) 10 (2.8)

Annulation ou CAR-T non réinjectés - n patients (%) 20 (5.7)

Table 20 — Résumé de I’activité CAR-T au CHU de Lille

Les produits CAR-T les plus administrés sont ceux qui ont pour cible le CD19
(Kymriah®, Yescarta®, Breyanzi® et d’autres produits CAR anti-CD19) représentant
un pourcentage total de 76.7% pour N = 343 réinjections réalisées au CHU de Lille.
Alors que I'ensemble des spécialités ciblant le BCMA correspond a 22.7% de l'activité
CAR-T a Lille (Figure 37B). Sur le pie-chart de la figure 37B, 0.6% des réinjections
désignent une catégorie de produits CAR-T « autres ». En effet, elle englobe les
produits CAR-T ayant une cible autre que le BCMA ou le CD19. Seulement 2 patients
ont bénéficié de ces cibles non communes : I'un ciblait le complexe CD19/CD20 et le
second une glycoprotéine de surface cellulaire qui s’appelle SLAMF7 exprimée
principalement dans le myélome multiple (324).
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O Kymriah
[H Breyanzi
[ Tecartus
[l Autres CD19

[ 1 seule réinjection de CAR-T
[ 2 réinjections de CAR-T
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N patients concernés = 353 N réinjections réalisées = 343
Figure 37 — (A), Activité prévisionnelle des réinjections de CAR-T au CHU de Lille. ; (B), Activité

réelle des réinjections de CAR-T au CHU de Lille (Réalisées a I'aide de GraphPad Prism 10® (version
10.3.1)).
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c) Population traitée par cellules CAR-T au CHU de Lille

Au CHU de Lille, I'activité réelle actuelle correspond a 343 réinjections (simples et
doubles) de cellules CAR-T organisées et réalisées pour un total de 333 patients. Cette
population provenait majoritairement du secteur d’hématologie de Lille (40.5%).
Cependant, plusieurs patients sont issus des secteurs d’hématologie des centres
hospitaliers de la région Nord et Pas-de-Calais comme Saint-Vincent de Paul (14.6%),
Dunkerque (8.7%) ou Roubaix (7.9%) ou les demandes sont les plus fortes. Des
demandes de réinjections de CAR-T proviennent initialement d’autres régions de
France comme la Normandie (Caen (2.6%) et Rouen (0.9%)), la Picardie (Saint-
Quentin (2.0%) et Amiens (1.6%)) et la région Grand-Est (Charleville-Méziéres (1.2%)
et Nancy (0.3%)). Par ailleurs, deux réinjections de CAR-T dépendaient de deux pays
étrangers, la Belgique (0.3%) et le Liban (0.3%) (Table 21 et Figure 38).

Patients traités par CAR-T (n = 333)
Activité démographique des CAR-T

Nombre total de réinjections 343
Nombre de patients ayant eu une deuxiéme réinjection - n patients (%) 10 (2.8)

Centres demandeurs initiateurs - n réinjections (%)
Amiens 4(1.2)
Arras 21(6.1)
Besancon 1(0.3)
Boulogne 3(0.9)
Bruxelles 1(0.3)
Caen 9(2.6)
Charleville-Méziéres 4(1.2)
Dunkerque 30 (8.7)
Institut Gustave Roussy (IGR) 2 (0.6)
Lens 23 (6.7)
Liban 1(0.3)
Lille 139 (40.5)
Limoges 1(0.3)
Nancy 1(0.3)
Roubaix 27 (7.9)
Rouen 3(0.9)
Saint-Quentin 7 (2.0)
Saint-Vincent 50 (14.6)
Valenciennes 16 (4.7)

Table 21 — Activité démographique des cellules CAR-T au CHU de Lille
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Figure 38 — Répartition graphique des centres initiateurs de demandes pour la réinjection de
CAR-T au CHU de Lille (Réalisées a 'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).

Les patients qui ont regu une réinjection de CAR-T ont une médiane d’age de 62 ans.
Le plus jeune patient ayant été réinjecté avec des CAR-T avait 4 ans alors que le plus
ageé 79 ans. Dans cette population de 333 patients ayant bénéficié de CAR-T, une
légere prédominance masculine peut étre observée (58.0% d’hommes vs 42.0% de
femmes). En effet, les indications hématologiques pour lesquelles les CAR-T sont
proposeés touchent un peu plus les hommes que les femmes (leucémie lymphoide
chronique (LLC) ou certains lymphomes) (Table 22).

Au CHU de Lille, les CAR-T ont été indiqués majoritairement aux patients souffrant de
lymphomes non hodgkiniens a néoplasies des cellules lymphoides B matures (66.7%)
pour essentiellement des DLBCL (49.8%). De plus en plus, les CAR-T sont administrés
pour des patients avec un lymphome folliculaire (9.3%) ou du manteau (3.9%). Le
myélome multiple s’inscrit €galement comme une indication majeure de cette thérapie
au CHU de Lille avec 77 patients (23.1%) traités (Table 22). D’autre part, les patients
les plus jeunes ayant bénéficié de CAR-T présentaient principalement une LAL-B.
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Caractéristique des patients (N patients = 333)
Age a la réinjection pour les n réinjections = 343 (médiane (années) [min-max]) 621[4;79]
Sexe - n patients (%)

Féminin 140 (42.0)
Masculin 193 (58.0)

Indications pour la réinjection de cellules CAR-T - n patients (%)
LAL-B 24 (7.2)
LLC compliquée en syndrome de Richter 10 (2.8)
Lymphomes non Hodgkiniens a néoplasies des cellules lymphoides B matures 222 (66.7)
DLBCL ou DLBCL transformant 166 (49.8)
Lymphome du manteau 13 (3.9)
Lymphome B primitif du médiastin 3(0.9)
Lymphome de la zone grise 2 (0.6)
Lymphome de la zone marginale 7(2.1)
Lymphome folliculaire 31(9.3)
Myélome multiple 77 (23.1)

Table 22 — Caractéristiques des patients ayant regu des cellules CAR-T au CHU de Lille.
Abréviations : DLBCL, Lymphome diffus a grandes cellules B ; LAL-B, Leucémie aigué lymphoblastique
B ; LLC, Leucémie lymphoide chronique

Les CAR-T occupent maintenant une place de plus en plus importante dans la
stratégie thérapeutique des patients a Lille. Par conséquent, une variété de spécialités
de CAR-T avec des cibles différentes (CD19, BCMA et autres) est alors proposée aux
patients en tant que 3°™ ou 4°™¢ ligne de traitement. Pour les 343 réinjections
effectuées, 263 étaient réalisées avec des CAR-T anti-CD19 représentant 76.7% de
lactivité. La spécialité majoritaire utilisée est axicabtagene ciloleucel (Yescarta®)
(37.3% des réinjections). Pour les spécialités anti-BCMA, idecabtagene vicleucel
(Abecma®) est la spécialité le plus souvent réinjectée (15.1%). Cependant, une part
non négligeable de l'activité CAR-T est consacrée aux protocoles d’essais cliniques
(6.7% pour CAR-T anti-BCMA et 9.9% CAR-T anti-CD19 des réinjections totales)
(Table 23).

Spécialités de CAR-T utilisées pour les N réinjections = 343

Types de CAR-T - n réinjections (%)

Anti-BCMA 78 (22.7)
Idecabtagene vicleucel (Abecma®) 52 (15.1)
Ciltacabtagene autoleucel (Carvykti®) 3(0.9)
Autres anti-BCMA 23 (6.7)

Anti-CD19 263 (76.7)
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) 128 (37.3)
Brexucabtagene autoleucel (Tecartus®) 27 (7.9)
Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®) 13 (3.8)
Tisagenlecleucel (Kymriah®) 61 (17.8)
Protocoles autres anti-CD19 34 (9.9)

Autres cibles 2 (0.6)
SLAMF7 comme cible (essai CARAMBA) 1(0.3)
CD19/CD20 comme cible (essai DALY-2) 1(0.3)

Table 23 - Différentes spécialités de CAR-T utilisées au CHU de Lille

Suivant les indications, certaines spécialités de CAR-T seront réinjectées. Les anti-
BCMA sont utilisés uniquement dans le myélome multiple alors que les anti-CD19 sont
administrés pour des indications diverses en hématologie (DLBCL, LAL-B, LLC, ...).
Au CHU de Lile, 61.6% des CAR-T anti-CD19 concernent le DLBCL puis
secondairement les autres lymphomes non hodgkiniens (LNH) a néoplasies a cellules
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B matures (20.5%). Les CAR-T utilisant d’autres cibles font partie d’essais cliniques.
L'un a pour cible la protéine SLAMF7, majoritaire dans le myélome multiple et est le
sujet de l'essais clinique CARAMBA (324). Le deuxiéme a pour cible le complexe
protéique CD19/CD20, sujet de I'essais clinique DALY-2 (325) pour les DLBCL R/R
(Figure 39).
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Figure 39 - Indications suivant les CAR-T utilisés (Réalisées a I'aide de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1)). Abréviations : DLBCL, lymphome B diffus a grandes cellules ; LAL-B, leucémie aigué
lymphoblastique de type B ; LLC, leucémie lymphoide chronique ; LNH, lymphome non hodgkinien

d) Les annulations des cellules CAR-T et les secondes réinjections

Sur la totalité du plan prévisionnel de l'activité des CAR-T au CHU de Lille, 20
réinjections ont été annulées ou non faites ou reportées. Diverses raisons ont contraint
les équipes CAR-T a annuler ces réinjections. Malheureusement, 50% des réinjections
programmées mais annulées concernaient des patients qui sont décédés quelques
jours ou semaines avant cette réinjection. Cing réinjections n’ont pas pu étre réalisées
en raison d’'une rechute de leur hémopathie. Des complications cliniques (pulmonaires
ou neurologiques) peuvent également contre-indiquer les patients a un instant t de la
réinjection de la poche de cellules CAR-T. En effet, les CAR-T ne sont pas dénués
d’effets indésirables dont les principaux sont CRS et 'lICANS. Ainsi, avant toute
réinjection de CAR-T, chaque patient est vu préalablement par les équipes cliniques
de neurologie et pneumologie pour évaluer I'état avant traitement des patients. Un
échec technique au niveau de la leucaphérése est également décompté dans les
raisons d’annulation de réinjections des CAR-T dU a un nombre insuffisant de cellules.
(Figure 40)
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Figure 40 — Répartition des raisons d’annulation de réinjection des CAR-T (Réalisées a I'aide de
GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).

Les patients annulés ont une médiane d’age de 67 ans. Les annulations concernaient
principalement des patients pour un traitement de LNH a néoplasie a cellules
lymphoides B matures (55.0%) dont la grande majorité, étaient des DLBCL (9 cas sur
11). Un peu moins d’un tiers des patients annulés souffraient de myélome multiple.
Malheureusement, pour un patient prévu, I'information concernant l'indication des
CAR-T n’était pas connue (Table 24). Yescarta® est la spécialité CAR-T anti-CD19
majoritairement annulée (35.0% des annulations et 50.0% des anti-CD19 annulés) et
trois spécialitts CAR-T anti-CD19 inscrites dans des essais cliniques n’ont
malheureusement pas été réinjectées. (Table 24)

Patients prévus mais finalement non traités par CAR-T (N = 20)
Caractéristiques des patients
Age (médiane (années) [min-max]) | 67 [44 ;77]
Sexe - n patients (%)
Féminin 9 (45.0)
Masculin 11 (55.0)
Indications - n patients (%)
LAL-B 2 (10.0)
Lymphomes non Hodgkiniens a néoplasies a cellules lymphoides B matures 11 (55.0)
DLBCL ou DLBCL transformant 9 (45.0)
Lymphome folliculaire 1(5.0)
Lymphome du manteau 1(5.0)
Myélome multiple 6 (30.0)
NA 1(5.0)
Raisons d'annulation - n patients (%)
Complications cliniques 2 (10.0)
Décés 10 (50.0)
Echec de la leucaphérése 1(5.0)
Rechute de son hémopathie 5 (25.0)
Réinjection prévue mais aucune date de programmée 2 (10.0)
Spécialités de CAR-T qui auraient da étre réinjectés - n patients (%)
Anti-BCMA 6 (30.0)
Idecabtagene vicleucel (ABECMA®) 6 (30.0)
Anti-CD19 14 (70.0)
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) 7 (35.0)
Brexucabtagene autoleucel (Tecartus®) 2 (10.0)
Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®) 2(10.0)
Tisagenlecleucel (Kymriah®) 2 (10.0)
Protocoles autres anti-CD19 1(5.0)

Table 24 — Résumé des patients prévus mais non réinjectés par des cellules CAR-T (N= 20).
Abréviations : DLBCL, Lymphome B diffus a grandes cellules ; LAL-B, Leucémie aigué lymphoblastique
de type B ; NA, données manquantes
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Alinverse des annulations, des patients ont été réinjectés par des cellules CAR-T une
seconde fois. L'age médian a la deuxiéme réinjection est de 53.5 ans. Des patients
trés jeunes ont regu une deuxiéme réinjection car I'age minimal des patients a la
deuxiéme réinjection est de 5 ans. De plus, plus dhommes que de femmes ont regu
une deuxieéme injection (70.0% vs 30.0%). La moitié des patients ayant regu une
deuxiéme injection souffrait de DLBCL. L'autre moitié comportait des patients atteints
de LAL-B et de myélome multiple (Table 25).

La deuxiéme réinjection de CAR-T a été réalisée en raison d’un fort risque de rechute
ou suite a une rechute post-CAR-T. Deux patients ont été intégrés dans le protocole
CAPTIRALL du fait de leur LAL-B avec fort risque de rechute. Cet essai clinique
concerne les enfants, adolescents et jeunes adultes traités une premiére fois par
Tisagenlecleucel (Kymriah®)(326), comme c’était le cas pour les patients avec une
double réinjection de CAR-T a Lille. Dans cet essai clinique, la perte précoce d’aplasie
des lymphocytes B est un marqueur de mauvaise fonctionnalité des CAR-T réinjectés
et est associée également a un risque élevé de rechute. C'est ce qui avait été
remarque chez les deux patients lillois inscrits. Le protocole CAPTIRALL consiste alors
a 'administration d’'une seconde réinjection de CAR-T aprés I'observation d’'une perte
d’aplasie de lymphocytes B dans les 6 mois post-CAR-T. Cette deuxiéme réinjection
est ensuite combinée avec un inhibiteur de PD-1, Nivolumab (Opdivo®). Cette étude
part de 'hypothése que dans certains cas, la voie de signalisation du point de contréle
PD-1 pourrait étre impliquée dans la disparition, ou la non-persistance, ou le rejet des
CAR-T. Des résultats prometteurs ont été observés sur certains patients aux Etats-
Unis (327,328). Pour les 2 patients inscrits dans le protocole CAPTIRALL ainsi que 2
autres, la spécialité de cellules CAR-T réinjectée la seconde fois n’a pas changé.
Cependant, pour 5 cas, il y a eu un changement de spécialité et tous concernaient les
CAR-T anti-CD19 (le shift Kymriah® vers Yescarta® est le plus fréquent avec 3 cas
sur 5). Il est aussi intéressant de remarquer qu’un patient souffrant de myélome
multiple a eu en deuxiéme injection, un produit CAR-T visant une autre cible (SLAMF7)
que le BCMA (entrant ainsi dans un essai clinique). De plus, le délai médian entre les
deux réinjections de CAR-T pour ces 10 patients était de 12.5 mois avec un maximum
de délai a 40 mois. Ces patients ont montré effectivement soit un fort risque de rechute
soit une rechute en moins de 4 ans post-CAR-T (Table 25).
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Patients ayant recu 2 réinjections de CAR-T (N patients = 10)

Age de la deuxiéme réinjection (mediane (années) [min-max]) 53.5[5; 73]
Sexe - n patients (%)
Féminin 3(30.0)
Masculin 7 (70.0)
Indications - n patients (%)
LAL-B 2(20.0)
Lymphomes non Hodgkiniens a néoplasies a cellules lymphoides B matures 5 (50.0)

DLBCL ou DLBCL transformant 5 (50.0)
Myélome multiple 3(30.0)
Raisons de réinjection - n patients (%)
Rechute de son hémopathie 5 (50.0)
Fort risque de rechute de son hémopathie 3(30.0)
Hémopathie a fort risque de rechute + entrée dans protocole CAPTIRALL 2 (20.0)
Changements ou non de CAR-T injectés par rapport a la premiére fois - n patients (%)
Aucun changement 4 (40.0)
Changement de Kymriah vers Yescarta 3(30.0)
Changement de Yescarta vers Kymriah 1(10.0)
Changement d’autre CD19 vers Kymriah 1(10.0)
Changement de ABECMA vers autre cible 1(10.0)
Délai entre la premiére et la deuxiéme réinjection (mediane (mois) [min-max]) 12.5[3; 40]

Table 25 — Résumé des patients ayant recu une double réinjection de CAR-T. Abréviations :
DLBCL, Lymphome B diffus a grandes cellules ; LAL-B, Leucémie aigué lymphoblastique de type B.

e) Effets indésirables des CAR-T au CHU de Lille

1. Syndrome de relargage cytokinique (CRS)
Le CRS est l'effet indésirable le plus fréquent post-CAR-T. Au CHU de Lille, sur les
343 réinjections réalisées, 289 se sont soldés avec un CRS. La grande majorité était
celui de grade 1 apparu chez 54.8% des réinjections de CAR-T. Cependant des grades
3 et 4 ont été observés chez certains patients mais ils représentaient moins de 10%
des réinjections (Table 26 et Figure 41A). D’aprés la figure 41A, il y a eu plus
d’événements apparentés a un CRS de grade 1 ou 2 apres une réinjection de CAR-T
que de réinjections sans CRS.
Concernant la prise en charge du CRS, certains patients ont seulement nécessité une
prise en charge symptomatique (paracétamol et réhydratation par exemple).
Cependant, dans la majeure partie des cas, du tocilizumab a été injecté en association
ou non avec des corticoides, quel que soit le grade du CRS, pour une prise en charge
rapide et éviter une aggravation plus importante. En cas de mauvaise prise en charge,
un transfert du patient en réanimation peut étre envisageé.
La majorité des CRS observés (76.1%) est survenue aprés réinjection de cellules
CAR-T anti-CD19 (Figure 42A).

2. Syndrome de neurotoxicité associé au traitement par cellules CAR-T
(ICANS)

L'ICANS est observé pour 19.8% des réinjections au CHU de Lille, avec une fréquence

plus faible que le CRS (Table 26). La majorité des ICANS observés aprés réinjection

de CAR-T sont de grade 1 (54.4% des ICANS). Mais inversement au CRS, il y a

beaucoup plus de réinjections sans ICANS cliniquement gradé qu’avec (262 vs 68).

4.1% de toutes les réinjections de CAR-T ont été suivies par un ICANS de grade 2 ou
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3. Cependant, pour 3.8% des réinjections, aucun grade d’'ICANS ni d’évocation de
neurotoxicité post-CAR-T n’a été attribué cliniquement (Figure 41B et Table 26).
Moins de 5% des réinjections pour lesquelles un ICANS a été diagnostiqué
provenaient d’'une administration de CAR-T anti BCMA. C’est, en effet, une
complication qui est plus fréequemment retrouvée avec des CAR-T anti-CD19 (Figure
42B).

Presque tous les ICANS étaient accompagnés de CRS (65 pour 68 ICANS, 95.6%),
seulement 3 étaient indépendants. Ainsi, pour la plupart, ils étaient traités comme dans
les recommandations de la SFGM-TC de 2023, avec de la dexamethasone en [V(247).
Mais moins de 15% des réinjections sont dénués de CRS et d’'ICANS (Table 26).

Effets indésirables principaux suite a une réinjection de CAR-T (N réinjections = 343 pour N patients = 333)
Syndrome de relargage cytokinique (CRS) - n réinjections (%) 289 (84.3)
Grade 1 188 (54.8)
Grade 2 80 (23.3)
Grade 3 17 (5.0)
Grade 4 4(1.2)
Sans CRS 50 (14.6)
NA 4 (1.2)
Syndrome de neurotoxicité associée au traitement par cellules CAR-T (ICANS) - n réinjections (%) 68 (19.8)
Grade 1 37 (10.8)
Grade 2 14 (4.1)
Grade 3 14 (4.1)
Grade 4 3(0.9)
Sans ICANS 262 (76.4)
NA 13(3.8)
Autres symptomes ou syndrome neurologiques post-CAR-T - n réinjections (%)

FLAIR 1(0.3)
CRES syndrome 1(0.3)
Réinjections suivies d'un CRS et d'un ICANS - n réinjections (%) 65 (18.9)
Aucun CRS et aucun ICANS - n réinjections (%) 46 (13.4)
Rechute post-CAR-T - n réinjections (%) 139 (40.5)
Décés - n patients (%) 107 (32.1)

Table 26 - Effets indésirables aprés une réinjection de CAR-T. Abréviations : FLAIR, Fluid attenuated
inversion recovery ; CRES, CAR-T cell-related encephalopathy syndrome, NA, données manquantes
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Figure 41 — (A), Répartition des CRS observés apreés réinjection de cellules CAR-T suivant les
différents grades ; (B), Répartition des ICANS aprés réinjection de cellules CAR-T suivant les
différents grades. (Réalisées a 'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)) Abréviations : CRS,
Syndrome de relargage cytokinique ; ICANS, Syndrome de neurotoxicité associée au traitement par
cellules CAR-T ; NA, données manquantes
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Total des CRS = 289 Total des ICANS = 68

Il Anti-CD19 [l Anti-BCMA Il Autre
Figure 42 — (A), Répartition des CRS en fonction des cibles de cellules CAR-T., (B), Répartition
des ICANS en fonction des cibles de cellules CAR-T (Réalisées a 'aide de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1))

D’aprés la table 26, un patient présentait un effet FLAIR sans rapport avec une
neurotoxicité associée mais, par mesure de précaution, de la dexaméthasone lui avait
été administrée en IV et une évolution favorable avait été observée a J2. Un patient a
présenté un CRES syndrome (CAR-T cell-related encephalopathy syndrome) apres
une réinjection de CAR-T. Il présentait sur son IRM cérébrale une progression
Iésionnelle en FLAIR en supra et infra-tentoriel et une prise de contraste lepto-
méningée  cérébelleuse  droite.  L'électroencéphalogramme a  confirmé
'encéphalopathie par l'observation de surcharges diffuses en activité lente
intermittente et non spécifique. Il avait un score CARTOX-10 égal a 10. De la
dexaméthasone lui avait été administrée selon les recommandations de la SFGM-TC
de 2018 (329). L'hypothése la plus probable était une progression de la maladie chez
ce patient au niveau ceérébral combinée a une encéphalopathie métabolique.
Malheureusement, ce patient est décédé quelques jours apres.

3. Autres effets indésirables observés apres la réinjection des CAR-T
D’autres effets indésirables ont été observés a la suite de la réinjection de cellules
CAR-T chez les patients au CHU de Lille :

- Perturbations biologiques sur la numération de formule sanguine (NFS):
anémie, neutropénie, thrombopénie

- Syndrome inflammatoire biologique : augmentation de la CRP

- Troubles du systéme digestif : nausées, vomissements

- Infections virales, fongiques et bactériennes

- Insuffisance rénale aigué

- Perturbation du bilan hépatique : cytolyse avec 3 (ou plus) fois la normale des
transaminases (aspartate aminostransférase (ASAT), alanine aminotransférase

(ALAT)), une cholestase avec augmentation des gamma-glutamyltransférase

(GGT), ictére avec des perturbation de la bilirubine
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L'ICAHT permet de décrire 'hématotoxicité observée apres la réinjection de cellules
CAR-T. Les cytopénies que I'hématotoxicité peut induire peuvent étre délétéres pour
le patient car ils le prédisposent a de séveres complications infectieuses. Pour évaluer
la sévérité de cet effet indésirable, une classification (comme celle du CRS ou de
'ICANS) a été établie depuis septembre 2023 (215,277). Au CHU de Lille, les patients
sous CAR-T ont commencé a étre gradués suivant cette pratique dés la fin d’année
2023. La majorité des réinjections de CAR-T évaluée suivant ces recommandations
était suivie par un early ICAHT de grade 1. Cependant, aucun late ICAHT n’a été

observé pour aucune réinjection.

f) Rechute et survie des patients au CHU de Lille post-CAR-T

Les premiéres cellules CAR-T ont été administrés a Lille en 2018. Au bout de 6 ans,
de nombreuses informations ont pu étre recolletées post-CAR-T grace au suivi clinico-

biologique régulier de ces patients.

1. Rechute post-CAR-T
Une rechute post-CAR-T a été retrouvée aprés 139 réinjections (40.5%) au CHU de
Lille (Table 27).
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Rechutes (N rechutes = 139)
Caractéristiques des patients
Age a la rechute (médiane (années) [min-max]) 60[5;79]
Sexe - n rechutes (%)
Féminin 44 (31.7)
Masculin 95 (68.3)
Indications - n rechutes (%)
LAL-B 14 (10.1)
LLC compliquée en syndrome de Richter 3(2.2)
Lymphomes non Hodgkiniens a néoplasies a cellules lymphoides B matures 92 (66.2)
DLBCL ou DLBCL transformant 84 (60.4)
Lymphome de la zone grise 1(0.7)
Lymphome du manteau 2(1.4)
Lymphome folliculaire 5(3.6)
Myélome multiple 30 (21.6)
Liée a la réinjection des CAR-T
Spécialités de CAR-T utilisées - n rechutes (%)
Anti-BCMA 30 (21.6)
Idecabtagene vicleucel (Abecma®) 14 (10.1)
Ciltacabtagene autoleucel (Carvykti®) 2(1.4)
Autres anti-BCMA 14 (10.1)
Anti-CD19 109 (78.4)
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) 54 (38.8)
Brexucabtagene autoleucel (Tecartus ®) 12 (8.6)
Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®) 4(2.9)
Tisagenlecleucel (Kymriah®) 28 (20.1)
Protocoles autres anti-CD19 11(7.9)
Autres cibles 0(0.0)
Effets indésirables liées aux CAR-T - n rechutes (%)
Syndrome de relargage cytokinique (CRS) 111 (79.9)
Grade 1 79 (56.8)
Grade 2 24 (17.3)
Grade 3 8 (5.8)
Grade 4 0(0.0)
Sans CRS 27 (19.4)
NA 1(0.7)
Syndrome de neurotoxicité associée au traitement par cellules CAR-T (ICANS) 20 (14.4)
Grade 1 9 (6.5)
Grade 2 5(3.6)
Grade 3 5(3.6)
Grade 4 1(0.7)
Sans ICANS 114 ()
NA 5 (3.6)
Autres symptomes ou syndrome neurologiques post-CAR-T
FLAIR 1(0.7)
CRES syndrome 1(0.7)
Réinjections suivies d'un CRS et d'un ICANS 18 (12.9)
Aucun CRS et aucun ICANS 24 (17.3)
Paramétres temporels
Délai entre I'administration de CAR-T et la rechute (mediane (mois) [min-max]) [3[0;41]

Table 27 — Tableau récapitulatif des rechutes post-CAR-T. Abréviations : CRES, CAR-T cell-related
encephalopathy syndrome ; DLBCL, lymphome B diffus a grandes cellules ; FLAIR, Fluid attenuated
inversion recovery ; LAL-B, leucémie aigué lymphoblastique de type B ; LLC, leucémie lymphoide
chronique ; NA, données manquantes

En effet, d’aprés la courbe de Kaplan-Meier pour cette population, la survie médiane
correspondant a une probabilité de rechute post-CAR-T de 50% est atteinte a 3.5 ans
(Figure 43A). Cent neuf (78.4%) des réinjections qui ont rechuté étaient des cellules
CAR-T anti-CD19 (Table 27 et Figure 44A). En outre, une probabilité de rechute proche
de 55% au bout de 6 ans est observée pour les patients ayant recu des CAR-T anti-
CD19 alors qu’elle est vraiment plus faible pour les patients traités par CAR-T anti-
BCMA (33.3%). Cependant, en comparant les deux courbes de Kaplan-Meier, par un
test du log-rank, on peut observer un hazard-ratio (HR) de 1.03 [0.69 ; 1.54] pour la
population traitée par CAR-T anti-CD19 et de 0.97 [0.65 ; 1.45] pour celle par CAR-T

anti-BCMA. La différence entre les deux courbes de Kaplan-Meier montrant les
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probabilitts de rechute en fonction des cibles de CAR-T utilisées n’est pas
statistiquement significative (p-value = 0.879) (Figure 43B). La grande majorité des
cas de rechute a été rediscutée en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP)
pour proposer une nouvelle prise en charge thérapeutique. Comme chaque cas est
différent, chaque traitement de rechute n'a pas été le méme. Les exemples de
traitements proposés ont été : une nouvelle ligne de chimiothérapie, un nouveau
traitement anti-néoplasique, I'entrée dans un nouveau protocole d’essais clinique, une
immunothérapie, une allogreffe de CSH, des soins palliatifs ou une seconde réinjection
de cellules CAR-T.

Probabilité de rechute (%)
Probabilité de rechute (%)

T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Temps (années) Temps (années)

- cp19 - BCMA
BCMA 0.97 [0.65 ; 1.45] 0.879
CD19 1.03 [0.69 ; 1.54]
Figure 43 — (A), Courbe de survie sans évéenement (rechute) aprés réinjection de cellules CAR-T
au cours du temps ; (B), Courbe de survie sans événement (rechute) apreés réinjection de cellules

CAR-T au cours du temps en fonction des cibles de CAR-T (Réalisées a I'aide de GraphPad Prism
10® (version 10.3.1))

A B. 0.9%

N rechutes = 139 N déces =111

Il Anti-CD19 [ Anti-BCMA I Autre
Figure 44 — Rechutes et décés aprés CAR-T suivant leurs cibles (A), Répartition des rechutes
suivant les cibles de CAR-T ; (B), Répartition des déces en fonction des cibles de CAR-T (Réalisées a
I'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))
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L'’age médian des patients a la rechute est de 60 ans. La population concernée est
plutét masculine (ratio H/F de 2/1). Ces patients qui ont rechuté étaient principalement
atteints de DLBCL, ce qui explique que les rechutes concernaient majoritairement des
CAR-T anti-CD19. Une apparition de CRS de grade 1 avait été observée dans un peu
plus de la moitié des réinjections de CAR-T suivies de rechute alors que la survenue
d'ICANS dans moins de 20% de ces cas de rechute (Table 27). Il est intéressant de
remarquer que les rechutes post-CAR-T sont survenues assez rapidement, avec une
meédiane d’apparition de 3 mois. Certaines rechutes se sont méme manifestées dans
le mois qui suivait la réinjection (Table 27).

2. Survie post-CAR-T

Cent sept des 333 patients qui ont recu des cellules CAR-T au CHU de Lille sont
décédés. Au bout de 6 ans, la probabilité de survie dans la population ayant regu des
CAR-T a Lille est d’environ 39.5% avec une médiane de survie égale a 4.6 ans. La
probabilité de 50% de rechute est atteinte un peu plus rapidement que celle de déces
(3.5 ans vs 4.6 ans). Cependant, la probabilité de rechute stagne aprés avoir atteint
les 50% alors que la probabilité de survie diminue pour atteindre les 39.5% apres
presque 6 ans de suivi (Figure 45A). Parallélement aux courbes de rechute, on a
observé les courbes de survie en fonction des cibles des cellules CAR-T injectées.
Comme un nombre plus important de cellules CAR-T anti-CD19 a été administre, le
nombre de déces apres CAR-T anti-CD19 est plus élevé que celui apres CAR-T anti-
BCMA (80.2% vs 18.9%) (Figure 44B). Néanmoins, I'aspect des courbes de survie en
fonction des cibles de CAR-T utilisées sont comparables. De plus, les HR calculés
pour ces courbes sont proches de 1 et d’aprés le test du log-rank, leur différence n’est
pas statistiquement significative (p-value = 0.899) (Figure 45B).

Parmi les patients qui sont décédés, 81 patients (75.7%) avaient connu une rechute
post-CAR-T. La courbe de survie des patients en fonction des rechutes montre que les
patients sans rechute ont une meilleure probabilité de survie au bout des 6 ans de suivi
que ceux ayant rechuté (77.2% vs 10.2%). En effet, la différence des HR calculés
grace au test du log-rank est statistiquement significative (p-value < 0.0001). Les
patients avec rechute ont une médiane de survie égale de 1.3 ans et un HR de 4.85
[3.31; 7.10] (Figure 45C). Les patients ayant subi une rechute sont, pour la moitié
d’entre eux, morts dans les 5 mois post-rechute (Table 28).

L'’age médian des patients au moment du décés est de 63 ans. Cependant, un patient
est décédé a I'age de 16 ans. Le nombre de décés concerne plus dhommes que de
femmes. De plus, parallélement aux rechutes, l'indication des CAR-T pour laquelle on
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observe le plus de décés est le DLBCL, connu pour étre une tumeur trées agressive
pouvant se propager dans différentes parties du corps. Quatre-vingt-onze des 107
patients décédeés (85.0%) avaient présenté un CRS post-CAR-T alors que seulement
13 n’avaient eu ni CRS ni ICANS (12.1%) (Table 28).

Le délai entre 'administration des CAR-T et le déces de ces patients peut étre assez
court avec une médiane égale a 7 mois. |l est a noter que certains sont
malheureusement décédés dans le mois qui suivait le traitement par cellules CAR-T,

souvent en raison de complications infectieuses (Table 28).

A.
3
o
G
B.
H Cibles de CAR-T | Hazard ratio [95%CI]
s BCMA 0.97 [0.60 ; 1.56] 0.899
3 cD19 1.03 [0.64 ; 1.66]
3
o
- cbp19 - BCMA
G
C.

Rechute 4.85[3.31; 7.10] < 0.0001
Pas de rechute 0.21[0.14 ; 0.30]

- Pas de rechute -1 Rechute

Probabilité de survie (%)

Temps (années)

Figure 45 — (A), Courbe de survie globale aprés cellules CAR-T; (B), Courbe de survie globale
apres cellules CAR-T en fonction des cibles ; (C), Courbe de survie globale aprés injection de
cellules CAR-T en fonction de la présence de rechute ou non des patients aprés réinjection
(Réalisées a I'aide de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))
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Déceés (N patients décédés = 107)
Caractéristiques des patients

Age au décées (médiane (années) [min-max]) 63 [16 ; 78]
Sexe - n patients (%)

Féminin 40 (37.4)

Masculin 67 (62.6)
Indications - n patients (%)

LAL-B 9(8.4)

LLC compliquée en syndrome de Richter 4 (3.7)

Lymphomes non Hodgkiniens a néoplasies a cellules lymphoides B matures 74 (69.2)

DLBCL ou DLBCL transformant 70 (65.4)

Lymphome du manteau 2(1.9

Lymphome folliculaire 2(1.9

Myélome multiple 20 (18.7)

Liée a la réinjection des CAR-T
Spécialités de CAR-T utilisées - n patients (%)

Anti-BCMA 19 (17.8)
Idecabtagene vicleucel (Abecma®) 6 (5.6)
Ciltacabtagene autoleucel (Carvykti®) 1(0.9)
Autres anti-BCMA 12 (11.2)
Anti-CD19 87 (81.3)
Axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) 52 (48.6)
Brexucabtagene autoleucel (Tecartus ®) 9(8.4)
Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi®) 3(2.8)
Tisagenlecleucel (Kymriah®) 17 (15.9)
Protocoles autres anti-CD19 6 (5.6)
Autres cibles 1(0.9)
SLAMF7 comme cible (essai CARAMBA) 1(0.9)
CD19/CD20 comme cible (essai DALY-2) 0(0.0)

Effets indésirables liées aux CAR-T - n patients (%)

Syndrome de relargage cytokinique (CRS) 91 (85.0)
Grade 1 54 (50.5)
Grade 2 27 (25.2)
Grade 3 8(7.5)
Grade 4 2(1.9)
Sans CRS 15 (14.0)
NA 1(0.9)
Syndrome de neurotoxicité associée au traitement par cellules CAR-T (ICANS) 21 (19.6)
Grade 1 9(8.4)
Grade 2 7 (6.5)
Grade 3 4 (3.7)
Grade 4 1(0.9)
Sans ICANS 81 (75.7)
NA 5(4.7)
Autres symptomes ou syndrome neurologiques post-CAR-T 1(0.9)
CRES syndrome 1(0.9)
Réinjections suivies d'un CRS et d'un ICANS 21 (19.6)
Aucun CRS et aucun ICANS 13 (12.1)
Rechute post-CAR-T 81 (75.7)
Paramétres temporels

Délai entre I'administration de CAR-T et le décés (mediane (mois) [min-max]) 710;54]
Délai entre la rechute et le décés (mediane (mois) [min-max]) 5[0;52]

Table 28 - Tableau récapitulatif des décés post-CAR-T. Abréviations : CRES, CAR-T cell-related
encephalopathy syndrome ; DLBCL, lymphome B diffus a grandes cellules ; FLAIR, Fluid attenuated
inversion recovery ; LAL-B, leucémie aigué lymphoblastique de type B ; LLC, leucémie lymphoide
chronique ; NA, données manquantes

g) Suivi des patients au CHU de Lille post-CAR-T

Un suivi clinico-biologique assidu et régulier permet entre autres de prévenir
I'apparition de rechute ou de complications post-CAR-T et d’évaluer la réponse et
I'efficacité clinico-biologique du CAR-T injectée.

Apreés l'injection de cellules CAR-T, un examen clinique régulier est réalisé chez le
patient a différents temps (1 mois, 3 mois, 6 mois, 9 mois et 1 an puis tous les ans). Il
est effectué en fonction de la pathologie pour laquelle le patient est traité dans le but
d’'une réévaluation de la maladie et par conséquent, d’une analyse de I'efficacité du
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traitement administré : en radiologie via un TEP-TDM (Tomographie par émisssion de
positons — Tomodensitométrie) ou TEP-scan (lymphomes non-Hodgkiniens a cellules
B) et en biologie via un myélogramme (330).

En biologie, aprés une injection de cellules CAR-T, un suivi classique du patient est
préconisé avec une évaluation quotidienne de sa NFS et numération plaquettaire, son
ionogramme, sa fonction rénale (urée, créatinine) et hépatique, CRP, LDH, acide
urique. Un bilan de coagulation avec I'étude du taux de prothrombine, de fibrinogéne
et des D-diméres doit étre réalisé réguliérement ainsi que le dosage des
immunoglobulines IgG et des sous-classes (pour analyser la présence d’une
hypogammaglobulinémie). Si une hypotension et/ou tachycardie est observée, les
marqueurs cardiaques tels que les nt-pro BNP et les troponines T doivent étre ajoutés
au bilan biochimique pour étre dosés. De méme en fonction de la clinique, des
sérologies virales pourront également étre ajoutées.

Le suivi biologique de I'expansion des cellules CAR-T est réalisé sur sang périphérique
aprés injection chez les patients traités. Il est possible d’effectuer un suivi dans d’autres
tissus comme la moelle osseuse ou le LCR. Il est également envisageable d’examiner
le contenu de la poche CAR-T immédiatement aprés son injection et le ringage de la
poche. Ce suivi biologique est instauré en vue de suivre 'amplitude d’expansion et de
persistance des cellules CAR-T circulants aprés injection. De plus, cela donne une
idée de la qualité du produit injecté.

Au CHU de Lille, le suivi biologique est effectué en immunologie et en virologie au
Centre de biologie et pathologie (CBP) Pierre-Marie Degand. Plusieurs techniques
comme la CMF, la PCR quantitative et le dosage de cytokines sont utilisées pour
effectuer ce suivi (331)(Figure 46). Ici, nous allons détailler plus particuliérement le
suivi par CMF réalisé au laboratoire d'immunologie.
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Figure 46 - Différents matrices de prélevement et analyses réalisées pour le suivi
immunologique du traitement par cellules CAR-T(331) (Extraite de Rubio et al., Bull Cancer, 2021)
(Au CHU de Lille, la poche de cellules CAR-T n’est pas analysée en vue de quantifier le transgéne CAR
en biologie moléculaire)

1. Suivi immunologique par cytométrie en flux réalisé au CHU de Lille

Le suivi biologique en immunologie au CHU de Lille est effectué par CMF sur DxFlex
(Beckman Coulter™, Californie) a partir de différents types de prélévements.

Dans le sang et les liquides divers de I'organisme (LCR, moelle, liquide broncho-
alvéolaire...), différentes cellules peuvent étre présentes en suspension. La cytométrie
en flux est une technique analytique permettant leur identification, caractérisation et
quantification. Les cellules passent successivement dans une gaine fluidique et devant
plusieurs faisceaux lasers ayant des longueurs d’onde différentes (sur le DxFlex, il y
en a 3 avec le laser violet a 405 nm, le bleu a 488 nm et le rouge a 638 nm). Des
signaux optiques basés sur la diffusion de la lumiére et la fluorescence peuvent alors
étre généreés via des détecteurs (sur le DxFlex, il y en a 13). En effet, chaque cellule
passant devant un faisceau laser diffracte la lumiere. Cette diffraction de lumiere est
mesureée soit dans I'axe de la cellule, Forward Scatter (FSC), permettant d’obtenir des
informations sur sa taille, soit a 90°C, Side Scatter (SSC), donnant des indications sur
la granulométrie et la structure interne de la cellule. Par ailleurs, les cellules peuvent
étre marquées avec des anticorps spécifiques couplés a un fluorochrome qui va
émettre une fluorescence de longueur d’'onde spécifique sous I'action du rayonnement
laser. Ainsi, des antigénes spécifiques tels que des marqueurs de surface ou
intracellulaires pourront étre détectés. En outre, les signaux de fluorescence captés
par le cytometre correspondent d’'une part, a la fluorescence émise par la cellule elle-
méme (autofluorescence) et d’autre part a la fluorescence émise par I'anticorps couplé

a un fluorochrome se liant spécifiqguement a une cellule. Cela permet alors d’identifier
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les différents types cellulaires présents en fonction de leurs marqueurs et
caractéristiques spécifiques dans le liquide étudié. Cela correspond a
immunophénotypage cellulaire. Ensuite, les signaux lumineux émis seront
transformés en signaux électroniques par des photomultiplicateurs permettant une
conversion analogique digitale pour une collecte de données en échelle logarithmique
suivie d’'une analyse des résultats par ordinateur (Figure 47). Une fois les données
collectées, une gating stratégie (ou stratégie de fenétrage) doit étre réfléchie et mise
en place pour séparer les différentes classes cellulaires composant le liquide étudié.
Cette stratégie de gating est basée sur les niveaux d’expression des marqueurs
antigéniques choisis a la surface ou a l'intérieur des cellules. L'étude des lymphocytes

dans tout liquide peut alors étre analysée par immunophénotypage lymphocytaire.
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Figure 47 - Principe de la cytométrie en flux (Extraite du guide de cytométrie en flux par Creative
Diagnostics®(332))

Différents prélévements sont pris en charge au cours du suivi des cellules CAR-T. Tout
d’abord au moment de l'aphérese, une portion de la poche de leucaphérése est
envoyee par 'EFS au laboratoire d'immunologie pour réaliser un immunophénotypage
lymphocytaire T, B et NK (dit également standard) combiné avec I'étude des sous-
populations T. Limmunophénotypage lymphocytaire standard permet de caractériser
et énumérer les populations lymphocytaires T, B et NK via des marqueurs antigéniques
spécifiques listés Table 29. Le CD45 est pan-leucocytaire (c’est-a-dire présent sur tous
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les leucocytes) et le CD3 est exprimé par tous les lymphocytes T qui représentent la
majorité des lymphocytes chez 'adulte sain (valeurs usuelles 700-1900 cellules/pl).
Parmi les lymphocytes T, il est possible de distinguer les lymphocytes T CD4+ (dits
également auxiliaires), des lymphocytes T CD8+ (appelés également cytotoxiques).
Le CD45RA et le CCR7 (CC-chemokine receptor 7) seront également utilisés pour
étudier les sous-populations lymphocytaires T. Le CD45RA est un produit de I'épissage
alternatif du gene PTPRC exprimé par les lymphocytes T naifs et effecteurs terminaux
(appelés également de différenciation terminale). Le CCR7 (ou le CD197) est un
récepteur membranaire couplé a une protéine G et est exprimé par les lymphocytes T
naifs et les lymphocytes T centraux mémoires. Les lymphocytes effecteurs mémoires
n’expriment nile CCRY7 nile CD45RA. Les lymphocytes B circulants exprimentle CD19
et le CD20. Leur différenciation terminale correspond aux plasmocytes, capable de
produire des anticorps circulants spécifiques a des antigénes considérés comme
nocifs. Les lymphocytes B sont alors impliqués dans la réponse immunitaire humorale.
Les lymphocytes NK (Natural killer) ont des valeurs usuelles comprises entre 100 et
400 cellules/uL et expriment a leur surface le CD16 et le CD56. lIs sont a la fois des

cellules de I'immunité innée et de 'immunité adaptative.

Cellules | Marqueurs antigéniques utilisés
Immunophénotypage lymphocytaire standard

Lymphocytes B CD45, CD3-, CD19, CD20

Lymphocytes T CD45, CD3, CD4, CD8

Lymphocytes NK CD45, CD3-, CD16, CD56
Immunophénotypage des sous-populations lymphocytaires T

Lymphocytes T naifs CD45RA, CCR7 (+ CD3 +CD4 ou CD8)
Lymphocytes T mémoires centraux CD45RA -, CCRY7 (+ CD3 +CD4 ou CD8)
Lymphocytes T mémoires effecteurs CCRY7 -, CD45RA - (+ CD3 +CD4 ou CD8)
Lymphocytes T effecteurs terminaux CD45RA, CCRY7 - (+ CD3 +CD4 ou CD8)

Table 29 - Marqueurs antigéniques utilisés pour un immunophénotypage lymphocytaire
standard et celui des sous-populations lymphocytaires T. Limmunophénotypage des sous-
populations lymphocytaires T est fait pour les lymphocytes T CD4+ et T CD8+.

Ensuite, des immunophénotypages sont réalisés régulierement par CMF a partir de
prélevements sanguins sur tube EDTA a certains temps avant et aprés administration
de CAR-T comme indiqué sur la figure 48. Sept jours avant la réinjection de CAR-T,
un immunophénotypage lymphocytaire standard caractérisant et calculant le pool des
lymphocytes T, B et NK des patients est effectué ainsi qu’'un immunophénotypage des
sous-populations lymphocytaires T. Aprés la réinjection de CAR-T, un suivi plus
régulier sera réalisé le premier mois post-traitement avec un immunophénotypage des
cellules CAR-T en CMF en plus d’'un immunophénotypage standard lymphocytaire T,
B et NK tous les 7 jours pratiquement. Cet agenda de suivi peut étre modifié en fonction

de la clinique du patient et des résultats de sa numération de formule sanguine.
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De plus, le jour de l'injection, le reste de la poche de CAR-T administrée est transféré
dans une seringue puis envoyée au laboratoire d'immunologie pour observer et
quantifier le marquage de la protéine CAR utilisée.

En fonction du contexte clinique, le suivi dans des liquides divers (LCR, moelle

osseuse...) est également possible pour rechercher la présence de CAR-T.

Réinjection
des CAR-T
J7 Jo| n J7 J14 J28 M2 M3 M6
STD STD  STD STD STD STD STD STD STD
+Tem +CAR-T +CAR-T  +CAR-T + CAR-T +CAR-T +CAR-T +CAR-T + CAR-T

Figure 48 — Agenda de suivi immunologique des cellules CAR-T dans le sang des patients au
CHU de Lille. Abréviations: STD, immunophénotypage lymphocytaire standard; T em,
immunophénotypage lymphocytaire des sous-populations lymphocytaires T ; CAR-T,
immunophénotypage des CAR-T

Diverses stratégies de marquages de la protéine CAR sont possibles comme
indiquées sur la figure 49A. Mais, l'utilisation de protéines cibles recombinantes
solubles est considérée comme la méthode de référence en CMF étant donné qu’elle

est la seule technique commercialisée et facile d’acces.
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Figure 49 — Principales méthodes de détection des cellules CAR-T. (A), Identification des cellules
exprimant le CAR par cytométrie en flux ; (B), Quantification du transgéne CAR par biologie moléculaire
(Extraite de Rubio et al., Bull Cancer, 2021)(331)

Au laboratoire d'immunologie cellulaire au CHU de Lille, le suivi des cellules CAR-T se
déroule en deux étapes : tout d’abord, il y a une lyse des globules rouges puis
limmunomarquage peut étre entrepris. Pour l'identification des cellules CAR-T anti-
CD19, la protéine CD19, de type CD19-Fc, est directement couplée au fluorochrome
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PE (phycoérythrine) pour un marquage en une seule étape (Figure 50A). Alors que
pour le suivi des cellules CAR-T anti-BCMA, la protéine BCMA, est biotinylée donc le
marquage se déroule en deux temps. La deuxiéme étape consiste en la fixation par
un anticorps anti-biotine couplée au fluorochrome PE. Les protéines recombinantes
utilisées viennent de Miltenyi™, Allemagne (Figure 50B). Dans I'immunophénotypage
des cellules CAR-T, d’autres cibles lymphocytaires comme le CD4 et CD8 seront
utilisées pour caractériser les cellules CAR-T circulantes et connaitre si un contingent
CAR-T (CD4 auxilliaire ou CD8 cytotoxique) est majoritaire par rapport a un autre
(Figure 50)(333).
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Figure 50 — Exemples d’'immunophénotypages de cellules CAR-T par CMF au CHU de Lille. (A),
Aprés injection de cellules CAR-T anti-CD19 ; (B), Aprés injection de cellules CAR-T anti-BCMA. La
premiére fenétre montre les cellules CD3+ caractérisant la population lymphocytaire. Les cellules CAR-
T sont les cellules CD3+ et CAR-CD19 ou BCMA+. Ensuite, la deuxiéme fenétre montre la répartition
des lymphocytes T CD4+ et CD8+ au sein des cellules CAR-T. La stratégie de fenétrage est issue de
I'article Demaret et al., sur le monitoring des cellules CAR-T(333).

Par ailleurs, dans le suivi des cellules CAR-T par CMF, I'immunophénotypage
lymphocytaire T, B et NK est associé a celui des CAR-T pour estimer en premier lieu
la numération des lymphocytes B circulants. En effet, une lymphopénie B totale ou
quasi-totale est le reflet de I'efficacité et du fonctionnement de CAR-T. Au CHU de Lille,
pour nous assurer de la présence de cette lymphopénie B circulante chez les patients
traités par cellules CAR-T, deux cibles différentes permettant la détection des

lymphocytes B circulants sont utilisées: CD19 et CD20. De plus,
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'immunophénotypage lymphocytaire standard est aussi intéressante pour caractériser
et chiffrer les autres cellules immunes (lymphocytes T non-CAR et NK) présentes chez
le patient traité. Cela nous permet également d’évaluer I'environnement immunitaire
présent et son fonctionnement en termes de cytotoxicité et de production de cytokines
par exemple.

Ce suivi par CMF des cellules CAR-T permet de construire une cinétique des cellules
CAR-T circulants en post-réinjection. Plusieurs paramétres temporels et quantitatifs
peuvent étre identifiés : Tfirst, Tmax, Cmax, Tlast et AUCO0-28. Le Tfirst est le temps
auquel les cellules CAR-T deviennent détectables pour la premiere fois aprés la
réinjection. Le Tmax correspond au délai pour atteindre le pic d’expansion des CAR-
T. La Cmax traduit le pic d’expansion en concentration maximale de cellules CAR-T
circulantes en pourcentage ou valeur absolue. Le Tlast est équivalent au dernier point
temporel ou les CAR-T sont détectables. LAUCO-28 représente l'aire sous la courbe
entre JO et J28 post-CAR-T et permet de quantifier de maniére cumulative les cellules
CAR-T circulantes pendant le premier mois de traitement.

Le contingent de CAR-T peut étre généralement détecté dans les 5 premiers jours
aprés administration pour atteindre ensuite le pic d’expansion entre J7 et J14 jours.
Puis une décroissance est remarquée pour atteindre un Tlast qui peut étre observé
aprés 1 mois ou a des temps plus tardifs post réinjection (Figure 51). Tous les points
temporels sont exprimés normalement en jours sauf le Tlast qui peut étre aussi
considéré en mois. Ces facteurs cinétiques permettent de prédire l'efficacité du
traitement et le risque de rechute. La masse tumorale, la pathologie et le domaine de

costimulation du CAR peuvent faire varier ces paramétres(331).
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Figure 51 — Exemple d’un suivi d’'une expansion de cellules CAR-T dans le sang en nombre
absolu (cells/pL) et pour les sous-ensembles de cellules CAR-T CD4+ et CD8+ (Extrait de Demaret
et al., Cytometry B Clin Cytom, 2021(333)).

2. Suivi en virologie par biologie moléculaire (PCR) au CHU de Lille
La quantification des cellules CAR-T par biologie moléculaire peut étre réalisée par
deux techniques différentes de PCR a partir de 'ADN extrait des cellules nucléées :
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PCR quantitative (QPCR) en temps réel ou [d(d)PCR]. Cependant, la d(d)PCR
présente une sensibilité, spécificité et reproductibilité supérieures dans les valeurs
basses comparativement a la qPCR(334). Des séquences spécifiques du transgéne
CAR sont alors détectées par ces méthodes. Soit les séquences promotrices « Long
Terminal Repeat » (LTR)(335) du vecteur viral utilisé dans la transduction du CAR ;
soit le fragment spécifique de la partie scFv du CAR(336) ; soit les séquences de
jonction avec les domaines de costimulation(337) peuvent étre amplifiées par ces
techniques (Figure 49B). Au CHU de Lille, une gPCR en temps réel amplifiant des
séquences promotrices LTR est employée, en fonction du vecteur viral transduit
(lentivirus (338) ou gammaretrovirus (339))(Table 30). Cette technique permet de
déterminer le nombre de copies de transgéne moyen par cellule. Néanmoins, ces
données au CHU de Lille sont exprimées pour le lentivirus en nombre de copies pour
1 000 000 de leucocytes et pour le gammaretrovirus en copies par mL. Les paramétres
cinétiques définis en CMF peuvent étre transposés aux techniques de biologie
moléculaire. Néanmoins, la sensibilité de la technique de détection des CAR-T est
meilleure par PCR comparée a celle par CMF. Elle offre une estimation plus précise
de la persistance des cellules CAR-T a long terme ; bien qu’elle ne fournisse aucune
information de I'expression réelle du CAR a la surface cellulaire.

Technique

. Thes Cible du | Limite de A—fl N
Types de CAR-T Vecteur viral :tellll_siﬁ: au CHU transgeéne | détection Limite de quantification
Anti-BCMA
Idecabtagene - gPCR en temps 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
vicleucel (Abecma@) | bentivirus réel LTR 000 cellules cellules
Ciltacabtagene . .
autoleucel Lentivirus qFCR en temps LTR 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
(Carvykti®) réel 000 cellules cellules
. . gPCR en temps 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
Autres anti-BCMA Lentivirus réel LTR 000 cellules cellules
Anti-CD19
Axicabtagene . gPCR en temps , 400 (2.60 log
ciloleucel (Yescarta®) Gammaretrovirus réel SLTR copies) copies / mL
Brexucabtagene
. gPCR en temps , 400 (2.60 log
?Tuéglaeﬁfseé) Gammaretrovirus réel 5'LTR copies) copies / mL
Lisocabtagene . .
- gPCR en temps 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
EE?S:#;%) Lentivirus réel LTR 000 cellules cellules
Tisagenlecleucel . gPCR en temps 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
(Kymriah®) Lentivirus réel LTR 000 cellules cellules
Gammaretrovirus ?éPeCI:R en temps 5'LTR
Protocoles anti-CD19 o PCRentemps | 1o 40 copies / 1000 | 50 copies / 1 000 000
réel 000 cellules cellules
Autres cibles
SLAMF7 comme . .
cible (essai Lentivirus qFCR en temps LTR 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
CARAMBA) réel 000 cellules cellules
CD19/CD20 comme Lentivirus gPCR en temps LTR 40 copies / 1 000 50 copies / 1 000 000
cible (essai DALY-2) réel 000 cellules cellules

Table 30 — Récapitulatif des techniques utilisées au CHU de Lille en virologie en fonction des
types de CAR-T administrés. Abréviations : gPCR, PCR quantitative ; LTR, long terminal repeat
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3. Autres analyses recommandées et optionnelles faites au CHU de Lille
D’autres tests sont mentionnés dans les recommandations de la SFGM-TC de 2021
(331) pour le suivi des patients traités par cellules CAR-T (Figure 52). Certains sont
« fortement recommandés » ou «recommandés », comme respectivement,
I'électrophorese des protéines plasmatiques et le dosage des gammaglobbulines a 1,
2, 3, 6 mois apreés injection puis tous les 6 mois ; et la quantification des cellules CAR-
T dans la moelle osseuse ou le LCR par CMF quand un prélévement est réalisé. Alors
que d’autres analyses sont considérées comme « complémentaires et optionnelles » :
immunophénotypage des sous-populations lymphocytaires T, des marqueurs
d’activation (CD25 et HLA-DR) et d’épuisement (PD1/TIM3/LAG3) a plusieurs temps
(JO, et 1 fois par semaine tant que le contingent de CAR-T est présent a plus de 1%
des lymphocytes T CD3+) ; le dosage de cytokines (IL-6;; IL-10; TNFa; IL-1beta) a
chaque point de suivi réalisé sur tube sec par méthode ELISA (Enzyme-linked immuno
assay) sur sang ou LCR et enfin, le phénotypage étendu en plus de la quantification
des cellules CAR-T dans d’autres prélevements que le sang (moelle osseuse, LCR,
ganglions...) par CMF. La grande majorité de ces analyses est réalisée au laboratoire
d'immunologie au CBP de Lille sauf I'électrophorése des protéines plasmatiques et le
dosage des gammaglobulines effectués dans le secteur des protéines. Cependant, le
panel pour caractériser les sous-populations lymphocytaires T d’épuisement par CMF

n’est pas encore mis en place au laboratoire d'immunologie du CBP de Lille.
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Figure 52 - Recommandations de la SFGM-TC dans le suivi des patients traités par cellules CAR-
T (Extraite de Rubio et al., Bull Cancer, 2021)(331). Abréviations : EPP, électrophorese des protéines
plasmatiques ; LCR, liquide céphalo-rachidien; MO, moelle osseuse ; PL, ponction lombaire ; VA,
valeurs absolues
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lll.Rationnel et objectifs

Les LAM sont des hémopathies considérées comme tres agressives et caractérisées
par une faible survie globale et un taux élevé de rechute. Les LAM CD19+ sont
particulierement associées a un pronostic défavorable, en raison de I'expression
aberrante du CD19 a la surface des blastes myéloides. Depuis plus de 40 ans, le
traitement standard des LAM repose sur une chimiothérapie intensive associée dans
certains cas a une allogreffe de CSH. Toutefois, grace aux avancées technologiques
récentes, a une meilleure compréhension de la physiopathologie des LAM et a I'essor
des immunothérapies dans la production thérapeutique, de nouvelles stratégies de
traitements plus ciblées peuvent étre envisagées. Dans le traitement des hémopathies
malignes a cellules B, les cellules CAR-T représentent une innovation thérapeutique
majeure. Mais, la mise en ceuvre de cette technologie peut s’avérer complexe selon la
cible choisie. Initialement, les antigénes cibles privilégiés étaient le CD33 et le CD123,
exprimés majoritairement sur les blastes myéloides dans les LAM. Cependant, ces
marqueurs se retrouvent a la fois a la surface des cellules leucémiques mais aussi des
cellules souches et progénitrices hématopoiétiques normales (114). Ainsi, cibler
préférentiellement les phénotypes aberrants exprimés par les cellules blastiques grace
aux cellules CAR-T constitue une stratégie prometteuse. L'expression aberrante du
CD19 sur les blastes myéloides est communément associée a la translocation
(8 ;21)(q22 ;922)/RUNX1::RUNX1T1 bien que d’autres anomalies cytogénétiques ont
déja été rapportées avec un diagnostic de LAM CD19+. L’équipe de Ma et al.(116)
s’est intéressé a cette hémopathie rare, LAM CD19+, et a, par conséquent, proposé
pour cette indication, une production de cellules CAR-T anti-CD19 de seconde
génération avec un domaine de costimulation 4-1BB. Une étude de cytotoxicité a pu
étre menée par cette équipe montrant une lyse des cellules CD19+ CD33+ confirmant
leur potentiel effet thérapeutique dans ce sous-type spécifique de LAM. Par ailleurs,
Danylesko et al (117) ont montré I'induction d’'une rémission clinique in vivo chez un
patient atteint de LAM CD19+ en rechute par cellules CAR-T anti-CD19 avec un
domaine de costimulation basé sur le CD28. Dans ce case report, le protocole clinique
(NCT02772198) initialement destiné aux hémopathies malignes de la lignée B a été
modifié pour inclure ce patient et concerner ainsi toutes les hémopathies malignes
dans un cadre plus général. Cette expérience a d’ailleurs permis a cette équipe
israélienne d’ouvrir un nouveau protocole clinique (NCT04257175) spécifiquement
pour I'administration de cellules CAR-T CD19 chez des patients atteints de LAM
CD19+ avec une translocation t(8 ;21). Un autre essai clinique est également en cours

en Chine pour évaluer I'efficacité des cellules CAR-T dirigées contre le CD19 dans les
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cas de LAM chez I'adulte en rechute et réfractaire (R/R) (NCT03896854). De plus, une
équipe néerlandaise a publié trés récemment une étude promouvant des thérapies
ciblant le CD19 (blinatumomab et les cellules CAR-T CD19) en pédiatrie dans un
contexte de LAM CD19+ {(8 ;21) en rechute et réfractaire (106). Tous ces travaux ont
renforcé notre intérét pour I'utilisation de cellules CAR-T dans les LAM CD19+ en
rechute et réfractaire. Au CHU de Lille en collaboration avec celui de Rouen, la
production académique de cellules CAR-T anti-CD19 de seconde génération, intégrant
un domaine de costimulation 4-1BB est en cours de mise en place afin de traiter les
patients atteints de LAM R/R CD19+ dans le cadre de I'étude CARLA-M19. Cette
production académique présente plusieurs avantages, notamment la réduction des
colts (un traitement CAR-T coute entre 350 000 et 400 000 euros) et I'élimination des
étapes de cryoconservation et de décongélation, pouvant fragiliser les cellules CAR-T
(340). Un autre avantage de cette production académique réside dans cette indication
thérapeutique pour laquelle ces cellules CAR-T sont produites. En effet une
hémopathie rare intéresse moins les industriels. Par conséquent, le fait de développer
ce traitement dans une structure académique permet aux patients souffrant de cette
pathologie d’avoir accés a une solution thérapeutique possible. Par ailleurs, une
production académique permet de pouvoir modifier plus facilement les procédures si
besoin et d’avoir une caractérisation plus affine et précise des produits a tout moment
de la fabrication.

Pour obtenir une autorisation d’essai clinique de la production académique par
'ANSM, il est nécessaire de respecter les lignes directrices publiées par 'TEMA, qui
détaillent la validation du processus de fabrication des cellules génétiquement
modifiées (341). La production académique de cellules CAR-T est généralement
réalisée dans des structures publiques. Elle est régie par les bonnes pratiques de
fabrication (BPF), telles que définies dans les référentiels européens et francgais. Les
BPF encadrent tout le processus de production des cellules CAR-T, tout en définissant
les contréles qualité a effectuer (342).

De plus en plus d’établissements commencent a obtenir une autorisation pour réaliser
une production académique de cellules CAR-T. Par exemple, une équipe a Barcelone
a développé une production académique de cellules CAR-T anti-CD19 de deuxiéme
génération, visant a ameéliorer I'accessibilité des traitements et démontrer la faisabilité
d’'une production a grande échelle grace a des pratiques et outils spécifiques (343).
Etant donné les résultats trés probants de cette équipe et comparables aux traitements

commercialisés (344), 'agence du médicament espagnole I'a autorisé a pouvoir traiter
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des patients adultes atteints de LAL R/R (345). Cet exemple motive ainsi notre équipe
pour la production académique de cellules CAR-T en cours.

Les principaux objectifs de cette thése incluent, dans un premier temps, la mise en
place d’'une technique pour démontrer la fonctionnalité et la cytotoxicité in vitro des
cellules CAR-T produites au CHU de Lille en vue de soumettre une demande d’essai
clinique aupres de 'ANSM pour les LAM R/R exprimant le CD19, conformément aux
lignes directrices de I'European Medicines Agency (EMA). Ensuite, un test de contréle
qualité faisable et reproductible en routine a été également mis au point pour participer
a la production des cellules CAR-T. L'ensemble de ces analyses a comme finalité de
montrer le potentiel des cellules CAR-T dirigées contre le CD19 et produites au CHU

de Lille a I'échelle académique dans le traitement des LAM CD19+ R/R.

V. MATERIEL ET METHODES

A) Les cellules CAR-T et cultures cellulaires utilisées

a) Présentation des lignées cellulaires utilisées

1. Cellules mononucléées (Lymphocytes T et B)

Les CMN hétérologues aux cellules utilisées pour la production de cellules CAR-T
provenaient de reliquats de soin (aucun tube supplémentaire n’a été préleve). Les
CMN autologues provenaient des couches leuco-plaquettaires (CLP) de 'EFS. Elles
ont été cryopréservées avant la production de chaque série de cellules CAR-T. Elles
ont été employées pour la mise au point des techniques d’efficacité et de fonctionnalité
des cellules CAR-T. L'isolement de ces cellules a été réalisé par technique de gradient
de densité sur une solution de polysaccharide, Pancoll humain (Pan Biotech®,
Allemagne) apres centrifugation (1800 RPM (revolutions per minute of rotor), pendant
30 minutes a 20°C). Un anneau cellulaire a ensuite été récupéré et lavé dans un milieu
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™,
Massachusetts, Etats-Unis). Puis, un tri immunomagnétique a été réalisé avec un kit
immunomagnétique (EasySep® Stemcell™, France). Afin d’isoler les lymphocytes B,
les CMN ont ainsi été incubées durant 10 minutes avec un cocktail d’anticorps
spécifiques (tri négatif), puis durant 5 minutes avec des billes magnétiques. Enfin, la
préparation a été placée sur un aimant pendant 5 minutes. La suspension cellulaire
récupérée correspond alors a la fraction de lymphocytes B purifiés. A I'inverse, pour
les lymphocytes T, c’est la fraction fixée sur I'aimant qui est récupérée (tri positif
CD4+). Des aliquots de chaque type cellulaire ont été congelés a -80°C.
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2. Blastes LAM CD19+ et CD19-
Les blastes myéloides de patients LAM CD19+ et CD19- ont été cryopréservés a -
80°C. Elles ont été fournies par la tumorothéque du Centre de Référence Régional en
Cancérologie de Lille. Elles ont été conservées d’aprés les recommandations de la
Haute Autorité de Santé (HAS) de 2009 (346). Le procédé de congélation a -80°C
commence par une séparation sur pancoll ou une lyse macrovolume. Les cellules sont
ensuite centrifugées pendant 10 minutes a 4°C a 3000 RPM et le culot est repris par
une solution avec du sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté. L'ensemble est
réparti dans des cryotubes dans lesquels sont ajoutés 10% de diméthylsulfoxide
(DMSO). lls sont ensuite congelés a -80°C. Les blastes sont décongelés au moment
de leur utilisation avec un passage au bain-marie a 37°C, suivi d'un lavage au RPMI.
Puis une numération initiale des cellules décongelées est réalisée par CMF.

3. RAJI
La lignée cellulaire RAJI a été établie par R.J.V Pulvertaft en 1963 (347). C’est la
premiére lignée cellulaire hématopoiétique humaine continue. Elle représente une
lignée cellulaire lymphoblastique B (EBV+) humaine issue a 'origine d’un lymphome
de Burkitt d’'un enfant de sexe masculin agé de 11 ans provenant du Nigeria (348). Les
cellules RAJI expriment les marqueurs des lymphocytes B a leur surface membranaire,
comme les antigénes CD19 et CD20 (Figure 53A). Les cellules RAJI ont été cultivées
dans des flasques de culture cellulaire (Falcon®, New-Jersey, Etats-Unis), en milieu
RPMI 1640 (1X) supplémenté en L-glutamine (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™,
Massachusetts, Etats-Unis), additionné de 10% de SVF décomplémenté (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, Etats-Unis) et 1% de pénicilline-
streptomycine (concentrations de 10 000 unités/mL de pénicilline et de 1 000 pg/mL
de streptomycine) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, Etats-Unis)).
Puis elles sont incubées a 37°C avec 5% CO.. Le milieu de culture est renouvelé tous
les deux jours jusqu’a [l'utilisation de cette lignée cellulaire dans les tests de
cytotoxicité.

4. MOLM-13 (CD19- et CD19+)
Les cellules MOLM-13 sont dérivées d’'une lignée cellulaire humaine établie en 1995
a partir du sang périphérique d’'un patient de 20 ans atteint de LAM 5a (d’aprés la
classification FAB) en rechute. Initialement, les MOLM-13 wild-type (WT) expriment a
leur surface membranaire le CD33 mais sont dépourvues de CD3 et de CD19 (349).
Elles sont nommées ici MOLM-13 CD19" (Figure 53B). Dans cette étude, nous
disposons de deux lignées cellulaires MOLM-13 : une WT et une exprimant le CD19 a

sa surface membranaire. En effet, la lignée cellulaire MOLM-13 initiale a été modifiee
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pour exprimer a sa surface le marqueur des lymphocytes B, le CD19. Pour la distinguer
de celle citée précédemment, elle est nommée MOM-13 CD19*. De par cette
modification d’expression membranaire, les MOLM-13 CD19" connaissent deux
niveaux d’expression du CD19 : soit low pour 40% d’entre elles soit high pour 60%
(Figure 53C). Les cellules MOLM-13 sont fréquemment utilisées in vitro comme
modéles de LAM permettant d’étudier et de tester les mécanismes sous-jacents
montrant I'efficacité d’'une thérapeutique possible, comme dans notre étude, celle de
CAR-T anti-CD19. Elles présentent comme propriété caractéristique le fait de se
multiplier et de proliférer rapidement in vitro. Les cellules MOLM-13 (CD19" et CD19)
ont été obtenues auprés du CHU de Rouen. Aprés réception, elles ont été cultivées et
maintenues dans 10 mL de milieu RPMI supplémenté avec 10% de SVF et 1% de
pénicilline-streptomycine et incubées a 37°C dans une atmosphére contenant 5% de
CO:..
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Figure 53 - Présentation des lignées cellulaires utilisées. (A), RAJI ; (B), MOLM-13 CD19; (C),
MOLM-13 CD19*

b) Présentation des cellules CAR-T produites et utilisées
1. Production des cellules CAR-T
La production académique de cellules CAR-T au CHU de Lille et au CHU de Rouen
est en partenariat avec la société Miltenyi Biotec™. Les cellules CAR-T ont été
générées avec le CliniMACS Prodigy® (Miltenyi Biotec™, Allemagne), qui est un

systéme automatisé et clos (Figure 54A et B).
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A. 41 . B. CliniMACS Prodigy® TS 520 setup
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Figure 54 — CliniMACS Prodigy® (Miltenyi Biotech™, Allemagne) (A), Visuel et vue d’ensemble de
'automate et (B), Détail des différentes parties composant 'automate

Les cellules CAR-T ont été produites dans les 2 CHU a partir de CLP provenant de
'EFS. Le processus de production est schématisé Figure 55A et le protocole est plus
détaillé Figure 55B avec les temps correspondants. Le nombre de CD3+ parmi les
CMN de ce produit cellulaire est ensuite calculé pour connaitre une estimation de la
numération des lymphocytes T. Puis une sélection magnétique des cellules CD4+ et
CD8+ du produit est réalisée. La mise en culture nécessite une quantité minimale de
I'ordre de 108 lymphocytes T (CD4+ et CD8+) sélectionnés dans un milieu favorable a
leur expansion. Le reste des cellules CD4+ et CD8+ peut étre cryoconserveé et utilisé
comme cellules contrdles lors de tests a effectuer.-L’activation des lymphocytes T
constitue I'étape suivante et qui favorisera une meilleure intégration du transgéne. Elle
sera réalisée in vitro a I'aide d’'une nanomatrice polymére colloidale soluble conjuguée
a des agonistes CD3 et CD28 humanisés, TransAct™, fournissant des signaux
primaires et costimulants pour une stimulation des lymphocytes T optimisée et
efficace. A la suite de I'étape d’activation, un vecteur lentiviral approvisionné par
Miltenyi contenant le transgéne du CAR souhaité (scFv de CD19 avec un domaine de
costimulation 4-1BB), permet la transduction des cellules T pendant au maximum 48h
de contact. La quantité de vecteur a utiliser est déterminée par la Multiplicity of infection
(MOI), qui correspond a I'équivalent du nombre de virus vectoriel par rapport au
nombre de cellules a transduire. La MOI doit étre de I'ordre de 10 pour étre efficiente.
La phase de transduction se finit par des étapes de ringage pour retirer I'excés de
vecteur n‘ayant pas été intégré par les cellules T. Les lymphocytes T, une fois,
transduits, sont maintenus en culture dans le milieu TexMACS™ pendant une période
de 12 jours. Ce milieu est enrichi d’interleukines telles que I'lL-7 et I'lL-15, nécessaires

pour promouvoir une meilleure expansion des lymphocytes T mémoires (Figure 55B).
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Figure 55 — Production des cellules CAR-T(350) (A), Principe du processus de transduction des
cellules T sur le CliniMACS Prodigy® (Miltenyi Biotech™, Allemagne) ; (B), Protocole de production des
cellules CAR-T avec I'utilisation du CliniMACS Prodigy®(Miltenyi Biotech™, Allemagne). Abréviations :
JX, jour et x correspondant a un chiffre ou nombre ; MOI, Multiplicity of infection

2. Cellules CAR-T produites et utilisées

Deux séries de cellules CAR-T ont été produites a Lille, les cellules CAR-T VALTECH
1 et les cellules CAR-T VALTECH 2, ainsi nommées car validées techniquement. Leur
pourcentage de transduction, ainsi que leurs phénotypages CD4+/CD8+ sont détaillés
ci-dessous (Table 31). Une série de cellules produites par le méme procédé par le
CHU de Rouen a également été testée dans les expériences préliminaires. Les deux
séries de CAR-T de Lille ont été conservées dans du CryoStor® (STEMCELL
Technologies™, BioLife Solutions, Washington, Etats-Unis) & -80°C.

Cellules CAR-T VALTECH 1 Cellules CAR-T VALTECH 2
(57.1% de cellules CAR*+) (40.8% de cellules CAR*+)
CAR CD4+ 86.24% 60.72%
CAR CD8+ 11.27% 29.8%
CAR CD4+ CD8+ 2.39% 9.41%
CAR CD4- CD8- 0.10% 0.07%

Table 31 - Efficacité de transduction et phénotypage des cellules CAR-T VALTECH 1 et 2.

3. Contréles qualités des cellules CAR-T produites et utilisées
Pour valider cette fabrication de cellules CAR-T, plusieurs contrdles qualités sont mis
en ceuvre a chaque étape afin de garantir leur sécurité et efficacité (351,352).
L’innocuité est évaluée par des analyses de sécurité microbiologique et de bonne
transduction virale, qui sont obligatoires pour la libération des lots. D’autres tests, bien
que non obligatoires, sont fortement recommandés pour évaluer la composition, la
caractérisation et [lefficacité des cellules CAR-T afin d'assurer une maitrise
approfondie du processus de production académique. Ce travail s’'inscrit dans le cadre
de la demande d’autorisation de production aupres de 'ANSM qui nécessite la
réalisation de tests de fonctionnalité des cellules CAR-T. Nous nous sommes ainsi
focalisés sur les études de cytotoxicité et les capacités fonctionnelles des cellules

CAR-T VALTECH 1 et 2 pour évaluer leur puissance et leur efficacité.
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4. Tri FACS (fluorescence-activated cell sorting)
Pour certains tests, un tri des cellules CAR-T apres production a été réalisé. Les
cellules T transduites ont été incubées au préalable avec I'anticorps CAR CD19
FMCB63 idiotype PE (Miltenyi Biotech™, Allemagne), durant 10 minutes, avant d’étre
lavées. Ces cellules ont été triées et séparées en deux fractions grace au BD FACS
Aria |l (BD Biosciences™, Californie, Etats-Unis) sur le principe de la cytométrie en
flux, avec d'une part les cellules CAR-T qui étaient marquées par I'anticorps
idiotypique, et d’autre part les cellules T non transduites, qui n’étaient pas marquées.

B) Etude de la cytotoxicité des cellules CAR-T issues de la
production académique

Pour évaluer la cytotoxicité spécifique in vitro, I'objectif de ce travail est de mettre en
place un test mesurant la lyse des cellules cibles par les cellules CAR-T en coculture.
Les cellules CAR-T VALTECH 1 et 2 ont été produites pour cibler des cellules
tumorales, ici, des blastes myéloides, exprimant le CD19. Par conséquent, via ce test
de cytotoxicité, cela nous permet également d’évaluer l'effet des cellules CAR-T
produites sur leurs cellules cibles spécifiques, ce qui sera le reflet de la destruction in
vivo attendue chez un patient. Plusieurs tests existent pour évaluer ce parametre et
sont exposés en Table supplémentaire 4. Nous avons choisi d’étudier la cytotoxicité
des cellules CAR-T VALTECH 1 et 2 par cytométrie en flux en analysant la viabilité des

cellules cibles a I'aide d’'un marquage par 7-Aminoactinomycine D (7-AAD).

a) Etude de la cytotoxicité des CAR-T par CMF

1. Schéma expérimental général
L’évaluation de la cytotoxicité par les cellules CAR-T VALTECH 1 et 2 est réalisée par
CMF apres incubation des cellules CAR-T avec une lignée cellulaire. Lors des tests
préliminaires pour la mise au point de la technique, nous avons utilisé plusieurs types
de cibles : cellules B hétérologues et autologues, blastes myéloides CD19+ et RAJI,
en contact ou non avec les cellules CAR-T et de lymphocytes T. Différents ratios
effecteur : cible (E :C) (E=Effecteur correspondant aux cellules CAR-T et C=Cible
cellulaire testée) ont été testés afin de déterminer celui qui est le plus optimal pour les
expériences suivantes. Différentes conditions (en présence ou non de cellules CAR-
T) ont ensuite été étudiées avec des cellules RAJI, MOLM-13 CD19" et CD19". Nous
cherchons a évaluer par CMF, notamment via l'utilisation du 7-AAD, la lyse des cellules
cibles a différents temps post-coculture (HO, H5, H24 (H en heure)), ce qui nous
permettra d’avoir a la fois un reflet de la viabilité de ces cellules et de la cytoxicité des

cellules CAR-T. En effet, si les cellules sont 7-AAD+, cela signifie qu’elles sont mortes.
151



De plus, a ces différents temps de coculture, nous allons évaluer I'expression du
marqueur CD19 a la surface des cellules cibles en présence des cellules CAR-T. Dans
une seconde expeérience, il a été intéressant d’observer la lyse des cellules cibles
mises en culture avec les cellules CAR-T a un temps plus avancé que 24 heures. Nous
avons donc laissé incuber les cocultures et les lignées cellulaires seules (utilisées
comme témoin) jusqu’a H30. Toutes ces expériences de CMF ont été réalisées sur
DxFlex (Beckman Coulter™, Californie).

2. Préparation technique
Les cellules CAR-T et lignées cellulaires testées (Lymphocytes B, blastes myéloides
CD19*, RAJI, MOLM-13 CD19" et CD19) ont été mises en coculture dans du milieu
AIM-V (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, Etats-Unis) a une
concentration de 1 500 cellules/mL avec le ratio E:C sélectionné lors de la phase de
mise au point technique. Pour préparer cette mise en culture ou en coculture, il faut
réaliser au préalable, une numération de chaque lignée cellulaire et des cellules CAR-
T utilisées a I'aide d’'un immunomarquage du CD45 seul pour les lignées cellulaires et
associé a celui de la protéine CAR CD19 pour la numération des cellules CAR-T. Pour
la seconde expérience, nous avons ajouté le 7-AAD a cette numeération cellulaire, afin
de prendre en compte le pourcentage de cellules CAR-T mortes dans le calcul du ratio
E:C. Aprés incubation pendant 10 minutes a l'obscurité, des billes de comptage
fluorescentes (FlowCount®, Beckman Coulter, Californie, Etats-Unis) sont ajoutées au
culot avec quelques gouttes de PBS. L’analyse est réalisée sur un cytométre en flux
DxFlex® (Beckman-Coulter). A partir des calculs du ratio et de concentrations
cellulaires, les cellules cibles testées ont été cultivées en présence de cellules CAR-T
ou seules dans des plaques de 6 puits a fond plat (Corning ™, Etat de New York, Etats-
Unis). Un volume de 50 pL de coculture et de culture seule a été prélevé a différentes
heures (HO, H5, H24 pour la premiére expérience et pour la deuxieme, H30 a été
ajoutée) pour étre ensuite analysé en CMF. Les marquages membranaires ont été

réalisés avec les anticorps énumérés dans la Table 2.
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Anticorps Fluorochrome Clone Fournisseur
Anti-CD45 Krome Orange J33 gzﬁmig Coulter™,
Anti-CD20 FITC B-Ly1 gzﬁg:r?ig Coulter™,
CAR CD19 FMC63 Idiotype PE RE1297 milgi%r?éotechm,
Aminoactinomycine D (7-AAD) | Pe-Cy5.5 gia?lli_figr:gd@
Anti-CD19 Pe-Cy7 J4,119 (Bézﬁgr:rig Coulter™,
Anti-CD33 APC P67-6 EIEWBiJ?rgf;CGS(@'
Anti-CD3 APC — Alexa Fluor 750 | UCHT1 Beckman Coulter™,

Californie

Table 32 — Panel d’anticorps utilisés pour les cocultures

La viabilité cellulaire a été évaluée par le marquage d’'un intercalant de 'ADN, le 7-
AAD en Pc5.5 (BioLegend®, Californie, Etats-Unis). Les cellules ont été incubées avec
les anticorps pendant 10 minutes a l'obscurité, puis des billes de comptage
fluorescentes (FlowCount®, Beckman Coulter™, Californie) ont été ajoutées,
permettant de faire une numération de ces cellules. La lecture des immunomarquages
a été reéalisée par le cytométre DxFlex. Les données ont été analysées avec le logiciel
Kaluza (Beckman Coulter™, Californie) pour les résultats préliminaires alors que pour
les données de CMF des premiéres et deuxiemes expériences, via le logiciel FlowJo
(version 10.10.0).

3. Stratégies de fenétrage (ou Gating strategies)

a. Coculture CAR-T et lymphocytes B ou blastes myéloides CD19+ ou

RAJI (résultats préliminaires)

La mise au point de la technique utilisée pour I'étude de la cytotoxicité des cellules
CAR-T produites a nécessité des tests préliminaires. Dans ces premieres expériences,
des cellules lymphocytaires B, des blastes myéloides CD19" et des cellules RAJI ont
éteé utilisées. La stratégie de fenétrage est exposée ci-aprés. Les cellules viables en
coculture ont été analysées selon leur taille et leur structure [Cells] (Figure 56A). Puis
les lymphocytes ont été fenétrés sur la base de I'expression membranaire de CD45
[Ly] (Figure 56B). Parmi les lymphocytes, les cellules CAR-T ont été ciblées avec une
expression positive de CD3, les lymphocytes B et RAJI par I'expression positive de
CD20 (Figure 56C). La méme analyse est effectuée sur les blastes en les ciblant grace
a leur expression de CD33. Les cellules cibles mortes sont sélectionnées par leur
expression positive du 7-AAD (Figure 56D).
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Figure 56 - Exemple de stratégie d'analyse d'une coculture avec des cellules CAR-T et des
lymphocytes B. (A), Ciblage des cellules viables selon leur taille et leur structure ; (B), Ciblage des
lymphocytes avec le CD45 a partir des cellules viables ; (C), Ciblage des cellules CAR-T avec le CD3
et des lymphocytes B avec le CD20 a partir des lymphocytes ; (D), Ciblage du 7-AAD+ sur les
lymphocytes B CD20+ (réalisée a I'aide de Kaluza)

b. Cocultures et cultures seules avec les différentes lignées cellulaires
(RAJI, MOLM-13 CD19+ et CD19-) dans les premiéres et deuxiemes

expériences
Dans les expériences suivantes, pour les cocultures et cultures seules, les deux
premiéres étapes de fenétrages ont été les mémes que décrites préecédemment. Pour
cibler les RAJI, parmi les CD45+, nous avons sélectionné les cellules CD33- et CD3-
ne correspondant pas aux cellules CAR-T, puis les cellules CD19 et CD20 positives.
Cela nous permet d’obtenir le pourcentage d’expression du CD19 a la surface des
cellules. Enfin, parmi les cellules [CD33- CD3- CD20+], la derniére étape de fenétrage
consiste a observer la lyse des RAJI en utilisant le 7-AAD. En effet, les cellules 7-
AAD+ représentent les cellules mortes (Figure 57A). Les figures 57B et 57C
représentent respectivement les stratégies de fenétrage des MOLM-13 CD19" et
MOLM-13 CD19*. A contrario des RAJI, ces lignées cellulaires expriment le CD33 a
leur surface. Ainsi aprés le gating des CD45+, la sélection des MOLM-13 CD19 et
MOLM-13 CD19" est réalisée sur les cellules CD3- et CD33+ puis I'expression du
CD19 permet de différencier ces deux lignées MOLM ; les MOLM-13 CD19
n’exprimant pas le CD19 et les MOLM-13 CD19" exprimant le CD19. Cette étape
permet aussi, comme pour les RAJI, d’évaluer les changements d’expression du CD19

aprés contact ou non avec les cellules CAR-T. Enfin la derniére étape repose sur la
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désignation des cellules 7-AAD+ illustrant ainsi la cytotoxicité de ces lignées

cellulaires.

A.
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Figure 57 — Stratégies de fenétrage exposées pour les cultures seules et cocultures des cellules
CAR-T avec (A), les RAJI ; (B), les MOLM-13 CD19"; (C), et les MOLM-13 CD19*, permettant d’évaluer
a la fois I'expression du CD19 a la surface de ces cellules mais aussi d’observer leur cytotoxicité
(Réalisée a I'aide de FlowJo (version 10.10.0)). Abréviations : FSC, forward scatter ; SSC, side scatter
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b) Etude de I'expression du CD19 & la surface des MOLM-13 CD19+
1. Objectif

Comme décrit préecédemment, deux expériences ont été réalisées :

- une premiere pour évaluer la cytotoxicité et I'expression du CD19 a la surface
des lignées cellulaires testées au cours du temps

- une deuxiéme permettant cette évaluation a plus long terme, jusque H30

Cependant, cette seconde expérience avait également pour objectif d’évaluer
I'expression du CD19 en intracellulaire. Ainsi, en paralléle de I'étude de cytotoxicité
des lignées cellulaires par les cellules CAR-T, nous avons réalisé une perméabilisation
cellulaire des MOLM-13 CD19* suivie d'une analyse par CMF de I'expression
intracellulaire du CD19 dans différentes conditions (cocultures avec les cellules CAR-
T VALTECH 1 et 2 et MOLM-13 CD19" seules). Tout comme pour I'étude de
cytotoxicité, cette permeéabilisation cellulaire a été effectuée a différents temps
d’incubation (HO, H5 et H24).

2. Perméabilisation cellulaire
Les cellules CAR-T et les MOLM-13 CD19" ont été mises en coculture dans du milieu
AIM-V (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, Etats-Unis) a une
concentration de 1 500 cellules/mL. Elles ont été cultivées dans des puits a fond plat
(Corning™, Etat de New York, Etats-Unis). Un volume de 500 uL de coculture et de
culture seule a été prélevé a difféerents temps de culture (HO, H5, H24) pour réaliser la
perméabilisation cellulaire. Cette expérience est schématisée Figure 58. La premiere
étape consiste a réaliser le marquage du CD19 a la surface membranaire des cellules
grace a un anticorps anti-CD19 couplé a de I'Alexa Fluor 647. L’ensemble est incubé
pendant 10 minutes a l'obscurité. La seconde étape consiste a perméabiliser les
cellules. Aprés la premiere incubation, les cellules sont lavées a I'aide d’'une solution
de phosphate buffered saline (PBS) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™,
Massachusetts, Etats-Unis) et d’'un passage a la centrifugeuse (7 minutes & 20°C a
1490 RPM). Le culot est ensuite repris par un solvant de perméabilisation
Cytofix/Cytoperm® (BD Biosciences™, Californie, Etats-Unis) suivie d’'une incubation
de 20 minutes a 4°C. Ensuite, nous ajoutons 1mL de Perm/Wash™ buffer (BD
Biosciences™, Californie, Etats-Unis) 1X, solution utilisée pour perméabiliser les
cellules et en tant que tampon de lavage et diluant d’anticorps. Puis, 'ensemble est
mis a centrifuger pendant 7 minutes a 20°C a 1490 RPM. Nous répétons cette étape
une seconde fois avec le Perm/Wash™ buffer 1X. Le culot est repris dans 100uL de
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Perm/Wash™ buffer 1X et 'ensemble est divisé en deux tubes de quantité égale (50uL
de cellules). Dans le tube 1, nous ajoutons un anticorps anti-lgG1 couplé a de la Pe-
Cy7 permettant le contrdle isotypique du marquage intracellulaire (Table 33). Dans le
tube 2, nous ajoutons un anticorps anti-CD19 couplé a de la Pe-Cy7 permettant
d’'observer le marquage intracellulaire du CD19 (Table 34). Les deux tubes sont
incubés a 4°C pendant 15 minutes et s’en suivra deux étapes de lavages au
Perm/Wash™ puffer 1X avant I'analyse au cytométre DxFlex®. Les données de CMF
ont été analysées par FlowJo (version 10.10.0). La stratégie de fenétrage aprés
permeéabilisation cellulaire est réesumée Figure 59.
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Figure 58 - Principe de perméabilisation des MOLM-13 CD19*

Anticorps Fluorochrome Clone Longueur | Laser Fournisseur

d’onde (DxFlex®)
Anti-IgG1 Pe-Cy7 679.1Mc7 Beckman Coulter™, Californie
Anti-CD19 extra-cellulaire | Alexa Fluor 647 HIB19 BioLegend®, Californie

Table 33 — Panel d’anticorps utilisé pour le contréle isotypique et le marquage du CD19 en
extracellulaire

Anticorps Fluorochrome Clone Fournisseur
Anti-CD19 intra-cellulaire Pe-Cy7 J3-119 Beckman Coulter™, Californie
Anti-CD19 extra-cellulaire | Alexa Fluor 647 HIB19 | 635 BioLegend®, Californie

Table 34 — Panel d’anticorps utilisé pour le marquage en intra et en extra-cellulaire des MOLM-
13 CD19* en cocultures ou seules
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Figure 59 - Stratégies de fenétrage aprés perméabilisation cellulaire pour les cultures seules et
cocultures des MOLM-13 CD19+ avec les cellules CAR-T permettant d’observer I’expression
extra et intracellulaire du CD19 (Réalisée a I'aide de FlowJo (version 10.10.0)). Abréviations : FSC,
forward scatter ; SSC, side scatter.

C) Capacité fonctionnelle des cellules CAR-T anti-CD 19 issues de
la production académique évaluée par Enzyme-linked
immunospot (ELISPOT)

Au contact de leur antigéne cible, les cellules CAR-T produisent généralement de
'lFN-y. Ainsi, la présence d'IFN-y produit par les cellules CAR-T aprés contact avec
leurs cellules cibles permet de garantir leur bonne fonctionnalité, mettant en évidence
leur activité cytotoxique aprés reconnaissance du CD19, a la surface de leurs cellules
cibles. Cette sécrétion d’IFN-y par les cellules CAR-T anti-CD19 peut étre évaluée par
technique ELISpot (Enzyme-linked immunospot). |l s’agit d'une méthode immuno-
enzymatique sur phase solide, mise au point au début des années 1980 par Czekinsky
et al.(353) qui permet de détecter et de quantifier le nombre de cellules sécrétant un
anticorps spécifique ou une cytokine. Ainsi, 'ELISpot peut étre utilisé comme test
fonctionnel des cellules CAR-T.

Des cellules CAR-T (CAR-VALTECH 1 et 2), des lymphocytes T (CD3+), des cellules
lymphocytaires B (CD19+), des RAJI, des MOLM-13 CD19* et CD19" ont été mis en
suspension dans de I'AIM-V, en cocultures ou seules, dans des puits coatés avec des
anticorps anti-IFN-y (Oxford Immunotech®, Massachusetts, Etats-Unis), et ont été
incubées a 37 °C dans un incubateur a 5 % de CO2 pendant 20 heures. Apres
incubation, les puits ont été lavés avant I'ajout d’'un anticorps secondaire conjugué a
une phosphatase alcaline. Ensuite, la plaque a été de nouveau incubée pendant 1
heure entre 2 et 8°C, puis lavée. Enfin, un substrat a été ajouté pendant 7 minutes a
température ambiante permettant la révélation, avant d’étre mis a sécher dans un

incubateur. Les spots ont été visualisés et comptés a l'aide d’un lecteur de plaque
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automatisé (CTL ImmunoSpot, Ohio, Etats-Unis) (Figure 60). Chaque spot est le reflet
de la sécrétion d'IFN-y par une cellule.
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Figure 60 - Principe de I'ELISpot

D) Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées en utilisant GraphPad Prism 10® (Version
10.3.1) (GraphPad Software, Etats-Unis). A H5 et H24, les pourcentages de
cytotoxicité des deux lots de cellules CAR-T (CAR-T VALTECH 1 et CAR-T VALTECH
2) ont été poolés afin de calculer; au cours de chaque expérience, les pourcentages
moyens de cytotoxicité des cellules CAR-T d’une part, sur les RAJI et d’autre part, sur
les MOLM-13 CD19". Les différences de pourcentages moyens de cytotoxicité des
cellules CAR-T sur les RAJI et les MOLM-13 CD19" entre la premiére et la deuxiéme
expérience aux temps H5 et H24 ont été comparées en utilisant un test t de Student
pour deux échantillons indépendants. Les p-values inférieures a 0,05 pour une
comparaison bilatérale ont été considérées comme statistiquement significatives. La
méme procédure a été utilisée pour les differences de pourcentages moyens de
cellules CD19+ parmi les MOLM13-CD19 a H5 et H24 pour les deux expériences.

E) Préparation des figures
Toutes les figures et données de CMF pour les premiéres et deuxiémes expériences
ont été assemblées par FlowJo Layout (version 10.10.0, Becton Dickinson & Company
(BD)). Pour les résultats préliminaires, les figures et données de CMF ont été
analysées avec le logiciel Kaluza (Beckman Coulter™, Californie, Etats-Unis). Les
figures animées des principes des techniques utilisées ont été créées en utilisant
Biorender (https://biorender.com/). Les figures de stratégies de fenétrage de
cytométrie et les représentations en UMAP (Uniform manifold approximation and
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projection) ont été générées par FlowJo (version 10.10.0) et son plugin appelé UMAP
(version 4.0.3). Les résultats ont d’abord été concaténés pour une analyse
d’ensemble, puis un downsampling a 10% de cet ensemble a été réalisé (le plugin
FlowdJo utilisé est Downsample (version 3.3.1)). Pour la réalisation des UMAP, les
parametres utilisés sont basés sur la distance euclidienne avec le nombre de voisins
les plus proches (nearest neighbours) égal a 12 et la distance minimale fixée a 0.2.
Les courbes montrant I'évolution du nombre en valeur absolue et en pourcentage des
cellules mortes ou de cellules exprimant le CD19 en fonction du temps ont été
réalisées en utilisant GraphPad Prism 10® (version 10.3.1). Pour les cocultures de
CAR-T avec une lignée cellulaire, les histogrammes montrent la moyenne et I'écart-
type obtenus pour les deux productions de CAR-T utilisées (CAR-T VALTECH 1 et 2).
Pour les cultures seules, les histogrammes montrent uniquement les valeurs brutes de

cytotoxicité et d’expression du CD19 a chaque temps d’étude.

V. RESULTATS
A) Mise au point de la technique : Expérience préliminaire
Pour les études de cytotoxicité et de capacité fonctionnelle des cellules CAR-T, il a été
essentiel de réaliser dans un premier temps des mises au point techniques, a partir de
cellules cibles CD19+ (Lymphocytes B, blastes, RAJI).

a) Etude de cytotoxicité des cellules CAR-T

1. Cocultures in vitro : choix du ratio Effecteur : Cible (E : C)

Un premier test a été réalisé avec les cellules CAR-T VALTECH 1 et des lymphocytes
B hétérologues a un ratio (E :C) de 1 : 4, soit une cellule CAR-T pour 4 lymphocytes
B. Les cellules ont été analysées dés la mise en coculture (HO), puis 6 heures apres
(H6), et enfin 24 heures aprés la mise en culture (H24). Le taux de mortalité des
lymphocytes B, défini par le pourcentage de cellules 7-AAD+ CD20+, a augmenté de
9.9% a 20.7% en 24 heures. Mais, les variations en valeurs absolues du nombre de
lymphocytes B morts sont restées faibles (51 cellules a HO vs 86 a H24) (Figure 61).
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Figure 61 — Viabilité des lymphocytes B in vitro lors d’une coculture de cellules CAR-T VALTECH
1 et de lymphocytes B hétérologues (ratio 1 :4) (Résultats a partir de Kaluza®) Les lymphocytes B
viables sont CD20+ et 7-AAD-. Les lymphocytes B morts sont CD20+ et 7-AAD+.

Aprés 24 heures d’incubation avec les cellules CAR-T VALTECH 1, un changement
du phénotype classique des lymphocytes B a été observé. On observe une diminution
de I'expression du CD19 alors que celle du CD20 est conservée. A HO, 98,8 % des
cellules exprimaient le CD20 et le CD19, mais ce chiffre tombe a 1,7 % a H24 (Figure
62A). Bien que la cytotoxicité des CAR-T VALTECH 1 sur les lymphocytes B
hétérologues n'ait pas été démontrée, une forte diminution de I'expression de CD19 a
été notée, suggérant une potentielle réaction allogénique. Pour le vérifier, une seconde
coculture a été réalisée avec des lymphocytes B autologues. Les résultats ont confirmé
cette observation : faible cytotoxicité (données non présentées) et diminution
importante du pourcentage de cellules CD19+ malgré une expression de CD20

conservée (de 99,1 % a HO a 8,1 % a H24) (Figure 62B).
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Figure 62 — Evolution du phénotype des lymphocytes B lors d'une coculture de cellules CAR-T
VALTECH 1 a un ratio 1 :4 (A), Avec des lymphocytes B hétérologues ; (B), Avec des lymphocytes B
autologues (Résultats a partir de Kaluza®)
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Ces expériences ont été transposées avec les cellules CAR-T VALTECH 2 (données
non présentées) avec des résultats comparables a ceux obtenus avec les cellules
CAR-T VALTECH 1.

D’autres ratios E :C ont été testés pour les cocultures, notamment 2 :1, avec un
nombre de cellules effectrices CAR-T plus élevé que les lymphocytes B. A ce ratio, la
diminution de I'expression du CD19 par les lymphocytes B hétérologues est similaire,
passant de 95,4 % de cellules CD20+CD19+ a 3,3 % aprés 24 heures d'incubation
(Figure 63A). De méme que précédemment, le nombre de cellules lymphocytaires B
7-AAD+ reste faible (données non présentées).

Une coculture de lymphocytes B hétérologues avec des lymphocytes T non transduits
a également été réalisée a un ratio 2:1 pour vérifier I'absence d'effet cytotoxique. La
figure 63B montre qu’en présence de lymphocytes T non transduits, les lymphocytes
B conservent leur expression de CD19, passant de 98,0 % de lymphocytes
CD20+CD19+ a HO a 96,0 % a H24, confirmant que la diminution de CD19 observée

précédemment est spécifique aux cellules CAR-T.
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Figure 63 — Evolution du phénotype des lymphocytes B en coculture. (A), Coculture avec des
cellules CAR-T VALTECH 1 et des lymphocytes B hétérologues (ratio E :C égal a 2 :1) ; (B), Coculture
avec les lymphocytes T non transduits triés, provenant de la production des cellules CAR-T VALTECH
1 et des lymphocytes B hétérologues (ratio 2 :1) (Résultats a partir de Kaluza®).

La cytotoxicité des cellules CAR-T n’a pas pu étre démontrée malgre les différentes
conditions testées. Ce phénomene sur le CD19 en surface n’est pas observé lorsque
ces lymphocytes B sont mis en coculture avec des lymphocytes T n’exprimant pas de
CAR anti-CD19. De plus, la diminution de I'expression du CD19 a la surface des

lymphocytes B en présence de cellules CAR-T a pu étre observée quel que soit le ratio
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E :C au cours du temps. C’est le ratio E :C fixé a 2 :1 qui a été choisi comme Ma et
al.(116), pour les expériences suivantes.
2. Essai de cytotoxicité des cellules CAR-T sur des cellules CD19+

Pour démontrer que les cellules CAR-T anti-CD19 produites présentent une propriété
cytotoxique, des cocultures avec des cellules RAJI et des blastes cryoconservés
provenant de patients atteints de LAM CD19+ ont été réalisées avec les cellules CAR-
T VALTECH 1 et 2 produites a Lille mais également avec les cellules CAR-T de Rouen
et des lymphocytes T non transduits.

a. Cellules RAJI

Les cellules RAJI ont été mises en coculture avec les cellules CAR-T VALTECH 1 et 2
et les cellules CAR-T de Rouen. Deux situations témoins ont été testées suivant les
mémes conditions : RAJI seules et RAJI en coculture avec des lymphocytes T sans
CAR anti-CD19 (Figure 64). Comme illustré avec I'exemple de la Figure 64A, le
pourcentage de cellules RAJI CD20+ 7-AAD+ augmente avec le temps (de 7.1% a
44.6% a H24) en contact avec les cellules CAR-T VALTECH 1. On retrouve la méme
tendance avec les CAR-T VALTECH 2 et a les CAR-T produits a Rouen la population
RAJI CD20+ 7-AAD+ reste inchangée dans les conditions témoins (Figure 64B). Ainsi,
cela confirme que les RAJI subissent une mort cellulaire quand elles sont en coculture
avec des cellules CAR-T.
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Figure 64 — Cytotoxicité des cellules CAR-T sur les cellules RAJI. (A), Exemple de viabilité des
cellules RAJI in vitro mises en coculture avec les cellules CAR-T VALTECH1 (ratio E :C = 2:1) (Résultats
a partir de Kaluza®) ; (B), Fréquence de cellules RAJI 7-AAD+ en coculture dans différentes conditions
(Réalisé avec GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)). Chaque chiffre correspond au pourcentage
moyen (SD, standard deviation) pour chacune des cocultures dans les mémes conditions.
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Les moyennes en valeurs absolues des cellules RAJI viables/pL (CD20+ 7-AAD-) ont
éteé détaillées dans la Table 35 pour les différentes conditions. En présence de cellules
CAR-T, le pourcentage de cellules RAJI viables diminue mais le nhombre en valeur
absolue soit stagne soit augmente trés légerement en 24 heures. Néanmoins, on
observe environ 2.5 fois plus de cellules RAJI viables aprés 24 heures lorsqu’elles sont
cultivées seules (de 982 cellules/ul a HO jusqu’a 2359 a H24).

HO (cellules viables/pL) | H5 (cellules viables/pL) H24 (cellules viables/pL)
Cellules CAR-T VALTECH 1 (n=3) 267 202 290
Cellules CAR-T VALTECH 2 (n=3) 287 165 224
Cellules CAR-T Rouen (n=2) 309 195 272
Lymphocytes T (n=1) 521 561 700
RAJI seules (n= 2) 982 1689 2359

Table 35 — Moyenne des valeurs absolues en cellules RAJI viables/uL lorsqu’elles sont en
cocultures suivant différentes conditions. Les cellules RAJI ont été ciblées par leur expression
CD20.

Le phénotype des RAJI semble se modifier en 24 heures comme observé avec celui
des lymphocytes B précédemment. Il tend effectivement vers un phénotype
CD20+CD19- a H24 tandis qu'on retrouvait principalement un phénotype
CD20+CD19+ a HO (Figure 65, pourcentage de CD20+CD19- atteint 18.0% a H24).
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Figure 65 - Exemple d'évolution du phénotype des cellules RAJI lors de la mise en coculture
avec des cellules CAR-T VALTECH 1 (Résultats a partir de Kaluza®)

La présentation de ces résultats montre une certaine capacité des cellules CAR-T a
détruire des cellules cibles CD19+, avec une diminution de I'expression membranaire

de CD19 par les cellules cibles restantes.

b. Blastes LAM CD19+ et CD19- cryopréservés

Des cocultures de cellules CAR-T produites au CHU de Lille et de Rouen ont ensuite
été effectuées avec des blastes myéloides CD19+ et CD19- (servant de témoin
négatif) cryopréservés provenant de patients atteints de LAM. Néanmoins, malgré la
réalisation de deux expériences, aucun résultat de cytotoxicité des cellules CAR-T n’a
pu étre relevé en raison possiblement d’un fort taux de blastes 7-AAD+ (96.4%) apres
décongélation et avant la mise en coculture (Figure 66).
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Figure 66 - Exemple démontrant la viabilité des blastes LAM CD19+ a HO aprés décongélation
(Résultats a partir de Kaluza®)

b) ELISpot

Pour mettre en place un test de fonctionnalité par ELISpot, un témoin positif, avec de
la phytohémagglutinine (PHA), et un témoin négatif (cellules CAR-T seules) ont permis
de valider les conditions de chaque plaque.
1. Mise au point

Des cellules CAR-T ont été mises en plaque avec des cellules cibles CD19+ a
différents ratio E:C. Lorsque les cellules CAR-T sont en présence de ces cellules
CD19+, la réaction positive a 'ELISpot (c’est-a-dire la présence de spots) confirme
alors la sécrétion d’'IFN-y a la suite de cette interaction, validant ce test fonctionnel des
cellules CAR-T (Figure 67A). En revanche, aucun spot n’a été compté pour le puits
avec des lymphocytes B seuls (Figure 67B). Les tests de sensibilité ont permis
d’identifier le ratio idéal pour une quantification optimale du nombre de spots sans
saturation des puits (Figure 67A). De plus, la spécificité du test a été aussi démontrée
par la réaction négative de I'ELISpot quand les lymphocytes T non transduits étaient
en contact avec des lymphocytes B CD19+ (Figure 67C).
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0
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Figure 67 - Mise au point de I'ELISpot via (A), un test de validation ; (B), de sensibilité ; (C), et de
spécificité mettant en évidence I'lFN-y produit avec ou non les cellules CAR-T. Les tests de validation
et de spécificité ont été réalisés avec des cellules CAR-T VALTECH 1 et celui de sensibilité avec les
cellules CAR-T VALTECH 2. Abréviation : PHA , phytohémaggluttinine (++ indique supérieur a 50 spots
et inquantifiable)

+ 200 000 lymphocytes B CD19* +20 000 lymphocytes B CD19*

50 000 lymphocytes T non
transduits triés
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Pour valider la fonctionnalité des cellules CAR-T en routine au CHU de Lille, le test
ELISpot doit étre reproductible et simple. |l est donc essentiel de trouver les cellules
cibles CD19+ disponibles avec une méthode de conservation la plus optimale. Dans
ce but, nous avons testé : des culots secs de lymphocytes B CD19+ congelés, des
lymphocytes B viables (Figure 68A) et des cellules RAJI congelées et non congelées
(Figure 68B). Sur la figure 68A, les résultats de 'ELISpot montrent que les culots secs
ne sont pas adaptés (résultat négatif) en tant que cible potentielle pour ce test de
fonctionnalité des cellules CAR-T, contrairement aux lymphocytes B viables. En
revanche, avec les RAJI (décongelées ou fraiches), les résultats de 'ELISpot sont
positifs mais les puits sont saturés, rendant le comptage des spots difficile. Des
résultats similaires ont été obtenus en testant avec les deux lots de cellules CAR-T
produites au CHU de Lille.

A. Lymphocytes B CD19+ B. RAJI

50 000 cellules CAR-T

E79%E8 50 000 cellules CAR-T
+PHA G

+ PHA

1
50 000 cellules CAR-T ‘ "’ 50 000 cellules CAR-T
2l b5/
4 50 000 cellules CAR-T
3 a 50 000 cellules CAR-T
+200 000 lymphocyte B CD19* viables ‘ + 130 000 cellules RAJI viables

++
50 000 cellules CAR-T
50 000 cellules CAR-T
+ 20 000 lymphocytes B CD19* congelés en culot sec ‘ +130 000 cellules RAJI viables décongelées

50 000 cellules CAR-T
+ 200 000 lymphocytes B CD19* viables

50 000 cellules CAR-T
+ 200 000 lymphocytes B CD19* congelés en culot sec

Figure 68 - Simplification du test ELISpot IFN-y avec les cellules CAR-T. (A), Essai de 'ELISpot a
partir de lymphocytes B CD19+ congelés en culot sec ou viables en présence de cellules CAR-T
VALTECH 2 ; (B), Essai de 'ELISpot a partir de cellules RAJI viables ou cryopréservées en présence
de cellules CAR-T VALTECH 1 (++ indique supérieur a 50 spots et inquantifiable).

2. Essai de fonctionnalité sur des RAJI

Aprés validation de la méthode en termes de spécificité et sensibilité, nous avons
renouvelé le test ELISpot avec des cellules RAJI viables et cryoconservées, en
utilisant un nombre réduit de cellules RAJI (20 000 par puits) pour éviter la saturation
des puits (Figure 69). Bien que la saturation soit légérement réduite par rapport a
I'expérience précédente (Figure 69), les puits restent saturés, rendant le nombre de
spots non quantifiable. Les résultats sont similaires pour les cellules CAR-T VALTECH
1 et VALTECH 2.
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Figure 69 - Essai de fonctionnalité des cellules CAR-T VALTECH 1 et VALTECH 2 produites au
CHU de Lille avec un test ELISpot IFN-y
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B) Etude de la cytotoxicité des cellules CAR-T

A partir de la mise au point de I'étude de la cytotoxicité expliquée dans la partie
précédente, nous avons ensuite réalisé des analyses sur des cocultures et cultures de
lignées cellulaires isolées. Nous avons d’abord confirmé les résultats sur les cellules
cibles CD19+ (RAJI), pour lesquelles la cytotoxicité est déja connue, afin d’établir un
témoin positif. Ensuite, nous avons utilisé une lignée de blastes myéloides ne portant
pas le CD19, les MOLM-13 CD19, comme témoin négatif. Enfin, pour évaluer
I'efficacité des cellules CAR-T produites, nous avons testé leur cytotoxicité sur une
lignée de blastes myéloides exprimant le marqueur CD19 (cible des CAR-T produites),
les MOLM-13 CD19*. Nous allons également observer le comportement de toutes les
lignées cellulaires en absence de cellules CAR-T dans le milieu de culture.

Deux expériences ont été menées : la premiére a trois temps de culture (HO, HS et
H24), et la deuxiéme, incluant un quatriéeme temps de prélévement (H30) et une
optimisation du ratio E:C prenant en compte la mortalité initiale des cellules CAR-T
aprés décongélation. De plus, nous avons réalisé une permeéabilisation cellulaire sur
les MOLM-13 CD19" lors de la seconde expérience pour comprendre les variations

phénotypiques du CD19.

a) RAJI

1. Cytotoxicité des cellules CAR-T sur les RAJI
Les cellules RAJI ont été mises en coculture avec les cellules CAR-T VALTECH 1
(Figure 70A) et 2 (Figure 70B). Une condition témoin sans CAR-T est illustrée sur la
figure 70C. Le pourcentage et le nombre absolu de cellules RAJI 7-AAD+ augmentent
avec le temps en présence de cellules CAR-T, contrairement a la condition sans CAR-
T ou ces valeurs restent inchangées en 24 heures (Figures 70D et 70E). La quantité
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de cellules RAJI 7-AAD+ est plus élevée sans cellules CAR-T dés HO. (Figure 70E).
Nous observons également une lyse cellulaire plus marquée des RAJI avec les
cellules CAR-T VALTECH 2, due a un taux de RAJI 7-AAD+ a 24 heures plus élevé
(80.7% vs 61.7% avec les CAR-T VALTECH 1) (Figure 70D). Cette différence pourrait
s’expliquer par une proportion plus élevée de lymphocytes T CD8+ transduits dans la
composition des cellules CAR-T VALTECH 2. Ces résultats confirment que les cellules
RAJI subissent une mort cellulaire en présence de cellules CAR-T, corroborant les

observations précédentes.
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Figure 70 — Cytotoxicité sur les cellules RAJI (premiére expérience). (A), avec les cellules CAR-T
VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C a partir de
FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps ; (E), Nombre de cellules RAJI
mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).

Une deuxieme expérience, similaire a la premiére, a été réalisée avec un quatrieme
point de mesure a H30. Les mémes conditions ont été testées. En partant d'un taux
initial de cellules RAJI 7-AAD+ de 23,6 % avec les CAR-T VALTECH 1 et 21,7 % avec
les CAR-T VALTECH 2 a HO, ce taux augmente continuellement jusqu'a H30,
atteignant respectivement 85,5 % et 87,3 %. Cela indique que la cytotoxicité des CAR-
T continue au-dela de H24 (Figures 71A et 71B). En revanche, en culture seule, le
pourcentage de RAJI 7-AAD+ reste stable jusqu'a H24, mais diminue a H30 pour
atteindre 7,8 % (Figures 71C et 71D). Cependant, le nombre cellules RAJI 7-AAD+ en
valeur absolue en culture seule reste inchangé (Figure 71E), probablement en raison
de la prolifération des cellules vivantes dans des conditions favorables, réduisant la

proportion relative de cellules mortes a H30. Nous notons également sur la figure 71E,
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gu’en présence de cellules CAR-T, le nombre absolu de cellules RAJI 7-AAD+

augmente rapidement entre HO et H5, avant de stagner jusqu’a H24. On observe une

nouvelle augmentation entre H24 et H30.
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Figure 71 - Cytotoxicité sur les cellules RAJI (deuxiéme expérience). (A), avec les cellules CAR-T
VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B ,C a partir de
FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps ; (E), Nombre de cellules RAJI

mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).

2. Expression du CD19 a la surface des RAJI

Lors de la premiere expérience, la diminution de I'expression du CD19 par les cellules

RAJI est similaire aux expériences qui ont permis la mise au point de I'étude de

cytotoxicite. En effet, en présence des cellules CAR-T, la proportion de cellules
CD20+CD19+ passe de 95,3 % (CAR-T VALTECH 1) et 98,3 % (CAR-T VALTECH 2)
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a HO, a respectivement 40,6 % et 48,0 % aprés 24 heures de coculture (Figure 72A et
72B). En paralléle, une culture isolée de RAJI, utilisée comme témoin négatif, montre
que les cellules RAJI conservent leur expression de CD19, avec un pourcentage de
cellules CD20+CD19+ passant de 91,2 % a HO a 90,9 % a H24 (bien qu'un défaut
technique de marquage a H24 ait décalé la population cellulaire) (Figures 72C et 72D).
De plus, en analysant les tendances de progression du nombre de cellules
CD20+CD19+ a chaque temps de prélevement selon les différentes conditions, il
apparait clairement que la diminution de ce nombre de cellules CD20+ CD19+ est
spécifiquement liée a l'action des cellules CAR-T sur les RAJI, confirmant ainsi les

observations précédentes (Figures 72E et 72F).
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Figure 72 — Evolution du phénotype des cellules RAJI (premiére expérience) (A), lors de la mise
en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture avec des cellules
CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A,B,C a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de
cellules CD20+ CD19+ (%) au cours du temps; (E), Nombre de cellules RAJI CD19+ (en valeur
absolue) au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1).

Dans la deuxiéme expérience, le phénotype des RAJI évolue en 24 heures, comme
observé précédemment en présence de cellules CAR-T (Figure 73A et 73B). Elles
passent d’'un phénotype CD20+CD19+ a HO a un phénotype CD20+CD19- a H24 et
H30 tandis qu’en culture isolée, les RAJI restent CD20+CD19+ (Figure 73C). Plus le
temps en coculture avance, plus le pourcentage de cellules CD20+CD19+ ainsi que le
nombre de cellules RAJI CD19+ exprimant ce marqueur diminuent (Figure 73D et
73E). Cependant, en culture isolée, le nombre de cellules RAJI CD19+ en valeur
absolue au cours du temps diminue aprés 5 heures, probablement en raison d’un
stress cellulaire, puis stagne avant d’augmenter entre H24 et H30 vraisemblablement

da a la prolifération des cellules RAJI en culture (Figure 73F).
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Figure 73 - Evolution du phénotype des cellules RAJI (deuxiéme expérience) (A), lors de la mise
en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture avec des cellules
CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A,B,C a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de
cellules CD20+CD19+ (%) au cours du temps ; (E), Nombre de cellules RAJI CD19+ (en valeur absolue)
au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1).

b) MOLM-13 CD19-

1. Cytotoxicité des cellules CAR-T sur des MOLM-13 CD19-
Nous avons réalisé les mémes expériences avec les cellules MOLM-13 CD19". Que
ce soit en présence de cellules CAR-T ou en culture isolée, le pourcentage et le
nombre de cellules MOLM-13 CD19" 7-AAD+ restent inchangés, ou diminuent aprés

24 heures d’incubation (Figure 74). Cette diminution peut s'expliquer par un
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phénomeéne de culture favorisant la prolifération cellulaire, similaire a celui observé
précédemment avec les cultures isolées de RAJI. En culture seule, le nombre absolu
de cellules MOLM-13 CD19" 7-AAD+ est plus élevé qu'en présence de cellules CAR-
T, car initialement, il y a plus de cellules MOLM-13 CD19 dans le milieu de culture
(Figure 74E).
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Figure 74 - Cytotoxicité sur les cellules MOLM-13 CD19- (premiére expérience). (A), avec les
cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C
a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps. ; (E), Nombre de
cellules MOLM-13 CD19- mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1)).

Au cours de la deuxiéme expérience, nous observons la méme tendance au niveau
des résultats que préecédemment. A H30, le pourcentage et le nombre de MOLM-13
CD19 7-AAD+ sont stables ou lIégérement diminués par rapport a H24 (Figure 75).
Ainsi, ces résultats confirment que les MOLM-13 CD 19" représentent un témoin négatif
en termes de lignée cellulaire, et qu'elles ne sont pas des cibles potentielles des
cellules CAR-T produites a Lille.
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Figure 75 - Cytotoxicité sur les cellules MOLM-13 CD19- (deuxiéme expérience). (A), avec les
cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C
a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps ; (E), Nombre de
cellules MOLM-13 CD19- mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1)).

2. Expression du CD19 a la surface des MOLM-13 CD19-

Nous avons également examiné le comportement du marqueur CD19 a la surface des
MOLM-13 CD19-, bien que ces cellules ne I'expriment pas. L'expression du CD19 reste
complétement nulle au cours du temps dans toutes les conditions testées, et aucun
changement phénotypique n’a été observé (Figures 76A, 76B, et 76C). Si, trés
rarement, une cellule parmi des milliers semble exprimer CD19, cela est considéré
comme de I'accroche non spécifique de I'anticorps marqué. En effet, toutes les cellules
(a I'exception de celles montrant une accroche aspécifique) étaient CD19- a tous les
temps étudiés (Figure 76D).
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Figure 76 - Evolution du marqueur CD19 des cellules MOLM-13 CD19- (premiére expérience)(A),
lors de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture
avec des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C a partir de FlowJo® (version
10.10.0)); (D), Taux de CD33+CD19+ et CD33+CD19- (%) aux différents temps de
prélevement. (Réalisée a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).
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Au cours de la seconde expérience, les résultats sont similaires a ceux de la premiere,
malgré un ratio E :C plus éleve, optimisant ainsi la concentration de cellules CAR-T
vivantes par rapport a la premiére expérience. De méme, a H30, aucune modification
n'a été observée (Figures 77A, 77B, 77C). Ces résultats confirment la validité de ce
témoin négatif, montrant I'absence d’évolutions phénotypiques des MOLM-13 CD19

au cours du temps, en présence ou en l'absence de cellules CAR-T (Figure 77D).
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Figure 77 - Evolution du marqueur CD19 des cellules MOLM-13 CD19- (deuxiéme expérience)(A),
lors de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture
avec des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C a partir de FlowJo® (version
10.10.0)) ; (D), Taux de CD33+CD19 + et CD33+CD19- (%) aux différents temps de prélévement
(Réalisée a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).
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c) MOLM-13 CD19+

1. Cytotoxicité des cellules CAR-T sur des MOLM-13 CD19+
Aprés avoir analysé les deux situations avec les cellules RAJI et MOLM-13 CD19,
nous pouvons maintenant évaluer la cytotoxicité des cellules CAR-T produites sur la
lignée cellulaire d’'intérét : MOLM-13 CD19*. Aprés 24 heures d’incubation, une lyse
cellulaire est observée en présence des cellules CAR-T VALTECH 1 et 2. En effet, en
coculture avec les cellules CAR-T, le pourcentage ainsi que le nombre de cellules
MOLM-13 CD19" mortes augmentent avec le temps, atteignant 61.7% (79
cellules/mm?®) de mortalité a H24 avec les CAR-T VALTECH 1 et 82.1% (66
cellules/mm?®) avec les CAR-T VALTECH 2 (Figures 78A et 78B). En revanche, le
nombre de cellules MOLM-13 CD19" mortes en culture seule reste inchangé aprés 24
heures d’incubation (environ 101 cellules/mm?) (Figure 78C). Les figures 78D et 78E

révélent des tendances similaires a celles observées avec les cellules RAJI :

- Une distinction entre les CAR-T VALTECH 1 et 2 au niveau du pourcentage de lyse
a H24, avec un taux plus élevé pour les CAR-T VALTECH 2 (82.1% contre 61.7%).

- Une diminution du pourcentage de cellules MOLM-13 CD19* mortes en culture seule
(de 9.0% a HO a 4.5% a H24), mais un nombre en valeur absolue stable (101

cellules/mm?).
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Figure 78 - Cytotoxicité sur les cellules MOLM-13 CD19+ (premiére expérience) (A), avec les
cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C
a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps. ; (E), Nombre de
cellules MOLM-13 CD19+ mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1)).
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Lors de la deuxiéme expérience, nous observons les mémes résultats: une
cytotoxicité a H24 sur les MOLM-13 CD19" pour les deux lots de cellules CAR-T
produites et une diminution du taux de cellules mortes en culture seule méme si le
nombre en valeur absolue stagne (environ 70 cellules par mm3). Cependant a H30, le
taux de cytotoxicité continue d’augmenter atteignant presque 100.0% pour les cellules
CAR-T VALTECH 2. En paralléle pour la culture seule, il diminue encore jusqu’a 4.1%
bien que le nombre en valeur absolue reste quasiment inchangé par rapport a H24 (73
cellules/mm?) (Figure 79).
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Figure 79 - Cytotoxicité sur les cellules MOLM-13 CD19+ (deuxiéme expérience) (A), avec les
cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), avec les cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B, C
a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ; (D), Taux de cytotoxicité au cours du temps ; (E), Nombre de
cellules MOLM-13 CD19+ mortes au cours du temps (D et E réalisées a partir de GraphPad Prism 10®
(version 10.3.1)).
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2. Expression du CD19 a la surface des MOLM-13 CD19+

a. Etude de I'évolution du marquage CD19

Contrairement aux cellules MOLM-13 CD19, les MOLM-13 CD19" expriment le
marqueur CD19 a leur surface. Cette expression atteint prés de 100 % a HO dans les
différentes conditions expérimentales (Figures 80A, 80B et 80C). Cependant, en
présence de cellules CAR-T, I'expression de CD19 a la surface des MOLM-13 CD19*
diminue aprés 24 heures d'incubation, avec une proportion de cellules CD33+CD19*
atteignant 39,1 % avec les CAR-T VALTECH 1 et 25,3 % avec les CAR-T VALTECH
2. Ce changement phénotypique concerne aussile CD33. AH24, les MOLM-13 CD19*
acquierent effectivement un phénotype CD33- CD19- probablement en raison d’'une
lyse membranaire potentielle provoquée par l'interaction avec les cellules CAR-T.
Parallélement, le nombre de MOLM-13 CD19* suit cette méme tendance de diminution
(Figure 80E). Une Iégere différence est observée entre les deux types de CAR-T, avec
une réduction plus prononcée du pourcentage de cellules CD19+ pour les CAR-T
VALTECH 2 a H24, ce qui pourrait s'expliquer par la proportion relative de cellules
CD4/CD8 dans ce lot. En culture isolée, comme observé avec les cellules RAJI, le
pourcentage de cellules CD19+ reste constant, avec un doublement du nombre de
cellules CD19+ aprés 24 heures d'incubation (de 1127 celluless/mm3 a 2232
cellules/mm3), probablement grace a un environnement propice a leur prolifération

(Figures 80C et 80F).
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Figure 80 - Evolution du phénotype des cellules MOLM-13 CD19+ (premiére expérience)(A), lors
de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture avec
des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B,C a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ;
(D), Taux de cellules CD33+CD19 (%) au cours du temps ; (E), Nombre de cellules MOLM-13 CD19+
(en valeur absolue) au cours du temps (D et E a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1).
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La deuxieme expérience vérifie ces premiers résultats. Nous pouvons observer qu’a
H30 tout s’amplifie. En effet, les expressions du CD19 et du CD33 en présence de
cellules CAR-T continuent de diminuer aprés H24 avec 35.5% de cellules
CD33+CD19+ pour les CAR-T VALTECH 1 et 30.3% pour les CAR-T VALTECH 2. De
plus, en culture isolée, le nombre de cellules CD19+ n’arréte pas d’augmenter aprés
H24 (Figure 81). Ces tests confirment la cytotoxicité et I'effet anti-CD19 des cellules
CAR-T produites sur cette lignée cellulaire correspondant a l'indication visée par les

cellules CAR-T produites.
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Figure 81 - Evolution du phénotype des cellules MOLM-13 CD19+ (deuxiéme expérience)(A), lors
de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise en coculture avec
des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B,C a partir de FlowJo® (version 10.10.0)) ;
(D), Taux de cellules CD33+CD19+ (%) au cours du temps ; (E), Nombre de cellules MOLM-13 CD19+
(en valeur absolue) au cours du temps (D et E a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1).
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b. Perméabilisation cellulaire

A la suite de la premiére expérience dans laquelle nous avons observé une diminution
de l'expression du CD19 apres interaction avec les cellules CAR-T, nous avons
cherché a déterminer si ce phénoméne était di a une internalisation du CD19 dans
les cellules cibles. Ainsi, en paralléle des études de cytotoxicité sur les cellules MOLM-
13 CD19%, lors de la seconde expérience, nous avons réalisé une permeéabilisation
cellulaire afin d'analyser l'expression du CD19 en intra- et extracellulaire dans
différentes conditions (avec ou sans cellules CAR-T). La figure 82 illustre I'évolution
de l'expression du CD19 dans les cellules présentes dans le milieu de culture, ainsi
que l'expression de I'lgG1 a la surface des membranes, utilisée comme contrdle
isotypique.

En présence de cellules CAR-T, le pourcentage d’expression du CD19 en
extracellulaire diminue a H24, avec une proportion de cellules CD33+CD19+
atteignant 8,3 % avec les CAR-T VALTECH 1 et 5,7 % avec les CAR-T VALTECH 2
(Figures 82A et 82B). En revanche, en I'absence de cellules CAR-T, le pourcentage de
cellules CD19+ reste stable autour de 90,0 %, avec une légere augmentation a chaque
temps d'étude (Figures 82C et 82D). Ces résultats confirment les observations
précédentes concernant la diminution de l'expression du CD19 extracellulaire en
présence de cellules CAR-T.

Par ailleurs, les figures 82A, 82B et 82C montrent I'absence d'expression de I'lgG1 a
la surface de toutes les cellules étudiées. La figure 82E est un exemple représentatif
d’histogramme représentant I'expression d’lgG1 et nous retrouvons le méme profil
pour toutes les autres conditions testées (données non présentées). Cela révéle
qu'aucun pic supérieur a 10* n'est observé pour I'expression de I'lgG1, ce qui permet
de fixer le seuil de positivité pour I'expression intracellulaire du CD19 a 2 x 10%.
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Figure 82 - Evolution des expressions extracellulaires du CD19 et de I'lgG1 des cellules MOLM-
13 CD19+ (A), lors de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de la mise
en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B,C a partir de FlowJo®
(version 10.10.0)); (D), Taux de cellules CD19®"3+ (%) au cours du temps suivant les différentes
conditions (avec ou sans cellules CAR-T) (Réalisé a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1);
(E), Exemple d’'un histogramme d’expression de I'lgG1 (A partir de FlowJo® (version 10.10.0)). #
correspond au nombre de cellules.

La figure 83 illustre I'évolution du pourcentage de cellules CD19%2+ et CD19'""2+ ainsi
que les modifications phénotypiques observables. En présence de cellules CAR-T, les
cellules initialement CD19""@+ CD19%%"2+ changent de phénotype pour devenir
CD19na+ CD19%¢a-. En effet, le pourcentage de cellules CD19""+ CD19exra+
diminue, atteignant 10,6 % avec les CAR-T VALTECH 1 et 11,4 % avec les CAR-T
VALTECH 2 (Figures 83A et 83B). Comme précédemment décrit, les cellules
exposees aux CAR-T perdent progressivement leur antigéne CD19 en surface au fil
du temps. En revanche, en culture isolée, le pourcentage de cellules CD19"a+
CD19®a+ gugmente, passant de 81,4 % a 91,6 % aprés 24 heures d'incubation
(Figure 83C).

Les figures 83D et 83E permettent d'approfondir I'analyse en se concentrant sur
I'expression isolée du CD19, tant en extracellulaire qu'en intracellulaire. D'une part, la
figure 83D confirme a nouveau les résultats antérieurs : une diminution progressive du
taux de cellules CD19%X"2+ en présence de cellules CAR-T. D'autre part, la figure 83E
montre une augmentation du taux de cellules CD19""@+ au fil du temps, suggérant une
possible internalisation de ce marqueur a la suite de l'interaction avec les cellules CAR-
T. Parallélement, en absence de cellules CAR-T, les taux de cellules CD19"""@+ ou
CD19®a+ demeurent inchangés et trés élevés (supérieurs a 90 %) au cours du temps.
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Figure 83 - Evolution des phénotypes par rapport au CD19 en extra et intracellulaires des cellules
MOLM-13 CD19+ (A), lors de la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 1 ; (B), lors de
la mise en coculture avec des cellules CAR-T VALTECH 2 ; (C), en culture seule (A, B,C a partir de
FlowJo® (version 10.10.0)); (D), Taux de cellules CD19°*"3+ (%) au cours du temps suivant les
différentes conditions (avec ou sans cellules CAR-T); (E),Taux de cellules CD19™2+ (%) au cours du
temps suivant les différentes conditions (avec ou sans cellules CAR-T) (Réalisées a partir de GraphPad
Prism 10® (version 10.3.1)) # correspond au nombre de cellules

d) Comparaison de toutes les lignées entre elles

1. Cytotoxicite des cellules CAR-T sur les difféerentes lignées cellulaires au
cours des deux expériences
Sur les figures 84A et 84B, que ce soit en coculture avec les cellules CAR-T ou en
culture seule, les deux expériences montrent des résultats similaires :

- Pour les cellules RAJI, nous observons une augmentation du taux de
cytotoxicité au fil du temps en présence de cellules CAR-T, tandis que ce taux
reste stable ou diminue en leur absence.

- Pour les cellules MOLM-13 CD19", aucune cytotoxicité n'est constatée en
présence des cellules CAR-T.

- Pour les cellules MOLM-13 CD19*, la cytotoxicité des cellules CAR-T
augmente au fil du temps, atteignant presque 100 % lors de la seconde
expeérience.

- Les résultats observés avec les MOLM-13 CD19* sont similaires a ceux
obtenus avec les RAJI.

Cependant, nous remarquons que le nombre de cellules RAJI 7-AAD+ en présence
de cellules CAR-T, en valeur absolue, est plus faible lors de la seconde expérience par
rapport a la premiere (Figures 84A et 85A). Cela pourrait étre di a un stress de culture

des cellules RAJI. Toutefois, pour les deux autres lignées cellulaires, le nombre en
181



valeur absolue de cellules 7-AAD+ au cours de la seconde expérience a I'air d’étre a
peu prés du méme ordre de grandeur que ceux de la premiere malgré les modifications
faites concernant le ratio E:C (Figures 84, 85B et 85C).
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Figure 84 - Etude de la viabilité des différentes lignées cellulaires en fonction du temps dans les
deux expériences réalisées (A), en présence de cellules CAR-T ; (B), en I'absence de cellules CAR-
T (Réalisées a partir de GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))
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Sur la figure 85, nous pouvons observer que la cytotoxicité des CAR-T sur les cellules
RAJI et MOLM-13 CD19* a H5 lors de la premiére expérience est plus faible que pour
la deuxiéme expérience. En revanche, a H24, cette cytotoxicité semble étre assez

comparable entre les 2 expériences. En effet, la cytotoxicité moyenne des cellules
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CAR-T est significativement plus importante a H5 pour la deuxiéme expérience par
rapport a la premiére pour les RAJI et les MOLM-13 CD19" (p-value < 0.05 pour les
RAJI et p-value < 0.01 pour les MOLM-13 CD19*). Mais a H24, cette différence n’est
statistiquement pas significative (Figure 86 et Table supplémentaire 5).
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Figure 86 — Comparaison entre les deux expériences réalisées des pourcentages moyens de
cytotoxicité des cellules CAR-T a H5 et H24 (A), pour les RAJI ; (B), pour les MOLM-13 CD19+
(Réalisées a partir de GraphPad Prism 10 (version 10.3.1) (ns, *, ** correspondent respectivement a
une p-value non significative, p-value < 0.05 et p-value < 0.01).

Des analyses non supervisées sous forme de UMAP ont également été réalisées a
partir des données de CMF issues de la seconde expérience. L'objectif était de mettre
en évidence les cellules mortes a différents temps de prélévement pour les trois
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lignées cellulaires testées, que ce soit en coculture avec les cellules CAR-T ou en
culture seule (Figure 87). Les trois lignées, a savoir les RAJI, les MOLM-13 CD19" et
les MOLM-13 CD19*, partagent un point commun phénotypique : elles expriment
toutes le CD45 mais pas le CD3. Nous avons donc focalisé I'analyse sur cette
population de cellules en fonction des différentes conditions expérimentales. Au
préalable, nous avons concaténé toutes les populations CD45+ CD3- pour chaque
temps de prélevement, en séparant celles provenant des cocultures de celles issues
des cultures isolées. Les cellules mortes sont représentées en rouge sur les différentes
UMAP avec comme phénotype CD45+ CD3- 7-AAD+. Il est possible d’observer qu'en
coculture, la proportion de cellules mortes est beaucoup plus importante qu’en culture
seule. En effet, la part de cellules mortes CD45+ CD3- issues des cultures seules est
négligeable par rapport a la situation des cocultures. Plus le temps de prélevement
avance, plus la proportion de cellules mortes augmente dans les UMAPs des
cocultures, ce qui traduit I'action cytotoxique progressive des cellules CAR-T sur les
cellules RAJI et MOLM-13 CD19*. La proportion de cellules CD45+ CD3- restantes
encore vivantes a H30 correspond principalement aux cellules MOLM-13 CD19, pour
lesquelles aucun effet cytotoxique des cellules CAR-T n'a été observé.
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Figure 87 — Diverses UMAP représentant I’évolution en fonction du temps de la part des cellules
CD45+ CD3- mortes (7-AAD+) provenant des cocultures avec les cellules CAR-T ((CAR-T
VALTECH 1 ou CAR-T VALTECH 2) (en haut) et cultures seules (en bas) des différentes lignées
cellulaires testées (RAJI, MOLM-13 CD19- et MOLM-13 CD19+)) (Réalisées a partir de FlowJo®
(version 10.10.0))

2. Evolution du taux de cellules CD19+ parmi les différentes lignées au cours
des deux expériences
Les figures 88 et 89 illustrent, de deux fagons différentes, I'évolution de I'expression

du CD19 au fil du temps pour les différentes lignées cellulaires, en coculture avec les
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cellules CAR-T ou en culture isolée, dans les deux expériences réalisées. D’aprés la

figure 88, nous pouvons constater les points suivants :

- Pour les cellules RAJI et MOLM-13 CD19*, nous observons une diminution du
pourcentage de cellules CD19+ au cours du temps aprés contact avec les
cellules CAR-T (Figure 88A), tandis qu’en absence de ces derniéres, le taux
de cellules CD19+ reste stable. Néanmoins le nombre absolu de cellules
augmente probablement en raison de leur prolifération (Figure 88B).

- Pour les cellules MOLM-13 CD19-, qu’elles soient en coculture ou en culture
isolée, aucune expression de CD19 a la surface n’a été détectée, et aucun
autre effet notable n’a été observé.

Toutefois, le phénoméne concernant les cellules RAJI déja observé antérieurement
lors de I'étude de cytotoxicité se retrouve dans ces figures 88 et 89 : la quantité absolue
de cellules RAJI exprimant initialement le CD19 est plus faible que lors de la premiére
expérience (Figures 88A et 89A). Comme précédemment, les résultats obtenus en
valeur absolu lors de la seconde expérience pour les lignées MOLM-13 sont
comparables a ceux de la premiére (Figures 88, 89B et 89C).

Sur la figure 89C, nous pouvons remarquer que les pourcentages de cellules CD19+
parmiles MOLM-13 CD19* a H5 et H24 en présence de cellules CAR-T sont inférieurs
lors de la premiere expérience par rapport a la deuxiéeme indépendamment de la
cytotoxicité. En effet, le pourcentage moyen de MOLM-13 CD19* exprimant le CD19
en présence de cellules CAR-T a H5 est statistiquement plus faible lors de la premiére
experience mais ce n’'est pas le cas a H24 (p-value < 0.05 a H5) (Figure 90).
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Figure 88 - Etude du taux et du nombre de cellules CD19+ des différentes lignées cellulaires en
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Figure 90 — Comparaison entre les deux expériences réalisées (A), Comparaison statistique des
pourcentages moyens de cellules CD19+ parmi les MOLM-13 CD19+ en présence des cellules CAR-T
a H5 et H24 (Réalisées a partir de GraphPad Prism 10 (version 10.3.1)(ns, *, ** correspondent
respectivement a une p-value non significative, p-value < 0.05 et p-value < 0.01) ; (B), Table rapportant
les données de pourcentage moyen avec la valeur de la p-value (Statistiques réalisées a I'aide d’'un test
t de Student sur échantillons non appariés grace a GraphPad Prism 10® (version 10.3.1)).

Ensuite, les analyses non supervisées en UMAP précédemment générées nous ont
permis également d’examiner I'évolution du niveau d’expression du marqueur CD19
au fil du temps, en présence et en absence de cellules CAR-T (Figure 91). Cette
représentation valide les résultats retrouvés précédemment, sachant que le taux de
cellules CD19+ au bout de 30 heures d’incubation devient quasiment nul en condition
de coculture alors qu'il reste encore élevé en culture seule. En superposant les figures

87 et 91 nous pouvons noter les observations suivantes :

- A HO et H5, les cellules mortes concernaient des cellules qui exprimaient
encore du CD19 a leur surface. Mais, a partir de H24, seulement une infime
partie continuait a exprimer du CD19. Aprés transposition avec 'UMAP
précédente (Figure 87), nous pouvons remarquer que cette partie de cellules
CD19+ en figure 91 correspond a des cellules mortes.

- Toute la population cellulaire restante vivante a H30 est CD19 négative. Cela
représente soit les RAJI ou MOLM-13 CD19* encore vivantes ayant
probablement perdu leur CD19 membranaire sans encore étre entrées dans le
processus d'apoptose soit les MOLM-13 CD19 qui n’exprimaient déja pas
initialement le CD19 et avec lesquelles aucun effet cytotoxique des cellules

CAR-T n’a été démontré.
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Figure 91 - Diverses UMAP représentant I’évolution en fonction du temps de I’expression du
CD19 extracellulaire de la part des cellules CD45+ CD3- provenant des cocultures avec les
cellules CAR-T ((CAR-T VALTECH 1 ou CAR-T VALTECH 2) (en haut) et cultures seules (en bas) en
concaténant les différentes lignées cellulaires entre elles testées (RAJI, MOLM-13 CD19- et MOLM-13
CD19+)) (Réalisées a partir de FlowJo® (version 10.10.0))

C) Etude de la capacité fonctionnelle des cellules CAR-T par
ELISpot

Pour évaluer la fonctionnalité des cellules CAR-T, nous avons réalisé un test ELISpot
en utilisant des cellules RAJI viables et cryoconservées, des MOLM-13 CD19" et des
MOLM-13 CD19-, avec un nombre constant de 130 000 cellules par puits pour chaque
lignée. Deux ELISpot ont été effectués pour une meilleure optimisation et
reproductibilité de la méthode (Figure 92). Les résultats attendus pour les conditions
témoins ont été validés pour les deux lots de cellules CAR-T (Figures 92A et 92B).
Comme précédemment observé pour les RAJI, un effet de saturation a été note,
rendant le nombre de spots inquantifiable ou difficlement détectable. Toutefois, les
réactions sont considérées comme positives. Un halo apparait pour les puits avec les
cellules RAJI en Figure 92B, sirement di a un défaut technique, mais cela n’a pas
empéché la lecture ni de conclure sur la présence de spots dans ces puits. Par ailleurs,
pour les cellules MOLM-13 CD19, le nombre de spots était similaire a celui du témoin
négatif, confirmant I'absence de réponse cytotoxique. Pour les MOLM-13 CD19", les
résultats étaient comparables a ceux du témoin positif, sans effet de saturation,
indiquant une production d'IFN-y en réponse au contact avec les cellules CAR-T
(Figures 92A et 92B). Que ce soit avec les cellules CAR-T VALTECH 1 ou VALTECH
2 dans les deux ELISpot réalisés, les résultats sont similaires, confirmant la
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fonctionnalité des cellules CAR-T produites a Lille sur les cellules blastiques myéloides
d'intérét.
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Figure 92 — Etude de fonctionnalité des cellules CAR-T VALTECH 1 et VALTECH 2 produites au
CHU de Lille avec un test ELISpot IFN-y sur les différentes lignées cellulaires (RAJI, MOLM-13
CD19- et MOLM-13 CD19+). (A), ELISpot de la premiére expérience ; (B), ELISpot de la deuxieme
experience. Lorsque la couleur rouge est assignée a une ligne du test, cela indique que la réaction sur

'ELISpot est négative. En revanche, si la couleur est verte, la réaction sur 'ELISpot est positive ( -
indique inférieur a 10 spots, + entre 10 et 50 spots, ++ entre 50 et 250 spots, +++ supérieur a 250 spots)

VL. DISCUSSION

La LAM CD19+ est une hémopathie maligne marquée par un risque élevé de rechute

et une résistance fréquente aux traitements conventionnels. Cette situation place les
cliniciens face a un véritable défi thérapeutique, avec peu d'options disponibles pour
les patients atteints. Toutefois, avec l'essor de I'immunothérapie en oncologie et en
hématologie, de nouvelles perspectives de traitements émergent. Parmi celles-ci, les
cellules CAR-T suscitent un intérét croissant et se sont imposées comme une option
thérapeutique prometteuse. Cependant, la LAM CD19+ est une maladie touchant 2 a
3 patients par an dans un CHU tel que celui de Lille. En raison de cette faible incidence,
cette indication ne représente pas une priorité pour les industriels spécialisés dans la
production de cellules CAR-T. Face a ce constat, le CHU de Lille, en collaboration avec
celui de Rouen, s'est engagé a développer des cellules CAR-T anti-CD19 de deuxieéme
génération dans le cadre d'une production académique. Cette initiative vise a offrir une
option thérapeutique innovante pour cette hémopathie, en dehors des circuits

industriels traditionnels.
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Une autorisation de production doit &tre obtenue aupres de 'ANSM, l'agence nationale
compétente, pour initier un essai clinique impliquant I'utilisation de cellules CAR-T
dans le traitement de la LAM CD19+ R/R. Par conséquent, il est nécessaire de
démontrer in vitro la cytotoxicité des cellules CAR-T produites, afin de prouver leur
efficacité thérapeutique potentielle. Parallélement, un test fonctionnel doit étre mis en
place en routine pour vérifier la fonctionnalité des cellules, en respectant des critéres

de simplicité et de reproductibilité.

A) Cytotoxicité des cellules CAR-T in vitro sur une lignée cellulaire
blastique myéloide exprimant le CD19

Des expériences préliminaires ont été réalisées visant a mettre au point la cytotoxicité
in vitro des cellules CAR-T. Des lymphocytes B hétérologues ont été incubés en
présence de cellules CAR-T pendant 24 heures. Bien qu'aucun effet cytotoxique n'ait
été observeé, une diminution de la proportion de cellules CD19+ a été soulignée,
indiquant un changement phénotypique des cellules B devenant CD19-. Différentes
conditions et différents ratios de cocultures, incluant notamment une coculture des
cellules CAR-T avec des lymphocytes B autologues pour investiguer une potentielle
réaction allogénique, ont été testés. Mais, ils ont abouti aux mémes résultats que
précédemment. Ensuite, une lignée cellulaire CD19+ RAJI a été testée comme cible
potentielle des cellules CAR-T anti-CD19 produites. Une mort cellulaire progressive
des RAJI a pu étre mise en évidence aprés 24 heures d’'incubation, accompagnée
d’'une diminution de I'expression du CD19 chez les cellules RAJI survivantes. En
tenant compte de ces résultats, I'objectif était ensuite de tester I'effet des CAR-T sur
des cellules blastiques myéloides CD19- et CD19+ issus de patients leucémiques.
Malheureusement, ces blastes n'‘ont pas survécu a la décongélation, rendant
impossible I'étude de cytotoxicité des cellules CAR-T sur ces échantillons. Nous avons

donc cherché une lignée cellulaire se rapprochant le plus possible de la LAM CD19+.

Aprés avoir finalisé la mise au point technique, nous avons ainsi mené deux
expériences pour étudier la cytotoxicité des cellules CAR-T sur des lignées cellulaires
modélisant une LAM CD19+ et une LAM CD19-, parallélement a une étude sur les
cellules RAJI a difféerents temps d'incubation (HO, H5, et H24 pour la premiére
expérience, puis jusqu'a H30 pour la seconde). Le CHU de Rouen nous a fourni la
lignée cellulaire MOLM-13, mimant des blastes myéloides, avec une version non
modifiée et une autre transduite pour exprimer le CD19. Dés la premiére expérience
avec les lignées MOLM-13 CD19" et RAJI, nous avons observé une lyse progressive
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des cellules par les cellules CAR-T, tandis que, comme prévu, les cellules MOLM-13
CD19 sont restées viables apres 24 heures d'incubation en présence des CAR-T.

Nous avons également remarqué une mortalité élevée des cellules CAR-T, a HO apres
décongélation. En effet, plus de 70% des cellules CAR-T VALTECH 1 ou CAR-T
VALTECH 2 étaient non viables apres décongélation (Figure 93). Nous avons ainsi
voulu optimiser le ratio E:C dans les cocultures en prenant en compte dans son calcul

le pourcentage de mortalité des cellules CAR-T pour la deuxiéme expérience.

CAR-T VALTECH 1 CAR-T VALTECH 2
[CD45+ CD3+ CAR+] [CD45+ CD3+ CAR+]

+, 1643 cells/mm?

7 AAD (Pe-Cy5.5 B-690)
7 AAD (Pe-Cy5.5 B-690)

‘ '
o
3 352 cells/mm? ° 3 : 526 cells/mm?
o3 17.6% E 28.8%
S g T IR w“-"“ e ey Ty
° 1o 10 0 0 10* 10° 10°
CAR (PE B-585) CAR (PE B-585)

Figure 93 - Exemples de viabilité des cellules CAR-T (Réalisées a partir de FlowJo® (version
10.10.0))

Malgré cet ajustement, les résultats de cytotoxicité entre la premiére et la deuxiéme
expérience sont globalement similaires, notamment a H24, ou le pourcentage de mort
cellulaire observé dans différentes conditions reste statistiquement comparable.
Néanmoins, a H30, lors de la deuxiéme expérience, la cytotoxicité des cellules CAR-
T sur les RAJI ou les MOLM-13 CD19* augmentait encore par rapport a H24 pour
s’approcher presque des 100%. Toutefois, a H5, nous notons un pourcentage moyen
de mortalité cellulaire (cellules 7-AAD+) significativement plus élevé (p-value < 0.05),
aussi bien pour les RAJI que pour les MOLM-13 CD19* en présence de cellules CAR-
T. Cela suggére une phase d'attaque légérement plus agressive, probablement due au
ratio E:C optimisé. Un temps d’étude supplémentaire entre HO et H5 mais également
entre H5 et H24 avec ce ratio optimisé pourraient permettre de définir une meilleure
cinétique de la cytotoxicité des cellules CAR-T. Un autre fait intéressant a noter est
que, des HO, certaines lignées présentaient déja une mortalité supérieure a 10%,
méme en absence des cellules CAR-T. Cela indique la présence d’'une mortalité
naturelle ou intrinséque. Pour mieux différencier la mortalité constitutionnelle de celle
induite par les cellules CAR-T, ce serait essentielle d’utiliser un deuxi€éme marqueur
de viabilité autre que le 7-AAD tel que du LIVE/DEAD ou de I'annexine V. Ceci offrirait
une analyse plus fine de la cytotoxicité des cellules CAR-T, tout en réduisant les
ambiguités liées a la mort cellulaire naturelle. De plus, la démonstration de cytotoxicité
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des cellules CAR-T peut étre réalisée a I'aide de diverses techniques, I'imagerie par
bioluminescence avec I'emploi de luciférase, la libération d’un radio-isotope le Chrome
51 (°'Cr) ou la mesure d’impédance (354). Malheureusement, un probléme de
conservation des cellules CAR-T produites au CHU de Lille lié a un protocole de
congeélation inadéquat, a rendu les lots de cellules CAR-T inutilisables pour ces tests
envisagés. Le protocole de congélation a depuis été modifie, en remplagant le
Cryostor® utilisé precédemment pour les cellules CAR-T VALTECH 1 et VALTECH 2
par un autre milieu de congélation (PAN-Biotech™, Aidenbach, Allemagne). Il serait
nécessaire de reproduire ces études de cytotoxicité avec les nouveaux lots de cellules
CAR-T produits et cryoconserveés afin de comparer les résultats aux précédents. De
plus, il serait enrichissant d’entreprendre des analyses transcriptomiques a chaque
point de prélevement des cocultures de MOLM-13 CD19" avec les cellules CAR-T, afin
de mieux comprendre les voies de signalisation, ainsi que les mécanismes d’apoptose
et de lyse cellulaire impliqués. En outre, il serait aussi pertinent d’étendre ces tests de
cytotoxicité aux blastes myéloides frais ou cryoconservés provenant de patients. Deux
pistes sont envisageables :

- Collaborer avec le laboratoire d’hématologie spécialisé en CMF pour étre
prévenu dés qu'une LAM exprimant le CD19 de fagon aberrante est
diagnostiquée. Cela permettrait de récupérer rapidement des échantillons de
sang et de réaliser des tests fonctionnels de cytotoxicité.

- Elaborer un protocole commun de cryoconservation des blastes myéloides
avec ce laboratoire pour garantir la viabilité des cellules en vue de tests

fonctionnels ultérieurs.

Cependant, il reste difficile d'obtenir des blastes myéloides frais, car un traitement
cytoréducteur est généralement initié rapidement aprées le diagnostic d’'une LAM, ce
qui complique la récupération d'échantillons a temps pour ces études.

En revanche, I'équipe de Ma et al.(116) a pu employer des cellules fraiches blastiques
myéloides initialement CD19+; provenant d’'une patiente atteinte, et les a mises en
cocultures pendant 24 heures avec des cellules CAR-T. Aucun effet cytotoxique induit
par les cellules CAR-T n’a été mis en évidence sur ces blastes myéloides CD19+ frais.
Mais, la disparition de I'antigéne CD19 a la surface de ces cellules blastiques a pu étre
constatée (Figure 94).
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Figure 94 — Diminution du nombre de cellules CD19+ aprés 24 heures d’incubation de blastes
frais myéloides CD19+ en contact avec des cellules CAR-T anti-CD19 (Extrait de Ma et al.,
Leukemia Res Rep, 2018(116))

>

B) Diminution du nombre de cellules CD19+ en présence de cellules
CAR-T

Lors de la premiére expérience, de maniére similaire aux cellules RAJI, les cellules
MOLM-13 CD19* ont subi un changement phénotypique tout au long de la coculture
avec les cellules CAR-T, perdant également le marqueur CD19 a leur surface. De plus,
certaines cellules MOLM-13 CD19* ont également présenté une négativation de leur
expression membranaire de CD33. Ce phénoméne pourrait suggérer une lyse
cellulaire progressive, au cours de laquelle la destruction de la membrane entrainerait
le détachement des marqueurs de surface, tels que CD19 et CD33. Cependant, dans
le cas des cellules RAJI, I'expression du CD20 a la surface membranaire n’avait pas
suivi cette tendance de réduction d’expression probablement en raison d'une
membrane plus fragile des blastes myéloides qui favoriserait plus aisément la
survenue de la lyse cellulaire.
Comme la premiére expérience, la deuxieme expérience a confirmé a nouveau une
diminution du nombre de cellules CD19+ parmi les RAJI ou les MOLM-13CD19" au
cours du temps indépendamment de la cytotoxicité. Néanmoins, en comparaison avec
la premiere expérience, le pourcentage de cellules CD19+ dans ces lignées est
légerement plus élevé lors de la deuxiéme expérience a H5 et H24 malgré une
cytotoxicité tout aussi, voire plus importante. Par ailleurs, pour le H5 des MOLM-13
CD19" en présence de cellules CAR-T, cette difféerence de pourcentage entre la
premiére et la deuxieme expérience est significative (p-value < 0.05). Cette perte de
CD19 a la surface de cellules blastiques ou de RAJI pourrait refléter un mécanisme
d’échappement tumoral des cellules cancéreuses in vivo puisque ces cellules ne

pourront plus étre reconnues ni ciblées par les cellules CAR-T (355). Nous pouvons
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alors supposer que ce phénoméne est moins prononcé lorsque le ratio E:C est
optimisé. Ainsi, cela suggére qu'une dose adéquate de cellules CAR-T injectée
permettrait d’éviter I'entrée dans ce processus d’échappement tumoral (356).

En effet, comme remarqué au CHU de Lille, certains patients peuvent rechuter de leur
injection de cellules CAR-T. La perte ou la modulation du CD19 peut constituer un
facteur potentiel de rechute (355). L'apparition de variations génétiques de novo au
niveau du géne CD19 ou la disparition de I'épitope ciblé par épissage alternatif (357)
peuvent étre des causes de perte d’expression du CD19 et donc de résistance a cette
thérapie. Hamieh et al., ont d’ailleurs montré que la trogocytose, un processus
intercellulaire actif par lequel I'antigéne cible, CD19, est transféré a la cellule CAR-T
peut induire une diminution de la densité de cette cible a la surface des cellules
blastiques (356). Ainsi, cela favorise une certaine résistance et une mort cellulaire
moins efficace par les cellules CAR-T. D'autres mécanismes de résistance ont été
décrits comprenant la résistance par masquage de I'épitope CD19 (358) et la
régulation altérée de la signalisation des récepteurs de mort par les cellules blastiques
(359).

De plus, 'équipe de Im et al.(360), a également soulevé ce probleme de perte du CD19
a la surface cellulaire et a cherché les mécanismes sous-jacents via des cocultures de
cellules CAR-T avec d’autres lignées cellulaires CD19+ (NALM-6, REH et KOPN-8).
lls décrivent que l'interaction avec les cellules CAR-T provoque un regroupement du
marqueur CD19 a l'interface entre le blaste et la cellule CAR-T entrainant par la suite,
I'internalisation du CD19 par la cellule cible blastique. Cela expliquerait la diminution
du CD19 membranaire parmi les cellules en interaction avec les CAR-T. Cette
hypothése nous a amené a reéaliser lors de cette deuxiéme expérience, une
perméabilisation cellulaire des MOLM-13 CD19" en contact ou non avec les cellules
CAR-T permettant d’observer I'évolution immunophénotypique du CD19 en extra et en
intracellulaire. En effet, au cours de cette perméabilisation cellulaire, une augmentation
du pourcentage de cellules CD19""2+ est observée au bout de 24 heures d’incubation
avec des cellules CAR-T entrainant une diminution de I'expression du CD19 en
surface. Ainsi, cela appuie I'hypothése d’Im et al., d’internalisation du CD19 aprés
interaction avec les cellules CAR-T(360). De plus comme cette équipe, nous avons pu
observer que les cellules MOM-13 CD19" détruites par les cellules CAR-T avaient un
pourcentage de CD19 réduit aprés 5 et 24 heures de coculture, ce qui implique que
l'internalisation du CD19 est déclenchée par des interactions CD19-CAR
indépendantes des résultats de cytotoxicité ou d’apoptose (360). Im et al., par une

étude transcriptomique, ont pu également constater que les cellules avec une
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expression faible du CD19 étaient engagées dans des processus physiologiques
d’activation et de régulation des cellules B rappelant ceux présents dans le centre
germinal des cellules B normales, ce qui induirait une régulation a la baisse du CD19
au niveau transcriptionnel (360).

Physiologiqguement aprés internalisation du CD19 (slrement par probable
endocytose), le principal moyen de dégradation de I'antigéne phagocyté est réalisé
par le lysosome (361). Un prétraitement des cellules par un inhibiteur lysosomal
pourrait étre intéressant pour observer le maintien ou non de I'expression du CD19.
Par ailleurs, apres un tri sur les cellules CD45+ CD3- en coculture avec les cellules
CAR-T aux différents temps de prélévement, nous pourrions également faire une PCR
quantitative pour observer si une diminution quantitative de la synthése du géne CD19
est apparue. De plus, I'étude des profils d’expression des génes par bulk ou single-
cell RNA sequencing permettraient de mieux comprendre les voies de signalisation
impliquées dans ce phénoméne de diminution du CD19 en surface apres interaction
avec des cellules CAR-T. Cela nous permettrait une étude multi-omique a différentes
échelles et également de mieux prévenir certaines rechutes post-traitement induites

par ce possible processus d’échappement tumoral.

C) Un test de fonctionnalité des cellules CAR-T en routine
L'ELISpot est déja utilisé en routine a l'Institut d’'Immunologie du CHU de Lille,
notamment dans le cadre du dépistage de la tuberculose latente. La mise en place du
test ELISpot pour évaluer la fonctionnalité des cellules CAR-T représente ainsi une
initiative potentielle et envisageable. En effet, ce test permet de quantifier la sécrétion
de cytokines spécifiques, telles que I'lFN-y, par les cellules CAR-T en réponse a leurs
cibles, ce qui est un bon indicateur de leur activité cytotoxique. Cela garantira que
chaque lot produit au CHU de Lille est fonctionnel avant son utilisation clinique,
notamment pour veérifier la reconnaissance et la destruction des cellules tumorales.
Lors de la mise au point technique de ce test, la sensibilité et la spécificité de 'ELISpot
ont été étudiées et ont ainsi permis la validation de ce test. Cependant, pour qu’il soit
reproductible et simple a réaliser en routine, des culots secs de cellules CD19+ mais
aussi des cellules CD19+ cryopréservées ont été testées comme cibles. Nous
remarquons que ce test était valide avec les cellules cryoconservées alors qu'il ne
I'était pas avec les culots secs. Les puits étaient saturés pour la plupart sauf si le
nombre de cellules CD19+ cryopréservées était faible. Certes, il est difficile de
quantifier le nombre de spots, mais le test démontre bien la présence de spots et que
les cellules CAR-T VALTECH 1 et 2 produits sont bien fonctionnelles avec un relargage
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d’'IFN-y. Aprés avoir testé ces cellules CAR-T sur des lignées cellulaires blastiques,
les résultats attendus ont pu étre confirmés : une absence de spots avec les MOLM-
13 CD19 et une sécrétion d'IFN-y en présence des MOLM-13 CD19*. Une légére
saturation a été observée lors du deuxiéme test ELISpot avec les puits contenant des
cellules RAJI fraiches et des MOLM-13 CD19*, mais la réaction est restée positive.
Toutefois, quelques problémes techniques ont affecté la lecture des deux ELISpot pour
certains puits, bien que leur positivité ou leur négativité ait pu étre déduite de maniére
claire. Il est possible que les défauts techniques soient survenus lors de I'étape de
lavage, qui est souvent critique dans les tests ELISpot. Un lavage inadéquat peut
entrainer des bruits de fond ou des lectures floues. |l serait alors intéressant de réaliser
un troisieme test ELISpot, sans ces légers inconvénients, dés qu'un nouveau lot de
cellules CAR-T sera disponible.

De plus, nous pourrions également doser la sécrétion d’autres cytokines que I'lFN-y
telles que le TNFa (produite aussi par les lymphocytes T CD4+ effecteurs, de type
Th1), et le granzyme B, protéase sécrétée par les lymphocytes T CD8+ notamment
impliqués dans la réponse anti-tumorale et cytotoxique. La quantification de ces
cytokines permettrait de démontrer la polyfonctionnalité des cellules CAR-T, un
élément clé dans leur efficacité thérapeutique (362,363). Il serait alors pertinent de
pouvoir détecter ces trois cytokines sur un méme test. L'équipe d’lraguha et al., a
publié un premier abstract en 2023 dont le but est de développer un test ELISpot
multicolore capable d’identifier simultanément I'lFN-y, le TNFa et le granzyme B pour
une évaluation fonctionnelle des cellules CAR-T (364). En 2024, un test de
fluorescence de spots multicolores (FluoroSpot Plus, Mabtech®, Suéde) a été
développé, optimisé et validé permettant de mesurer de fagcon simultanée ces trois
cytokines en présence de cellules CAR-T anti-CD19 (Figure 95)(365). Cependant,
nous ne posseédons pas les réactifs et les kits spécifiques ainsi que I'automate (AID
vSpot Spectrum, Autoimmun diagnostika GMBH®, Allemagne) et le logiciel permettant

I'acquisition des données en multicouleurs.
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Figure 95 - Une analyse de fluorescence avec des spots multicolores détectant simultanément
I'IFN-y, le TNFa et le granzyme B pour l'utilisation potentielle de test fonctionnel des cellules
CAR-T produites (Extraite de Atanackovic D et al., Cytotherapy, 2024(365))

D) Une production académique en cours au CHU de Lille

La mise en place d’'une production académique permet, au sein d'un méme centre
hospitalier, la production de cellules CAR-T, leur délivrance et le traitement de patients
pour lesquels cette thérapie cellulaire n’est pas disponible ni couverte par les
industriels la commercialisant. Dans ce projet de theése, les cellules CAR-T anti-CD19
produites au CHU de Lille ont été préparées sur un automate de production semi-
automatisé et clos, le CliniMACS Prodigy de Miltenyi Biotec™. Ce procédé de
fabrication de cellules CAR-T évite les risques de contamination et d’erreurs
techniques humaines. Aujourd'hui, certains pays, comme I'Espagne (343) et Israél
(366-370), ont déja obtenu l'autorisation pour la production académique de cellules
CAR-T dans les hémopathies affectant la lignée des cellules lymphocytaires B (LAL-
B, lymphomes non-hodgkiniens, leucémie lymphoide chronique). Les résultats de ces
productions sont prometteurs, démontrant une efficacité et une sécurité comparables
a celles des produits commerciaux disponibles sur le marché (NCT03144583 pour
'essai clinique espagnol avec le produit cellulaire CAR-T nommé ARI-0001 (344);
NCT02772198 pour les essais cliniques israéliens (366—370)), tout en permettant une
délivrance du produit en un temps considérablement réduit, en moyenne de 10 jours
(343,366—368). Des améliorations notables sont a mettre en évidence telles qu'une
meilleure persistance in vivo du produit cellulaire (343), la minimisation d’utilisation
d’'une thérapie de bridging (368,370) mais aussi I'abrogation du besoin de procédé de
congélation du produit cellulaire (370). Ceci souligne l'intérét croissant pour les
approches académiques dans le développement des thérapies cellulaires.

Aujourd’hui, deux essais cliniques (chinois (NCT03896854) et israélien
(NCT04257175)) sont en cours pour I'administration de cellules CAR-T dans la LAM
CD19+ avec la translocation t(8 ;21) et en R/R . Cet essai clinique israélien utilise les
cellules CAR-T issues de la production académique décrite par Jacoby et al (366) et
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approuvee par les autorités israéliennes. De plus, un cas de rémission rapporté par
Danylesko (117) renforce notre démarche pour la demande d’autorisation d’essai
clinique concernant la production académique du CHU de Lille.

Enfin, une fois que la mise en place de I'essai clinique sera entreprise au CHU de Lille
pour cette production académique, il serait intéressant d'effectuer du bulk RNA
sequencing sur la moelle osseuse des patients LAM présentant une expression
aberrante de CD19. Cela permettrait dévaluer et de caractériser le
microenvironnement immunitaire tumoral ainsi que d’explorer si ces patients
présentent une exhaustion ou une sénescence accrue des cellules T et NK, ce qui
pourrait induire une résistance aux cellules CAR-T anti-CD19. Plus I'état des cellules
NK et T est inerte, plus les patients pourraient avoir une réponse favorable aux cellules
CAR-T anti-CD19 (106). Par ailleurs, ce serait également intéressant de voir les
changements transcriptomiques de ce microenvironnement immunitaire tumoral aprés

I'administration de cellules CAR-T.

VII. CONCLUSION
Le CHU de Lille, I'un des principaux centres hospitaliers frangais spécialisés dans les

maladies du sang, figure parmi les rares établissements en France capables de traiter
les patients atteints d'hémopathies grace aux cellules CAR-T. Face a la LAM CD19+,
une hémopathie maligne rare et au pronostic défavorable qui n'est pas couverte par
les industriels, le CHU de Lille a entrepris la production académique de cellules CAR-
T anti-CD19. Cette initiative nécessite toutefois une autorisation de TANSM pour lancer
un essai clinique, afin de rendre cette thérapie plus accessible aux patients atteints de
LAM CD19+. Grace a cette production académique, ils pourraient recevoir leur
traitement dans des délais plus courts, ce qui est crucial pour une maladie aussi
agressive et récidivante. Une étude de cytotoxicité sur une lignée cellulaire blastique
mimant la LAM CD19+ a démontré l'efficacité de ces cellules CAR-T issues de la
production académique dans cette indication. Un phénoméne de modification
immunophénotypique a cependant été également observé, suggérant un mécanisme
d’échappement tumoral potentiellement responsable de résistances aux cellules CAR-
T et de rechutes in vivo chez les patients. Il a été hypothétisé que ce phénomeéne
pourrait résulter d’'une internalisation du marqueur CD19 par les cellules cibles, car
une augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD19 en intracellulaire a
été constatée en présence de cellules CAR-T. Une étude multi-omique serait
pertinente afin de mieux comprendre ces mécanismes, dans le but d'éviter

d'éventuelles rechutes. Il serait également intéressant d'explorer comment ces
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mécanismes pourraient influencer la réponse des patients a la thérapie CAR-T. Il
faudrait essayer d’effectuer cette étude sur des blastes frais myéloides de patients
atteints de LAM CD19+ ou CD19- afin de déterminer si les mémes résultats sont
obtenus.

Enfin, un test ELISpot a confirmé la fonctionnalité de ces cellules CAR-T anti-CD19
ainsi produites en montrant une sécrétion d'IFN-y apres leur interaction avec des
cellules cibles exprimant le CD19. Cette méthode pourrait étre intégrée en routine a
I'Institut d’'Immunologie du CHU de Lille, afin de valider la fonctionnalité de chaque lot
de cellules CAR-T produit.

L'immunothérapie par les cellules CAR-T ouvre la voie a de nombreuses perspectives
dans la recherche médicale et thérapeutique, promettant des avancées significatives
dans le traitement de maladies au-dela des hémopathies, comme les maladies auto-
immunes (par exemple, le lupus) et certains types de cancers (notamment le cancer
du sein), qui peuvent étre réfractaires aux traitements conventionnels. Actuellement,
la recherche sur les cellules CAR-T se concentre également sur I'amélioration de la
conception du CAR, le choix de la cellule transduite (avec des développements en
cours pour les CAR-NK et CAR-macrophages), ainsi que sur une meilleure
compréhension des effets indésirables et des voies de signalisation activées aprés

traitement.
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XI. ANNEXE

Code patient Etude cytogénétique

CD19LAMO1 46, XY, t(15;17)(922;921)

CD19LAMO2 46, XY

CD19LAMO3 46, X, -X, 1(8;21)(922;922), + 8

CD19LAMO04 45, XX,-7,1(8;21)(922;922)

CD19LAMO5 46, XX, t(8;21) (922;922)

CD19LAMO06 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)

CD19LAMO7 46,XY,1(8;21)(922;922)

CD19LAMO8 46,X,-X,1(8;21)(922;922),+8

CD19LAMO09 47, XY, 1(8;21)(922;922),+8

CD19LAM10 46, XX, t(8;21) (922;922)

CD19LAM11 53-58,X,-X,del(5)(q15935),add(8)(p12),add(10)(p11),+10,-13,
-18,der(19)t(13;19)(q11;p13)+8-10 idic(21)(922), minx2[cp7]

CD19LAM12 46,XY,1(8;21)(922;922)

CD19LAM13 46,XY,del(14)(q22q31 [6] / 46,s1,t(16;17)(p13;912) [1] / 46,XY,t(14;15)(q32;q11) [5] / 46,XY [11]
1146,XX [7]

CD19LAM14 "46,XX,1(8;21)(q22;922) [4] / 45,X,-X,1(8;21)(922;922) [12]"

CD19LAM15 46,XY,1(8;21)(922;922)

CD19LAM16 45, X, -X, 1(8;16;21)(921;p13,922)

CD19LAM17 46, XY, t(1;11)(p32;923),del(13)(q12931)

CD19LAM18 46,XX,1(9;22)(934;911).ish 9934 (ABL+,BCR-) 22q11(ABL+;BCR+)

CD19LAM19 46,XX,1(8;21)(922;922)

CD19LAM20 45, X, -X, 1(8;21)(q22;922)

CD19LAM21 46,XY,del(7)(922932).ish(D7S486x2,CEP7x2)

CD19LAM22 46,XX,del(7)(932934),1(8;21)(922;922) [14] / 47 ,idem,+6 [3]

CD19LAM23 47,XX,add(2)(q37),+6 [18] / 46,XX [6]

CD19LAM24 46,XX,1(8;21)(922;922) [19] / 45?,s1,-10 [2]
47, XY, der(7),t(7;12)(p14;p15)t8,der(8)t(8;21)(q22;922),der(12),t(8;12)(q15;q24),

CD19LAM25 t(16;17)(p13;922),der(21)(21p13->21q22::8922->8q24::7p14->7p22)[CP8]
47, XYY [2]

CD19LAM26 46,XY

CD19LAM27 46,XX,1(8;21;11)(922;922;923)

CD19LAM28 46,XX

CD19LAM29 46,XX,1(8;21)(922;922)

CD19LAM30 46,XY,del(16)(q22).ish16922(3'CBF-,5'CBF-)

CD19LAM31 46, XY, 1(8;21)(q22;q22) [2] / 45, sl, -X, del(9)(q22) [1]

CD19LAM32 46,XX

CD19LAM33 45,XY,-7,t(8;21)(q22;922)[141/45,s!1,del(9)(922)[4]/46,sI2,+der(21)t(8;21)[2]

CD19LAM34 46, XY, 1(8;21)(922;922), del(9)(q22;q34)

CD19LAM35 46,XY,1(8;21)(922;922), del(11), der(16), t(1;16)

CD19LAM36 47,XX,1(8;21)(922;922),+21

CD19LAM37 45, XY, t(1;4)(942;935), add(7)(922), der(9;12)(q10;q10)

CD19LAM38 45,X,-Y,1(8;21)(922;922)

CD19LAM39 46, XY, t(9;22)(q34;911)

CD19LAM40 46,XY,1(8;21)(922;922) [19] / 46,XY [1]

CD19LAM41 46,XY

CD19LAM42 47, XX, + 21 ¢(20) (anomalie cytogénétique non acquise mais constitutionnelle)

CD19LAM43 46,XY,1(8;21)(922;922)

CD19LAM44 46,XY,1(8;21)(922;922)

CD19LAM45 47,XY, 1(8;21)(922)del(9)(q22)[6]/48,SL1,+del(9)(q22)[25]/46,SL2,-y[3]

Table supplémentaire 1 — Recueil de toutes les analyses cytogénétiques pour les N = 45 patients.
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Code patient

Analyse de biologie moléculaire

CD19LAMO1 PML::RARA
BCORL1 (exon 3, c.2715delinsGGT : p.N905Kfs*21 (VAF = 59%))
Surexpression faible EVI1
FLT3 (exon 14, c.1837_1837+1ins60 : p.F612_G613ins20 (VAF 5%)
exon 14, ¢.1801_1802ins27 : p.D600_L601insRPREEYEYD (VAF 2%)
CD19LAMO2 exon 14, ¢.1836_1837ins69 : p.F612_G613ins23 (VAF 28%))
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
RUNXT (exon 9, c.1022_1023insAGGA : p.1342Gfs*259 (VAF 37%))
SF3B1 (exon 14, ¢.1998G>T : p.K666N (VAF 37%))
WT1 (exon 7, c.1148dup : p.E384X (VAF 30%))
CD19LAMO3 RUNX1::RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
KIT (exon 8, c.1253A>C : p.Y418S (VAF 4%)
exon 8, c.1254C>A : p.Y418S (VAF 4%)
CD19LAMO4 exon 8, c.1255_1257delGAC : p.D419del (VAF 4%)
exon 8, ¢.1256_1257delinsGCCTC : p.D419delinsGL (VAF 1%)
exon 8, ¢.1256A>C : p.D419A (VAF 5%)
exon 8, c.1258A>T : p.R420W (VAF 5%)
exon 1,7 ¢.2459A>G : p.D820G (VAF 15%))
RUNX1::RUNX1T1
CD1T9LAMO5 Surexpression WT1
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAMO06 EZH2 (exon 8, c.847_848insGGGA : p.T283RfsX6 (VAF 11%)
exon 18, ¢.2050C>T : p.R684C (VAF 8%))
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAMO7 NRAS (exon 3, ¢.183A>C : p.Q61H)
Surexpression WT1
CD19LAMO8 RUNX1::RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
NRAS (exon 3, c.183A>C : p.Q61H (VAF 28%)
CD19LAMO9 exon 3, ¢.178_179insACCTTG : p.A59_ G60insDL (VAF 15%))
Surexpression WT1
CD19LAM10 RUNX1::RUNX1T1
Surexpression WT1
CDTOLAMIT | 7553 (exon 10, ¢.1024C>T : p.R342X (VAF 43%))
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM12 ASXL1 (exon 12, ¢.1900_1922del : p.E635RfsX15)
PHF6 (exon 7, c.649dupG : p.V217GfsX7 (VAF 22%))
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
CD19LAM13 Variant NPM1
Surexpression WT1
CD19LAM14 RUNX1::RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM15 Surexpression WT1
ASXL1 (exon 12, ¢.1934dup : p.G646WfsX12 (VAF 26%))
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM16 Surexpression WT1
EZH2 (exon 20, ¢.2234A>G : p.E745G (VAF 37%))
FLT3 (FLT3-TKD, exon 20, c.2508_2510delCAT : p.I1836del (VAF 22%))
CD19LAM17 Surexpression WT1
BCR::ABL1 (M-BCR (transcrit a2b3))
CDT9LAM18 Surexpression WT1
CD19LAM19 RUNX1::RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM20 Surexpression WT1
CD19LAM21 Surexpression WT1
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM22 Surexpression WT1
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
CDT9LAM23 Surexpression WT1
CD19LAM24 RUNX1::RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
ASXL2 (exon 12, c.1840C>T : p.R614X (VAF 39%))
CD19LAM25 IDH2 (exon 4, c.419G>A : p.R140Q (VAF 40%))
NRAS (exon 2, c.34G>A : p.G12S (VAF 40%))
Surexpression WT1
CEBPA (état homozygote) (exon 1, ¢.899G>T : p.R300L (Profil homozygote))
Surexpression WT1
CD19LAM26 EZH2 (exon 18, ¢.2083T>C : p.S695P (VAF 4%))
GATA2 (exon 4, ¢.923G>C : p.R308P (VAF 35%))
NRAS (exon 2, c.38G>T : p.G13V (VAF 19%))
RUNX1::RUNX1T1
CD19LAM27 c-KIT (délétion de 3 paires de bases, exon 8)
Surexpression WT1
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
CD19LAM28 NPM1 (exon 11, ¢.863_864insCCTG : p.W288Cfs*12)

Surexpression WT1
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RUNX1:RUNX1T1
ASXL1(exon 12, ¢.1934dup : p.GE46WFsX12 (VAF 6%))
Ch1oLAMzo | ETV6 (€xon 3, ¢.173_194delinsTTTCGGGGAC : p.P58_DB50elinsLSGT (VAF 5%))
KIT (exon 17, ¢.244TA>T : p.D816V (VAF 5%))
NF1 (exon 53, ¢.7747_7748del : p.R2583DfsX12 (VAF 9%))
PHF6 (exon 2, c.41_42del : p.Q14PfsX7 (VAF 5%))
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
CD19LAM30 Surexpression EVI1
Surexpression WT1
RUNX1::RUNX1T1
ASXLT (exon 12 , ¢.1934dupG : p.646Wfs*12)
CDTILAM3T |y RAS (exon 2 , 6.35G>A : p.G12D (VAF 5%))
Surexpression WT1
Surexpression WT1
CDTILAM32 | \pp11 (exon 11, ¢.860_863dupTCTG : p.W288Cfs*12)
RUNX1:RUNX1T1
Surexpression WT1
CD19LAM33 | DNMT3A (exon 23, c.2644C>T : p.R882C (VAF 48%))
IDH2 (exon 4, c.419G>A : p.R140Q (VAF 46%))
KRAS (exon 2, ¢.38G>A : p.G13D (VAF 41%))
RUNX1-:RUNX1T1
ASXLT (exon 12, c.1773C>A : p.Y591X (VAF 32%))
CD19LAM34 Surexpression WT1
WT1 (exon 9, c.1372_1373insCGAC : p.R458PfsX20 (VAF 1%))
CD19LAM35 | RUNX1:RUNX1T1
RUNX1:RUNX1T1
GATA2 (exon 3, ¢.755_761dup : p.A255CTsX29 (VAF 3%))
CD19LAM36 | KIT (exon 17, c.2446G>T : p.D816Y (VAF 48%))
TET2 (exon 3, ¢.2871delinsGCCACCTTAGAGTGTTCTTGTTCTTGTTCTTGTTCTTG : p.Q958PfsX3 (VAF
6%)))
Surexpression WT1
CD19LAM37 | KRAS (exon 2, c.34G>A : p.G12S (VAF 16%))
RUNX1 (exon 1 c.264_270+25delinsCTGCAAG : p.F8ICsX6 (VAF 15%))
RUNXT::RUNX1T1
CDTOLAM38 | o 1/T (exon 17, c.2447AST : p.DB16V)
BCR:-ABL1 (M-BCR (transcrit a2b3))
CDTOLAM39 | RUNXT (exon 3, c.515G>A : p.G172E (VAF 35%))
RUNXT::RUNX1T1
CDTILAMA0 | \pAS (exon 2, ¢.35G>A : p.G12D)
CEBPA (exon 1, c.247del : p.Q835fs*76)
CDT9LAMA1 Surexpression WT1
Duplication FLT3 (FLT3-ITD)
CD19LAM42 | PHF6 (exon 4, c.346C>T : p.R116X (VAF 11%))
Surexpression trés faible WT1
CD19LAMA43 | RUNX1:RUNX1T1
RUNX1::RUNX1T1
CDTILAMA4 | RAS (exon 2, ¢.38G>T : p.G13V)
RUNX1::RUNX1T1
SMC1A (exon 2, ¢.287G>A : p.R96H (VAF 35%)
CD19LAM45 exon 3 c.401T>A : p.L134H (VAF 7%))
TET?2 (exon 3 ¢.1196delIC : p.P399HfsX28 (VAF 40%))
Surexpression WT1

Table supplémentaire 2 - Recueil de toutes les analyses moléculaires pour les N = 45 patients.
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Code patient Rzlri':: isqsl::n Traitements recus

CD19LAMO1 Oui Aracytine - Trioxyde d'arsenic

CD19LAMO2 Non Gilteritinib - Soins palliatifs

CD19LAM11 Non Azacitidine - Soins palliatifs

CD19LAM13 Non F14512 - Cytarabine

CD19LAM15 Oui Daunorubicine - Cytarabine

CD19LAM17 Non Amsacrine - Cytarabine - Midostaurine - Azacitidine - Venetoclax

CD19LAM21 Non Elgs:lz?nt;ine - Cytarabine - Mitoxantrone - Azacitidine - Acide tout trans rétinoique -

CD19LAM22 oui (;ytaral?ine - Mitoxantr.ope -IT (MTX, cytarabine, hydrocortisone) - Amsacrine -
Etoposide - Daunorubicine - L-asparaginase

CD19LAM23 Non Daunorubicine - Cytarabine - Amsacrine - Azacitidine

CD19LAM25 Oui Cytarabine - Amsacrine

CD19LAM27 Oui (;ytarapine - Mitoxantr.ope -IT (MTX, cytarabine, hydrocortisone) - Amsacrine -
Etoposide - Daunorubicine - L-asparaginase - IL-2

CD19LAM28 Oui (;ytarapine - Mitoxantr.ope -IT (MTX, cytarabine, hydrocortisone) - Amsacrine -
Etoposide - Daunorubicine - L-asparaginase

CD19LAM29 Oui Blinatumomab - Azacitidine - Venetoclax

CD19LAM30 Oui Amsacrine - Cytarabine

CD19LAM31 Oui Cytarabine - Daunorubicine

CD19LAM32 Oui Daunorubicine - Amsacrine - Cytarabine - Azacitidine

CD19LAM35 Oui Cytarabine - Daunorubicine - IT (MTX, cytarabine)

CD19LAM36 Non Cytarabine

CD19LAM37 Non Cytarabine - Amsacrine - Decitabine - Venetoclax

CD19LAM40 Oui (;ytaral?ine - Mitoxantr.ope -IT (MTX, cytarabine, hydrocortisone) - Amsacrine -
Etoposide - Daunorubicine - L-asparaginase

CD19LAM41 Oui Daunorubicine - Cytarabine

CD19LAM43 Oui Daunorubicine - Cytarabine

CD19LAM45 Oui Daunorubicine - Cytarabine

Table supplémentaire 3 — Principes actifs regus avant la rechute et I’état réfractaire pour chaque
patient LAM CD19+ (en rechute et/ou réfractaire). Abréviations : IT, intrathécale ; MTX, méthotrexate.

Méthodes Principes

Mesure de la radioactivité émise par la lyse des cellules cibles incorporant

Relargage d'isotopes radioactifs préalablement un isotope radioactif (exemple : Chrome 51) (1)

Mesure d’'une émission de photon par les cellules cibles transduites avec le

Bioluminescence R g
géne de la luciférase(2)

Impédance Mesure d’une décroissance d'impédance due a la lyse des cellules cibles (3)
Relargage d’enzymes intracellulaires Dosage d’enzyme intracellulaire (LDH) dans le surnageant cellulaire(4)
CMF : Viabilité par I'étude de la lyse des cellules cibles : marquage par 7-
AAD(5)
Etude directe des cellules cible CMF : Prolifération des cellules cibles (6)

Par mesure de la radioactivité : incorporation de la thymidine triti€e dans 'ADN
des cellules cibles (7)

Table supplémentaire 4 - Exemples de tests pouvant servir de controles de cytotoxicité des
cellules CAR-T Abréviations : ADN, acide désoxyribonucléique ; CMF, cytométrie en flux ; LDH, lactate
déshydrogénase ; 7-AAD, 7-Aminoactinomycine D, (Adaptée de la thése du Docteur Thibault Pajot)

| Pourcentage moyen (%) | p-value
A H5
RAJI (1§re expeérience) 43.0 0.030
RAJI (2°™ expérience) 54.6 )
MOLM-13 CD19+ (1?re expérience) 24.9 0.006
MOLM-13 CD19+ (2°™ expérience) 38.2 )
A H24
RAJI (1§re expeérience) 71.9 0.946
RAJI (2°™ expérience) 72.7 )
MOLM-13 CD19+ (1?re expérience) 71.9 0447
MOLM-13 CD19+ (2°™ expérience) 81.5 )

Table supplémentaire 5 - Différences de pourcentages moyens entre la premiére et la deuxiéme
expérience a H5 et H24 en présence de cellules CAR-T (Statistiques réalisées a I'aide d'un test t de
Student sur échantillons non appariés grace a GraphPad Prism 10® (version 10.3.1))
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Résumé :

Contexte : La leucémie aigué myéloide CD19+ est une hémopathie maligne rare au
pronostic défavorable. Le CHU de Lille développe une production académique de
cellules CAR-T anti-CD19 pour traiter cette pathologie, non couverte par les
industriels. L'autorisation de l'agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé nécessite la validation de l'efficacité et de la fonctionnalité des
cellules CAR-T pour chaque lot produit.

Méthode : Aprés une mise au point technique, la cytotoxicité in vitro de deux lots
différents de cellules CAR-T est évaluée par coculture avec des lignées CD19+, telles
que RAJI, et des lignées blastiques myéloides MOLM-13 (CD19- et CD19+). La
viabilité cellulaire est analysée par cytométrie en flux via le marqueur 7-
Aminoactinomycine. La fonctionnalité est mesurée par enzyme-linked immunospot
(ELISpot), évaluant la sécrétion d'interféron gamma (IFN-y).

Résultats : Les deux lots de cellules CAR-T testés ont montré une cytotoxicité
progressive au fil du temps, atteignant a H30 un taux supérieur a 85% sur les lignées
RAJl et MOLM-13 CD19+. En revanche, pour la lignée MOLM-13 CD19-, ce taux reste
inchangé, en présence ou non de cellules CAR-T. Par ailleurs, le test ELISpot a
confirmé la libération d'IFN-y avec les lignées RAJI et MOLM-13 CD19+ en contact
avec les cellules CAR-T, attestant de leur fonctionnalité.

Conclusion : La validation de ces tests de cytotoxicité et de fonctionnalité permettra de
soumettre une demande d'essai clinique pour offrir une nouvelle option thérapeutique
aux patients atteints de LAM CD19+ sans alternative de traitement.
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