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Comment éliminer les tumeurs à l’aide de 
lymphocytes T

Courtesy T Labouret

CD19: Axi-cel, Tisa-cel, Liso-cel
BCMA: Ide-cel, Cilta-cel

Bispecific antibodies
Glofitamab (CD3/CD20)
Epcoritamab (CD3/CD20)
Mosunetuzumab (CD3/CD20
Blinatumomab (CD3/CD19)



Mécanismes d’actions des CAR-T

Larson, Nat Rev Cancer, 2021
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Structure du CAR-T

LyT polyclonaux transduis par le CAR
 -single chain Fraction Variable (scFV)
 -hinge (charnière)
 -domaine de signalisation du TCR
 -récepteur de stimulation (CD28, 4-1BB, OX40) Creative Biolabs



Evolution des CAR-T

Cytotoxité

Prolifération

Persistance

Génération
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Différents 
types de CAR-
T utilisés (2ème

génération) 

Axicabtagene 
ciloleucel 
(Axi-cel)

Tisagenlecleucel
(Tisa-cel)

Lisocabtagène 
maraleucel 
(Liso-cel)

Cible CD19 CD19 CD19

Domaine de costimulation CD28 4-1BB 4-1BB

Domaine de signalisation CD3ζ CD3ζ CD3ζ 

Taux de CRS (dont sévère)1 92% (9%) 58% (21%) 42% (2%)

Taux d’ICANS (dont sévère)1 67% (31%) 21% (8%) 30% (10%)

Taux de réponse globale 
(dont réponse complète)2, 3 80% (60%) 66% (42%) 73% (53%)

7

1. Meng J et al., Front Oncol, 2021
2. Abramson JS et al., The Lancet, 2020
3. Bachy E. et al., Nat Med, 2022 

DLBCL : Lymphome Diffus 
à Grandes Cellules B

Sd de relargage des cytokines (CRS: Cytokine Release Syndrome)
Neurotoxicité (ICANS: Immune effector Cell Associated Neurotoxicyty Syndrome)



CAR T- cells and bispecific Abs : Acute toxicity

Morris et al, Nat Rev Immunol 2022

Cytokine release syndrome
CRS

Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
ICANS



CAR-T non conventionnels

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Production de CAR T
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CAR-T CELL-BASED IMMUNOTHERAPY

DEVELOPMENT OF CAR-T CELLS

W HAT W E DO:

Vector Systems for CAR Engineering2

Lentivirus System

Retrovirus System Transposome System
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In the CAR-T cell constructing 

processes, the first step is to 

eukaryotically express the 

target antigen. Mice are vacci-

nated with the antigen, and 

the B cells are collected to 

generate hybridomas with 

myeloma cells using cell 

fusion technology. After sever-

al rounds of antigen-specific 

screening, hybridomas with 

the highest affinity with the 

target antigen are collected, 

and the total RNA is isolated 

and reverse transcribed for 

sequence analysis. Sequenc-

es of the antibody variable 

region are cloned into CAR 

vectors, including lentivirus, 

retrovirus, and transposome 

systems. Total white cells are 

collected from the patient’s 

blood by pheresis methods 

and separated with flow 

sorting to obtain the CD4 and 

CD8 T cells, which are then in 

vitro matured and expanded. 

After infection or transfection, 

the CARs are expressed in the 

T cells to finally generate the 

CAR-T cells.

Lentivirus is HIV-1 based and 

the most mature system for T 

cell engineering. The first (1G) 

and second (2G) generation 

lentivirus systems both consist 

of three parts: transfer, enve-

lope, and packaging plasmids. 

A regulator plasmid, which 

regulates viral transcription 

and nuclear export of 

transcripts, is supplemented 

to form the third generation. 

Gamma retrovirus system is 

quite similar to lentivirus 

except for few elements 

including promoters. Trans-

posons are dual component 

systems composed of one 

plasmid carrying the CAR 

(transposon) and the other 

carrying the transposase.

Creative Biolabs

CAR/ TCR-related

Products &

Services

Transfer plasmid of 1G and 2G5’LTR 3’LTR

rev
tat

Envelope plasmid of 1G and 2G 

Transposase expression plasmid

Transposase

Donor plasmid

TIRTIR CAR

Packaging plasmid of 1G

U3 U5R U3 U5R

5’LTR 3’LTR

Ψ/RRE CARProm.

Transfer plasmid of 3G5’LTR with no U3 ΔU3 3’LTR

U5R U5RΨ/RRE CARProm. Prom.

Prom. vpu RRE

VSV-GProm.

Transfer plasmid

Envelope plasmidDonor plasmid

Ψ CAR

Enve.

pA

nef pApolgag vif vpr

rev
tatPackaging plasmid of 2G

Prom. RRE pApolgag

Regulatory plasmid of 3G

revProm.

Prom.

Prom.

pA

Envelope plasmid of 3G

envProm. pA

Packaging plasmid  of 3G

Prom. RRE pApolgag

polgag

U3 U5RU3 U5R

Products:

Diseases Associated Antigen

CAR Vector System

Viral Particle 

CAR/ TCR Development Kits

One-Stop CAR-T Therapy Development Services 

TCR Modified T Cell Development Services

TCR-Like Antibody Services 

Dendritic Cell Vaccine Development Services

Bispecific TCR Development Service

Creative Biolabs



Limites d’efficacité du CAR-T

persistance et l’expansion des CAR-T
dépend du phénotype des lymphocytes 
avant aphérèse
exhausted, peu proliférant -> mauvaise

explansion

Contamination par cellules tumorales

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Limites d’efficacité du CAR-T

hétérogénéité tumorale/perte

d’expression de l’antigène

dysfonction des CAR-T:

anergie, exhaustion (épuisement), sénescence

peu de prolifération

expression de récepteur inhibiteurs (PD-1, TIM3, LAG3, TIGIT)

composition de l’environnement tumora

(Treg, MDSC)

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Intérêt du suivi biologique des CAR-T

• 1) Facteurs prédictifs de réponse
– Nature de la maladie (expression antigénique, masse tumorale, capacité de migrer vers la tumeur
– Qualité des cellules immunes lors de l’aphérèse
– Qualité du produit injecté
– Amplitude d’expansion et persistance du CAR-T après infusion

• Rapport cellules effectrices/cellules cibles
• CAR-T
• Aplasie B

• 2) Facteurs prédictifs de complications
– Sd de relargage des cytokines (CRS: Cytokine Release Syndrome)
– Neurotoxicité (ICANS: Immune effector Cell Associated Neurotoxicyty Syndrome)
– Infections -> reconstitution immmunitaire?

• 3) Exploratoire –> recherche translationnelle



Approches de suivi du CAR-T
Cytométrie de flux
Cytométrie de masse

qPCR
digital PCR

Dosages cytokiniques Histologie

Avantages

Quantification du CAR-T 
rapide

Sous types cellulaires
(aplasie B); cellules 
immunitaires
(reconstruction); TME

maladie résiduelle, perte
de l’antigène

qualité du produit
d’aphérèse et de 
réinjection

Sensibilité++ NA Localisation spatiale

Inconvénients Sensibilité (1%)

Pas d’accès aux autres 
cellules
Localisation dans la 
cellules?

NA Tissus



Quantification du CAR-T: anticorps

Linker Idiotype: scFV spécifique du CART

Direct

“universel” “universel” spécifique



Quantification du CAR-T: antigène : fonctionnalité

protéine cible
recombinante

biotine

protéine cible recombinante
+ REAfinity mutated Fc backbone (Miltenyi)
 + FC IgG2a -> Stabilisation
 de dimère (BD)

Indirect Direct



Quantification du CAR-T: dPCR

CD28 / 4-1BB

CD3z

qPCR ou dPCR
sur ADN

probe



e

Cmax
• CMF : Cytométrie de flux

✓ Facilité d’accès 

✓ Rapidité 

✓ Informations sur les autres cellules : 
aplasie B + cellules immunitaires

✓ Différents points cinétiques :
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Expansion des CAR-T cells in vivo
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Préanalytique

Peinelt, Frontiers in immunol, 2022

Anticoagulant: EDTA vs Heparine



Expérience au CHU de Rennes (-> Mars 2020)

T régulateurs : 
CD127
CD25

Lymphocytes T :
CD3
CD4
CD8

Lymphocytes B : 
CD20

+ CD45RA, CCR7 : naïfs, mémoires centraux, effecteurs mémoires et mémoires terminaux 
(EMRA)
+ Immune checkpoint : PD1, TIM3, LAG3, CD95 
+ Détection des CAR-T : CD19, biotine

Lymphocytes NK : 
CD16, CD56

Tube 15 couleurs

Cytomètre BD-LSRFortessaTM

→ 117 variables



• Etude monocentrique rétrospective au CHU de Rennes

• Données issues de sang anticoagulé par EDTA de patients DLBCL (r/r) traités par CAR-T

Objectif principal : Comparer les populations lymphoïdes T circulantes entre patients 
DLBCL répondeurs et non répondeurs à un traitement par CAR-T

Thèse de Pharmacie, Dr Anne-Sophie Villoteau→ 117 variables, c’est vraiment utile  ?



Population étudiée

22

Patients inclus
n = 49

Tep Scan

Tisa-cel
n = 9

Axi-cel
n = 40

Répondeurs (R)
n = 28

Non Répondeurs 
(NR)

n = 21

Patients suivis
n = 147

Critères d’exclusion :
Si absence d’un point de suivi : 

• 1 point précoce
(leucaphérèse, J-5)

• J0 avant injection,

• J7 ou J10 

• 1 point tardif (M1, M3, M6, 
M12)

Critère d’inclusion :
• Patient atteint d’un 

DLBCL (r/r)
• Traité par tisa-cel ou axi-

cel

Réponse 
complète à M6 

Autres 

Période d’inclusion : mars 2021 à 
décembre 2022

Changement de pratique : 
→ Prélèvement sur héparine
→ Stabilité > 24h



Comparaison des paramètres d’expansion 

Paramètre AUC Cmax Tmax

pvalue 0,0879 0,0703 0,8320

→AUC et Cmax se rapprochent de la significativité et semblent élevées chez les répondeurs

→Deux sous-groupes de réponse



Lymphocytes T NON CART (quantification)
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Leucaphérèse J-5 avant injection

NR R
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J0 avant injection
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→ Proportion plus importante des lymphocytes T régulateurs chez les non répondeurs avant et après traitement 
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Leuca 0,01 0,01

J-5 0,01 0,01

J0 0,12 0,04

J7 0,03 0,02

J10 0,00 0,01

J14 0,02 0,01

M1 0,04 0,04

M3 0,13 0,04

M6 0,59 0,71



Lymphocytes CART (quantification)
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CD8

EM

CD8

EMRA

CD8

N
Treg

J7 0,11 0,17 0,31 0,90

J10 0,19 0,57 0,99 0,99

J14 0,29 0,42 0,46 0,87

M1 0,04 0,03 0,02 0,00

M3 0,68 0,70 0,72 0,47

M6 0,93 0,59 0,34 0,25
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→ ↑ des lymphocytes T CD8 effecteurs (EM et EMRA), naïfs et T régulateurs chez les répondeurs



Lymphocytes T NON CART (MFI: fonctionnalité)
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Population 

lymphocytaire
Temps CD95 LAG3 PD1 Tim3

CARnonT_CD8_EM
Leuca

0,62 0,54 0,01 0,23

CARnonT_CD8_EMRA 0,51 0,76 0,03 0,66

CARnonT_CD8_EM
J-5

0,35 0,03 0,02 0,01

CARnonT_CD8_EMRA 0,76 0,03 0,01 0,05

CARnonT_CD8_EM
J0

0,17 0,03 0,09 0,59

CARnonT_CD8_EMRA 0,19 0,00 0,13 0,11

a) Niveau d’épuisement des cellules lymphocytaires 
T non CAR avant injection : 

→ Lymphocytes T CD8 effecteurs apparaissent plus 
épuisés chez les non répondeurs avant injection



Lymphocytes CART (MFI: fonctionnalité)

27

→ Différence significative sur 
les populations CM, N, Treg  

Population 

lymphocytaire

Temps CD95 LAG3 PD1 Tim3

CART_CD4_CM

M1

0,03 0,02 0,01 0,03

CART_CD4_EM 0,02 0,07 0,91 0,76

CART_CD4_EMRA 0,91 0,08 0,27 0,56

CART_CD4_N 0,14 0,04 0,27 0,05

CART_CD8_CM 0,56 0,14 0,91 0,47

CART_CD8_EM 0,65 0,23 0,48 0,06

CART_CD8_EMRA 0,84 0,71 0,83 0,64

CART_CD8_N 0,10 0,05 0,09 0,10

CART_Treg 0,01 0,02 0,05 0,01

b) Niveau d’épuisement des cellules lymphocytaires T CAR : 



Lymphocytes CART (MFI: fonctionnalité)

28

→ Les lymphocytes T CD4 CM, T 
régulateurs apparaissent plus épuisés 
à 1 mois après injection chez les 
répondeurs

b) Niveau d’épuisement des cellules lymphocytaires T CAR à 1 mois : 



Synthèse des résultats obtenus

Répondeurs

Comparaison des sous-populations 
lymphocytaires T non CAR

↓ des lymphocytes T régulateurs avant et 
après traitement 

Comparaison des sous-populations 
lymphocytaires T CAR

↑ des lymphocytes T CD8 effecteurs (EM et 
EMRA), naïfs et T régulateurs à 1 mois

Comparaison des MFI des sous-populations 
lymphocytaires T non CAR 

↓ épuisement des lymphocytes T CD8 
effecteurs avant injection

Comparaison des MFI des sous-populations 
lymphocytaires T CAR 

↑ épuisement des lymphocytes T CD4 CM, T 
régulateurs à 1 mois après injection





CAR in-vivo

• “off-the-shelf”, simplification du process

• Logistique, temps d’accessibilité, cout diminués

• Pas de conditionnement (lymphodepletion)

Courtesy G Manson & CALYM



Jordan, Med Sci 2026

CAR in-vivo



En conclusion

• 1) Pertinence clinique?

– Quantification

– Populations immunitaires

• 2) Perspectives

– TCE / CAR in vivo: suivi?

• 3) Stratégie de monitoring: guidelines UNITC
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