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CytHem les questions sur le suivi des CAR-T: indications et
monitoring des CAR-T dans un laboratoire d’"Hématologie

Mikaél Roussel, Rennes



Comment éliminer les tumeurs a I'aide de

Réactiver les LT
spécifiques de la tumeur

CD28 Anti-PD-L1 mAb

a8 Avelumab
MHCJj | CD80/86 - Atezolizumab
Cancer cell/APC * Durvalumab

. Anti-CTLA-4 mAb

» Ipilimumab
Cancer cell death
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Mécanismes d’actions des CAR-T

A LT CD8
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Cytokines
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activation/
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(2) co-stimulation - prolifération
+ des Lymphocytes

@ Signal cytokinique conventionnels

Tumour cell
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Tumour death
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proliferation, cytotoxicity) T cell

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Structure du CAR-T

': \‘.~ - Anti-tumor signal Tumor antigen
- > Antigen-binding ' . ./\ . :
region (scFv) o v
Monoclonal Hinge region
antibody

nﬂﬂ nﬂﬂ Transmembrane
wu wu region Teell Tumor cell

_______________

' Cell activation :
+ Cytotoxicity induction .
. Cytokine production '
' Cell survival

i Cell proliferation

TCR-CD3
complex

Signal transduction - - - - - - >
region

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

Creative Biolabs



Evolution des CAR-T

Seminal research 1993 2nd-generation 2007 4th-generation

1989 1st-generation 1998 2003 2004  3rd-generation 2009
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DLBCL : Lymphome Diffus
a Grandes Cellules B

Axicabtagene

i Lisocabtagene
Tisagenlecleucel

Différents
types de CAR-

Domaine de signalisation

T utilisés (2eme

ciloleucel

(Axi-cel)

Cible ||H] CD19
Domaine de costimulatior [] CD28

|
H CD3

;- . Taux de CRS (dont sévere)? 92% (9%
génération) ( ) ek
Taux d’ICANS (dont sévere)? 67% (31%)
Taux de réponse globale 80% (60%)

(dont réponse compléte)? 3

Sd de relargage des cytokines (CRS: Cytokine Release Syndrome)

Neurotoxicité (ICANS: Immune effector Cell Associated Neurotoxicyty Syndrome)

. maraleucel
(Tisa-cel) (Liso-cel)
Uil coss JIL cowo
4 4-1BB ' 4188

H CD37

58% (21%)

21% (8%)

66% (42%)

H CD3¢

42% (2%)

30% (10%)

73% (53%)

1. Meng J et al., Front Oncol, 2021

2. Abramson JS et al., The Lancet, 2020

3. Bachy E. et al., Nat Med, 2022



CAR T- cells and bispecific Abs : Acute toxicity
P

Cytokine release syndrome Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
CRS ICANS
Tumour site Blood CNS

Monocyte
recruitment
and macrophage

Activated Monocyte

macrophage | recruitment
and macrophage

Tumour —48 o ) (_| activation activation? Activation
M "" 0= > of resident
ce microglia
Inflammatory Inflammatory
cytokines and | cytoklne.s and
o chemokines 00 Ochemokmes
> 006 =
A
Disruption
of BBB
Recruitment | Recruitment @6
of CARTcells | of CART cells
to tumour to CNS
Blood vessel BBB

endothelium
Morris et al, Nat Rev Immunol 2022



CAR-T non conventionnels

Tumour
antigen

(©) @)

Engineered CAR ® (perforin, granzyme, @
expression IFNyandTNF)O

© o 0 ° )
©0©

\Co—stimulation X

XBCL11B .. XTCR

N/

\\\ y

M’NK cell

CAR-NK cells

* Promising allogenic product with less GvHD

e Sufficient expansion with
cord blood starting product

* Engineered ectopic IL.-15 expression
increases expansion and efficacy

* Require co-stimulation for significant efficacy

O
Release of NK cell-
mediated killing
granules and cytokines

M1-like phenotype

Macrophage

CAR-Ms
e CAR-induced phagocytosis
of antigen-positive tumour cell
e CAR signalling results in a
pro-inflammatory M1-like phenotype
e Able to cross-present and activate
T cells

Phagocytosis

Protected
tissue

TCFB—© ¢

IL-35

T cell
g

re

CAR Treg cells
* Protect tissues in an antigen-dependent manner
* Secrete immunosuppressive
cytokines (TGF, IL-10, IL-35)
e Limit local T effector cell activation through
expression of molecules such as CTLA4
to outcompete for co-stimulation

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Production de CAR T
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Limites d’efficacité du CAR-T

k\ CD4&CD8
& ©® Tcells
eads or _
icial APCs [ Flow sorting |
column separation
Pheresis Total white
" cells

persistance et 'expansion des CAR-T

dépend du phénotype des lymphocytes

avant aphérese

exhausted, peu proliférant -> mauvaise

explansion

CAR transduction of
tumour (masking antigen)

L i

|
‘ Tumour |
} antigen |
| |

,,,,,,,,,,,,,,,,

Contamination par cellules tumorales

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



R'R-l::turn i ﬁ ﬁ
W to patient j <\

Limites d’efficacité du % ¢
hétérogenéité tumorale/perte

d’expression de I'antigéne

a Antigen escape b T cell exhaustion

composition de I'environnement tumora
(Treg, MDSC)

Immunosuppressive tumour microenvironment

Healthy T cell Exhausted T cell

-

Noor Inhibitory
receptor

gr?;;iarsgir Tumour cell P

effector

function IL.-10 and TGFB PGEZ

dysfonction des CAR-T:
anergie, exhaustion (épuisement), sénescence
peu de prolifération
expression de récepteur inhibiteurs (PD-1, TIM3, LAG3, TIGIT)

Larson, Nat Rev Cancer, 2021



Intérét du suivi biologique des CAR-T

e 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 I'aphérese
— Qualité du produit injecté
— Amplitude d’expansion et persistance du CAR-T apres infusion
* Rapport cellules effectrices/cellules cibles
e CAR-T
e Aplasie B

e 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?

e 3) Exploratoire —> recherche translationnelle



Approches de suivi du CAR-T

Quantification du CAR-T
rapide

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

Avantages Sensibilité++ NA Localisation spatiale
maladie résiduelle, perte
de l'antigene
qualité du produit
d’aphérese et de
réinjection

Pas d’acces aux autres
- I cellules ,
Inconvénients Sensibilité (1%) NA Tissus

Localisation dans la
cellules?




Quantification du CAR-T: anticorps

Direct

@»\\“ Linker QK?\ Idiotype: scFV spécifique du CART
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Antigen-binding
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Signal transduction - .

Signal transduction - .
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[ Signal transduction - .
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Quantification du CAR-T: antigene : fonctionnalité

Indirect Direct
-
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region (scFv)

Antigen-binding

Antigen-binding region (scFv)

region (scFv)

Antigen-binding
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Signal transduction - .

Signal transduction - -
region

Signal transduction - .
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Signal transduction - . r
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region

protéine cible recombinante
protéine cible o + REAfinity mutated Fc backbone (Miltenyi)
, biotine . I
recombinante + FC 1gG2a -> Stabilisation
de dimeére (BD)




Quantification du CAR-T: dPCR

Antigen-binding
region (scFv)

Hinge region

Transmembrane
region

robe

ignal transduction - -
1 region

D3z

gPCR ou dPCR
sur ADN



 CMEF : Cytométrie de flux
v" Facilité d’acceés
v’ Rapidité

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

v’ Différents points cinétiques :

J-5 JP J7 J10 J14 M1 M3

Valeur absolue de CD3 CAR (en cellules/uL)
= N w B wn ()]
o o o o o o

o

Expansion des CAR-T cells in vivo

Cmax

AUCO-28

Tlast

0

I I I I I I I |
Leuca Injection

+=<
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A 4

0 Tma¥

30 40 50

Temps aprés injection (en jours)

60



CD19 CAR Anti-Biotin-PE

CD3 APC
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Peinelt, Frontiers in immunol, 2022



Expérience au CHU de Rennes (-> Mars 2020)

Tube 15 couleurs 9 y

P

T régulateurs :

Lymphocytes T :
CcD3 CD127
Lymphocytes B : Lymphocytes NK : cD4 CD25
CD20 CD16, CD56 CDS

+ CD45RA, CCR7 : naifs, mémoires centraux, effecteurs mémoires et mémoires terminaux
(EMRA)

+ Immune checkpoint : PD1, TIM3, LAG3, CD95

+ Détection des CAR-T : CD19, biotine = 117 variables Cytometre BD-LSRFortessa™



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

e 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 lymphoides T circulantes entre patients
DLBCL répondeurs et non répondeurs a un traitement par CAR-T




Population étudiée

I
I Critere d’inclusion :

: * Patient atteint d’un

I DLBCL (r/r)

: e  Traité par tisa-cel ou axi-
I cel

Période d’inclusion : mars 2021 a
décembre 2022

Patients suivis
n =147

Patients inclus

Tep Scan

Réponse
complete a M6

Non Répondeurs
(NR)
n=21

Répondeurs (R)
n=28

I e .
, Critéres d’exclusion :
1 Si absence d’un point de suivi :

* 1 point précoce

(leucaphérese, J-5)
* JO avantinjection,
* J70ull10

* 1 point tardif (M1, M3, M6,
M12)

Changement de pratique :
- Prélevement sur héparine
—> Stabilité > 24h

22



Comparaison des parametres d’expansion

Parametre AUC

0,0879 0,0703

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

— Deux sous-groupes de réponse

A) AUC
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:o 2
1000 - ,:;_?, z
5- ®e
® (1Y J
100
[ ] [ ]
10 . T
R NR

B) Cmax
10000
oo ®
1000 i .:
[ ) ° [} °
100 °§§:=- o
% :'"."'
° oe®®
10 - oo °
1- °
0-1 l I
R NR

C)
15-

10 -

Tmax




Lymphocytes T NON CART (quantification)
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- Proportion plus importante des lymphocytes T régulateurs chez les non répondeurs avant et aprés traitement



Lymphocytes CART (auantification)
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- P des lymphocytes T CD8 effecteurs (EM et EMRA), naifs et T régulateurs chez les répondeurs



Lymphocytes T NON CART (MFI: foncti

a) Niveau d’épuisement des cellules lymphocytaires %

T non CAR avant injection :

Population
lymphocytaire

Temps | CD95 | LAG3

PD1

CARnonT_CD8_EM

0,62 0,54 0,23

Leuca

CARnonT_CD8_EMRA

0,51 0,76

CARnonT_CD8_EM 0.35

15 0,02

CARnonT_CD8_EMRA

0,76 0,01

CARnonT_CD8_EM

0,17 0,09 0,59

JO

CARnonT_CD8_EMRA

0,19 0,13 0,11

- Lymphocytes T CD8 effecteurs apparaissent plus

épuisés chez les non répondeurs avant injection

Pop

CD95

CD95

Pop

LAG

Tim3

Pop

Pop Pop
CARnonT_CD8 EM Leuca
o P1
=~
CARnonT_CD8_EM_J-5
LAG3 PD1

Pop Pop

CARnonT_CD8_EM_J0

Pop

CD95

Pop

Pop

Pop

onnalité)

s )
LAG3 PD1 Tim3
Pop Pop Pop
CARnonT_CD8_EMRA _Leuca
Tim3

( LAG3 PD1

k Pop Pop
CARnonT_CD8 EMRA _J-5
LAG3 PD1 Tim3
i

Pop Pop
CARnonT_CD8 EMRA_JO

Pop




Lymphocytes CART (MFI: fonctionnalité)

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

Population Temps CD95 LAG3 PD1 Tim3
lymphocytaire
SRR (B l 003 002 001 0,03 I

CART_CD4_EM 0,02 007 091 0,76

CART_CD4_EMRA 091 008 027 056 - Différence significative sur
les populations CM, N, Treg

CART_CD4_N 0,14 ( 004 027 0,05
CART_CD8_CM M1 056 0,14 091 047

CART_CD8_EM 0,65 023 0,48 0,06

CART_CD8_EMRA 084 0,71 083 0,64

CART_CD8_N 0,00 005 009 0,10

CART_Treg 0,01 002 0,05 0,01




Lymphocytes CART (MFI: fonctionnalité)

b) Niveau d’épuisement des cellules Iymphocytaires T CAR a 1 mois:

CD95

Pop

)
LAG3 Tim3
| ’ !
: :JL
Pop
———/
CART_CD4 N M1

095 Tlm

CART_CD4_CM_M1

/coss LAG3

i@l

n&

‘o - Les lymphocytes TCD4 CM, T
I régulateurs apparaissent plus épuisés
| a 1 mois apres injection chez les
"y répondeurs

CART Treg M1



Synthese des résultats obtenus

Comparaison des sous-populations J des lymphocytes T régulateurs avant et
lymphocytaires T non CAR apres traitement
Comparaison des sous-populations I des lymphocytes T CD8 effecteurs (EM et
lymphocytaires T CAR EMRA), naifs et T régulateurs a 1 mois
Comparaison des MFI des sous-populations J épuisement des lymphocytes T CD8
lymphocytaires T non CAR effecteurs avant injection

Comparaison des MFI des sous-populations

lymphocytaires T CAR ™ épuisement des lymphocytes T CD4 CM, T

régulateurs




UNITC, 1°fF CONSORTIUM NATIONAL DE
RECHERCHE SUR LES THERAPIES CELLULAIRES
ET GENIQUES EN CANCEROLOGIE

Labellisé par I'INCa et créé en 2024, UNITC réunit tous les acteurs de I'écosystéme frangais des
thérapies cellulaires et géniques en canceérologie. UNITC favorise la complémentarité, la
transversalité et les synergies pour relever les plus grands défis actuels de la recherche et de
I'acces des thérapies innovantes aux patients.

consortium nationa

Recherche translationnelle
et biomonitoring

cellulaires et geniques

Sophie Caillat-Zucman, Karin Tarte et Vincent Allain

Mapping des laboratoires d'immuno-monitoring

Standardisation des résultats d'immuno-monitoring

Production de guidelines sur le monitoring des patients

Workshop annuel

Valorisation et soutien des équipes UNITC pourles appels
aprojets de recherche frangais et européens



CAR In-vivo

e “off-the-shelf”, simplification du process
* Logistique, temps d’accessibilité, cout diminués
e Pas de conditionnement (lymphodepletion)

4 heme candidates in

o - © o
- . capstan
O Interius ° phase | FIH O @ Q"""""‘

st patient included internus Umoja Ph | FIH in Australia in
in a FIH trial {Interius) healthy volunteers

R Tol theragy b

{:.E‘, Biotec

1st clinical trials $1B $2.1B $350M $1.58

Data published on first 4 patients
in the Lancet (EsoBiotec)

FIH authorized |1 ) = o
1st Investigational Furope @5 Biotec @cap_stan interius L+ ORBITAL
New Drug (IND) :r!l’ten'su; Germgny” o
approved by the FDA en Spain in B ce i M Rric =
(interius, Umoja) ymphoma AstraZeneca abbvie | ) GILEAD | &4 Bristol Myers Squibb

.
P

July 24 Oct 24 Jan 25 Mar 25 Apr 25 June 25 July 25 Aug 25 Oct 25



CAR in-vivo

Anticorps
de ciblage
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CAR-T in vitro CAR-T in vivo

Nanoparticules

Isolation, modification, expansion
R
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. !, ‘
/ ﬁ ’)*/ ADN ou ARNm CAR

. Vecteurs viNaux

e ¥ :
¥ ¥
%
! Y’
Préléevement
\pe \ / S|

Nanoparticule lipidique pour la production de CAR-T in vivo. La particule est dirigée vers les
lymphocytes T a modifier par I'anticorps de ciblage présent a sa surface ; elle fusionne avec ces
cellules T et y introduit son chargement d’ARN messager qui va diriger la synthése d'un CAR
(chimeric antigen receptor) dirigé vers les cellules B a éliminer (extrait partiel et modifié de la figure

1 de [6]).
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En conclusion

e 1) Pertinence clinique?
— Quantification
— Populations immunitaires

e 2) Perspectives
— TCE / CAR in vivo: suivi?

e 3) Stratégie de monitoring: guidelines UNITC
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