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Greffes de cellules (souches) hématopoiétiques

1957 - Edward Donnall Thomas a New-York, greffe de moelle chez I'homme, entre un
=) patient leucémique et son vrai jumeau mais beaucoup de déces. Prix Nobel de
médecine en 1990 partagé avec Joseph Murray (greffe de rein).

1959 - George Mathé a I'hdpital Saint-Louis a Paris. Allogreffe chez 6 physiciens
yougoslaves irradiés a la suite d’'un accident nucléaire, 4 ont survécus a la greffe.

Les premiers succes prolongés datent des années 1970 et la premiere description de
réussite en cas de donneur non apparenté est faite peu apres.

En 1987, Eliane Gluckman est a |'origine de la premiere greffe de sang de cordon
(maladie de Fanconi).




Immunosurveillance des tumeurs : les preuves

TIL : efficacité
dans le mélanome

Fort infiltrat de cellules immunosuppressives

-> mauvais pronostic

Rosenberg, Current Opinion Immunology 2009
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Les CAR-T cells
(chimeric antigen receptor T-cells)

Generating super-soldiers
the production of CAR-T cells

Chimeric Antigen Receptor

retroviral
vector
?
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T-cell CAR-T cell



Les CAR-T cells
(chimeric antigen receptor T-cells)

T cell
receptor

(TCR) Tumor cell

Antigen
processed and
presented by MHC

Le TCR requiert la présentation d’un antigene
par une molécule du CMH



Structures des différentes générations de CAR

1ére 2de 3éme 4éme génération
génération génération génération (TRUCK ou CAR armés)

scFv (reconnaissance de Cytokines
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Domaine de
signalisation CD3(

9 |Domaines de
co-stimulation

Transgene
inductible

Cytotoxicité 1
Prolifération 1
Sécrétion de cytokines 1
Résistance 1

Persistance in vivo 1
Rubio et al, Bull Cancer, 2018



Les CAR-T cells, pas si nouveaux...

1959
Treatment of
leukaemia in humans 1984 1992
with supralethal 1971 Use of lymphokine- Beginning
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1 1 1 1 1 1
| 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 ::)
T T T T T T T
Discovery of thymus Use of tumour- Use of donor- Second- Investigational Use of CD19
involvement in cellular infiltrating lymphocyte generation [ new drug CARs inacute
immunity lymphocytes infusion to treat CARs application for lymphoblastic
in metastatic EBV-associated (4-1BB- CD19 CAR leukaemia
1962 )
cancer lymphoprolifer- based) therapy 2013
ative disorder
= after trans- b =l
plantation

1994



Production de lymphocytes T génétiquement modifiés par un CAR
pour une application clinique

CAR T-cell Therapy

Remove blood from BT cel Make CAR T cells in the lab
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Une cible privilégiée en hématologie : le CD19

@ Copright 2014 1te P
 Antigene de surface exprimé
fréquemment et fortement

Target binding domain:
antibody derived (scFv)

Tumor cell

* Expression restreinte aux
lymphocytes B

 Exprimé dans les lymphomes et Bl

leucémies, occasionnellement dans

les myélomes multiples

Essential activating
domain: CD3T

Sadelain, 2015



Les CAR-T anti-CD19 disponibles en 2023
Lymphomes agressifs
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Les CAR-T anti-CD19 disponibles en 2023
Lymphomes indolents
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Les CAR-T anti-CD19 disponibles en 2023
Leucémie aigue lymphoblastique

.
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Quel paysage AVANT les CAR-T ?

Outcomes in refractory diffuse large B-cell ymphoma: results from the international SCHOLAR-1 study (Michael
Crump et al, Blood 2017)

636 patients
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Surviea 2 ans : 20%
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Efficacité des CAR-T dans les lymphomes B diffus a

grandes cellules
Essai JULIET (Schuster et al, NEJM 2019)

Tisagenlecleucel
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Efficacité des CAR-T dans les lymphomes B diffus a

grandes cellules
Mise a jour de |'essai ZUMA-1 (Locke FL et al, Lancet Oncol 2019)

Axicabtagen ciloleucel
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Déclinaison des essais cliniques
par Kite-Gilead

ZUMA-1 DLBCL, 3+ Axi-cell
ZUMA-2 MCL, 5+ I Brexucabtagene
Autoleucel
ZUMA-3 ALLR/R I Axi-cell
ZUMA-5 iNHL (FL, MZL) , 2+ I Axi-cell
ZUMA-7 DLBCL 2L, phase Ill, 2L 1l Axi-cell
ZUMA-12 DLBCL, 1L 1 Axi-cell

ZUMA-23 High Risk DLBCL, 1L I Axi-cell



ALYCANTE

Un essai de phase 2 évaluant I'axi-cel en 2¢me ligne de traitement de LDGCB non

eligibles a I'autogreffe

ALYCANTE

Axi-Cel in LYmphoma CAR eligible but Non Transplant Eligible

» Phase Il, single arm, open label, prospective, multicenter study

* 20 centers in France and Belgium

» N =40 patients infused between April 26th, 2021, and January 19th, 2022
» Data cutoff = October 17th, 2022

Optional: Bridge (optional): Tumor
corticosteroids R-GEMOX x 1-2 biopsy at D2
v OR corticosteroids (optional)
. X Conditioning Axi-Cel Long term FU
ICF signature | ¥ Enrollment v »|  chemotherapy* . i- J
Screening "| Leukapheresis A {8 fews) i (Day 0) ? (283y)
| -~ -
I | . .
it 15 = *
.l Pre-treatment PET-scan and ct DNA
PET-scan Day 14
and ctDNA M1,3,6,98&12

D'apres la communication de R Houot (abs 166) "Axicabtagene ciloleucel as second-line therapy for large B-cell ymphoma in transplant-
ineligible patients: primary analysis of Alycante, a phase 2 Lysa study”



ALYCANTE

Un essai de phase 2 évaluant I'axi-cel en 2¢m¢ ligne de traitement de LDGCB non
eligibles a I'autogreffe

Réponses

Response according to Lugano Response at 3 months
S A . Best response
classification* from infusion

Overall response rate, n (%) 30 (75.0) 37 (92.5)
Complete Metabolic Response, n (%) 28 (70.0) 32 (80.0)
Partial Metabolic Response, n (%) 2 (5.0) 5(12.5)

No Metabolic Response/stable disease, n 0 0
Progressive Metabolic Disease, n (%) 6 (15.0) 2 (5)
Death before assessment, n (%) 4 (10.0) 1(2.5)

 The CMR at 3 months post-infusion (primary endpoint) in the 40 patients of the efficacy analysis

set was 70% (95% ClI, 53.5-83.4)
» 24 patients (60%) remain in CMR at 6 months

D'apres la communication de R Houot (abs 166) "Axicabtagene ciloleucel as second-line therapy for large B-cell ymphoma in transplant-
ineligible patients: primary analysis of Alycante, a phase 2 Lysa study”



L'avancée des CAR-T dans l'algorithme des
traitements du lymphome, essais randomisés

versus SOC
Zuma-7/ 3 essais de phase Ill randomisés
BELINDA ) CAR-T cells versus SOC ??
DLBCL en 1¢ rechute
TRANSFORM

Bridging % % % Crossover %
allowed Bridging CAR-T ASCT allowed Crossover
ZUMA-7 No 0 94 36 No 56 v NS

Transform Yes 63 97 46 Yes 51 & v
Belinda Yes 83 96 33 Yes 51 NS NS



Efficacité des CAR-T dans les lymphomes du

manteau
Essai ZUMA-2 (Wang et al, NEJM 2020)

* 74 patients

* R/R BTKi Brexucabtagene Autoleucel
* 1year OS=83%
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90
B Partial response " E 80 .
80 € .2
2 70 2
3 o Ep 6
a i 40 (67) ‘S &
S 501 T8 40
- @ 3
§ 40- P
Y L =
g 304 a3 204
20 Median, not reached (95% Cl, 9.2-NE)
10_ 0 | 1 I 1 1 ] I 1 I || 1 1 1 | I I 1
2(3) 2 (3) 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
0_
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No.atRisk 60 54 43 383117161513 121211 4 2 2 1 0




Efficacité des CAR-T dans les leucémies aigues
lymphoblastiques

Essai ELIANA (Maude et al, NEJM 2018)

* Inclusion * Primary endpoint: Overall remission rate (CR +
* r/r B-cell ALL, aged 3-21 years* CRi) within 3 months
* Bone marrow with 25% lymphoblasts * 4-week maintenance of remission
* Exclusion * IRC assessment
* |solated extra-medullary disease relapse * Secondary endpoints
* Prior CD19-directed or gene therapy * MRD status, DOR, OS, EFS, cellular kinetics, safety

Study treatment

* Lymphodepleting chemotherapy prior to infusion
— Fludarabine 30 mg/m2 IV daily for 4 doses
— Cyclophosphamide 500 mg/m? IV daily for 2 doses
* Tisagenlecleucel dose range (single infusion)
— 0.2t0 5.0 X 10°cells/kg for patients <50 kg
— 0.1to 2.5 X 108 cells for patients >50 kg



Efficacité des CAR-T dans les leucémies aigues lymphoblastiques
Essai ELIANA (Maude et al, NEJM 2018)

AVANT LES CAR-T cells

1¢r¢ rechute post-greffe
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Crotta A, Zhang J, Keir C. Curr Med Res Opin 2022

ELIANA study
B Event-free and Overall Survival
1.0,
0.9+

0.8

0.7

0.6
Event-free survival

Overall survival

Probability

0.5+ i H {
0.4+
0.3 No.of No.of Median
Patients Events Survival Rate at 6 Mo
0.2+ mo % (95% Cl)
Overall Survival 75 19 19.1 90 (81-95)
0.19 Event-free 75 27 not 73 (60-82)
Survival reached
00 1 T T T ] 1 L] T 1 | 1

0 2 4 6 8 10 12

14 16 18 20 22
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No. at Risk
Overall survival 75 72 64 58 55 40 30
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DESCAR-T

Dispositif dEnregistrement et de Suivi des CAR-T “ .~

French CAR-T registry s OAR




DESCAR-T - FRANCE - GLOBAL RECRUITMENT Nombre de patients au
13/03/2023

2476
(2387 inclus)
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ARTICLES

namure . o
medicine

https://doi.org/10.1038/541591-022-01969-y

I‘ Check for updates

OPEN
A real-world comparison of tisagenlecleucel and

axicabtagene ciloleucel CAR T cells in relapsed or
refractory diffuse large B cell lymphoma

Emmanuel Bachy ©'2%, Steven Le Gouill3, Roberta Di Blasi*, Pierre Sesques’,

Guillaume Manson®, Guillaume Cartron®, David Beauvais©’, Louise Roulin®, Francois Xavier Gros®,
Marie Thérése Rubio'™, Pierre Bories™, Jacques Olivier Bay™, Cristina Castilla Llorente®,

Sylvain Choquet©', René-Olivier Casasnovas', Mohamad Mohty'¢, Stéphanie Guidez",

Magalie Joris™, Michaél Loschi®©™, Sylvain Carras?°, Julie Abraham?, Adrien Chauchet?,

Laurianne Drieu La Rochelle®, Bénédicte Deau-Fischer?, Olivier Hermine?, Thomas Gastinne?¢,
Jean Jacques Tudesq©¢, Elodie Gat?, Florence Broussais?®, Catherine Thieblemont©#4, Roch Houot®
and Franck Morschhauser”?




Etude du registre DESCAR-T

Emmanuel Bachy et al, Nat. Med 2022

s

tisa-cel

tisa-cel

X

PS-matching axi-cel

<

IPT-weighting

477 patients analysés

ASH 2021 — Abstract 92 DESCAR-T — A propensity score-matched comparison of tisa-cel vs axi-cel — Bachy et al.



Propensity score-matching analysis

Emmanuel Bachy et al, Nat. Med 2022
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Complication des immunothérapies induisant la lyse ou
'activation massive de lymphocytes : le syndrome de
relargage cytokinique (CRS)

- Increasing severity =—

Rituximab
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Activation

IL-6
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Le syndrome de relargage cytokinique (CRS)

Modele physiopathologique

(d’aprés Emma C. Morris et al, Nat Rev Immunol 2022)
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ICANS Immune effector
Cell-

Associated
- Neurotoxicity
Syndrome

Inflammatory Macrophage Hemodynamic instability
cytokine release mediator release Tachycardia
Hypotension
Leukemia o ©6©° Capillary leak syndrome

+ fievre CRS

Organ dysfunction

AST and ALT elevation
Hyperbilirubinemia
Respiratory failure




Cinétique du CSR et ICANS

(adapté de Emma C. Morris et al, Nat Review immunology 2021)
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Toxicité en “vraie vie”’, données DESCAR-T

Bl Grade >3 CRS

: . 15— Grade >3 ICANS
tisa-cel axi-cel P-value
N=146 N=146 P=0.001
At least one CRS o o
of grade >=3* 106 (72.6%) 121 (82.9%) 10-
No 137 (93.8%) 134 (91.8%) ) e
5 p P=0.497 °
Yes 9 (6.2%) 12 (8.2%) o~
At least one
Neurotoxicity of 28 (19.2%) 63 (43.2%) 5
grade >=3*
No 143 (97.9%) 129 (88.4%) P = 0.001
Yes 3 (2.1%) 17 (11.6%) ) ) 0- | |
*per ASTCT consensus grading criteria, Lee et al., BBMT, 2019 > P > >
(¢) <O <O (¢)
4 ’\O 4 ’\O
.&0 o .;f;b o

ASH 2021 — Abstract 92 DESCAR-T — A propensity score-matched comparison of tisa-cel vs axi-cel — Bachy et al. 35



CD19 CAR-T therapy and sepsis
“dancing with the devil”

A Any Infection B Bacterial Infection
100 A 100 4
133 patients 2 80- 8 80-
J0aJao 3 =
= =
2 2 17%
g E 404
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severity e ORC N
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5" L {:’:}
3 80 o
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i with & E T e, 9
a§soc a‘ted- t : | 9% s | 4%
infection in a = e
multivariable 3 o0{ S 204
analysis e : e
0 7 14 21 28
Days after CAR-T-cell infusion Days after CAR-T-cell infusion

(Joshua A. Hill et al, Blood 2018)



'avenir des
CAR-T cells



'avenir : les nouvelles cibles... .-~
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Limites a l'efficacité « durable » des CAR-T cells
(selon Shah and Fry, Nat Rev Clin Oncol 2019)
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'CAR T cells ‘ ' Limited CAR ‘ %
do not expand T cell persistence \
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Les criteres pronostics chez les patients traités par
CAR-T cells

[ PATIENT FEATURES

w High IPI ’
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T CD8'CD27'PD-1" T-cells
P53 alterations : t CD8'CCR7°CD27"
T ctDNA detection of tumor clonotype and/or mutatlons 1 CD45RA'CCR7*

4 or loss of CD19 expressmn : 1 “Polyfunctional” T-cells

POSITIVE

From Caballero AC et al, Front Immunol 2022 "
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High metabolic tumor volume is associated with decreased efficacy of
axicabtagene ciloleucel in large B-cell ymphoma

Relapsed/Refractory
Large B cell Lymphoma
PFS after Axi-cel therapy
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. :@®,: American Society o- Hematology
Erln A. et al., Blood Adv, 2020, %) ’_p: Helping hematologists conquer blood diseases worldwide



Predictive factors of early progression after CAR T-cell therapy in relapsed/refractory diffuse
large B-cell lymphoma

Strata

1.00 A
0.75 4
3 LL-N—O—é—O—w
E
(=]
'§ 0.50 A
o
i
(=1
0.25 4
p < 0.0001
0.00 4
1 1 L] 1
0 6 12 18
Months
Number at risk
factor=0 4 53 27 14 0
factor=1 4 38 11 6 0
factor=2 4 25 3 1 0
0 6 12 18
Months

Laetitia Vercellino et al. Blood Adv, 2020

49% des rechutes servient dans le ler
mois

Facteurs de risque :

e Sites extra-nodaux =2
 CRP augmentée

« TMTV haute (a I'injection)

® " American Society o Hematology

.‘-F Helping hematologists conquer blood diseases worldwide
-~ =



nature medicine

Article https://doi.org/10.1038/s41591-023-02234-6

A non-antibiotic-disrupted gut microbiome

isassociated with clinical responses to

CD19-CAR-T cell cancerimmunotherapy

d

No antibiotics

1.001 \¥ Low-risk antibiotics
2 ' High-risk antibiotics
% 0.75 1 \.  HR (low-risk), 1.26 (95% Cl, 0.72-2.19)
5 “\_HR (high-risk), 3.05 (95% CI, 1.96-4.75)
c 0.50 s
© -
2 0251
o
Q. P <0.0001
0 4
0O 3 6 9 12 15 18 1 24
Months after CAR-T infusion
No. at risk

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Christoph K. Stein-Thoeringer et al, 2023

A

Progression-free survival - multivariate Cox - Regression

Antibiotics risk
strata

Age

ECOG

Country

LDH

CRP

Bulky disease

Prior therapies

none
(n=110)
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(n=26)

high-risk
(nig36)

<65
(n=97)

>65!
lﬂ=7g)
0+1
(n=149)
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(n=23)
Germany
(n=66)
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(n=106)

<ULN
(n=91)
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(n=77)
<ULN
(n=71)
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(n=90)
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n_.e_.sm,
1-3
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(n=64)

Reference
1.18
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177
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Reference
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(0.76 - 2.0)
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172
(1.04-28)
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(0.86-23)

Reference

0.73
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0.83
(051-13)
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(95% C1)

p-values

0.635

Hazard ratio

0.006

0.647

0.078

0383

0034

0.174

0.354

0.426

*¥%



Echappement immunitaire lié a la cellule
tumorale (bispe et CART)

* Perte ou mutation du CD20 ou CD19 (pas on/off)

» Méme si les CAR ont une affinité meilleure, et un plus grand nombre de
CAR exprimé (en comparaison avec le complexe TCR)

» Le complexe TCR normal s’active complétement a moins de 100 peptide __ F BsAb
par CPA alors que les CARs nécessitent plus de 1000 peptides par cellule — 5
cible §M /
A;.u
e Surexpression des checkpoints immunologiques

* Influence des mutations de TP53 et des amplifications de Myc

Lymphoma cell



Dysfonction des CAR T cells

Normal Deregulated
icos metabolism metabo;ism PD-1
cD28 - 205 o020 - CTLA-4
CAR  CAR

e Diminution de I'expression du CAR

NF«B, AP1,
TCF1,etc.

Effector genes :
s

TOX, NR4A,
+ BLIMP1, etc.

L]
. Repressor genes

* Problémes d’activation et d’expansion i

CD226 ® 0" Perforin  TNF ‘:’. KLRG-1
@® GzmB

e Exhaustion :

» role du domaine de costimulation _ |
> « tonic signaling » _—

Y of a4 - High effector fuctions - Loss of effector functions
» différence CD4 / CD8 _Cell growth arrest

- Increased proliferative capacity
- Persistent cytokine production - Exhaustion and senescence




Microenvironnement tumoral suppresseur
(bispé et CART)

* MDSC

* CAF

TAM

* TAM




Principales méethodes de détection des cellules CAR-T

—_—

I. Marquage du CAR

Anticorps anti-idiotype
ou anti-linker couplé a

un fluorophore

® f

'\ Antlgene cible
Fluorophore soluble
VL

iy \

1. Protéine cible recombinante

soluble couplée a de la biotine ~ 1- Protéine cible recombinante

? - soluble couplée a de la biotine
2. Reconnaissance de la biotine

par un anticorps anti-biotine
couplé a un fluorophore

o *

’ Biotine ? Streptawdme

NB : D’autres marquages peuvent étre réalisés de maniére
concomitante sur le méme échantillon (CD3, ...)

2. Reconnaissance de la biotine
par de la streptavidine couplée
a un fluorophore

Protéine cible recombinante

soluble directement couplée

aun ﬂuorophore

Cytométrie

Il. Cytometrie Population initiale = lymphocytes

Lymphocytes T totaux
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Principales méthodes de détection des cellules CAR-T
Quantification du transgene CAR

/\/CIIDA/\ I. Design des régions amplifiées Il. Techniques de quantification

\—,——— Transgéne CAR
) Tisa-cel _
Axi-cel Liso-cel

WH VL VH VL i
—_— PCR quantitative en
“ \ temps réel (QPCR)
LTR LTR
oy = o o o Et -/:
© o PCRLTR e
o o0
5 Zone de jonction ;‘
i) 4 VI >4
[+¢] : VN [aa] v N
cal 8 .18
(9]
STi_ 5119

PCR digitale quantitative



Recommandations de suivi immunologique chez les patients traités par cellules CAR-T
Rubio et al, Bulletin du Cancer 2021

Produit d’aphérése ou sang CART-cells Patient .B

périphérique "

v" Quantification des cellules CAR-T par CMF (% et VA):

-a J0, 2 a 3x/sem jusqu’a J21, J28=M1, M2, M3, M6 puis/6 mois (arrét en cas de
disparition du signal
Analyses P gnal)
Fortement v"  Quantification des Lymphocytes T (CD3, 4, 8), B et NK:
recommandées -a chaque point d’analyse des CAR-T
v"  EPP et gammaglobulines :
-a M1, M2, M3, M6 puis / 6 mois
v Phénotypage des lymphocyte:
Analyses -TCD3, CD4, CD8 _viabilité et % -Apreés disparition du signal en CMF puis M2, M3, M6 puis / 6 mois
. -B, NK v" Quantification des cellules CAR-T dans la MO et le LCR :
Ratommsnabes -T naifs/mémoires v" Phénotypage T: i '
-lors de prélévements dans ces tissus
v - . -CD3/4/8 — .
Congélation de sérum v’ Congélation de sérum:
- Pour dosage de cytokines ou sBCMA a JO et a chaque point de suivi des CAR-T
v" Phénotypage élargi des lymphocytes T:
-a JO et 1 fois par semaine tant que CAR-T > 1% des T CD3
Analyses -T naifs/mémoires, marqueurs d’activation ((CD25, HLA-DR) et d’épuisement
Optionnelles (PD1/Tim3/ LAG3)
v A chaque point de suivi des CAR-T :
-reconstitution des populations immunes non CAR (T, NK, monocytes...)
-dosages de cytokines ou congélation de sérum (protocoles recherche)
¥’ Quantification des cellules CAR-T et phénotypage étendu dans d’autres
prélevements que le sang (PL, MO, ganglion..)




