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T Cell vs. Chimeric Antigen Receptors
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Cellules CAR-T: nouvelle technologie de thérapie génique et cellulaire

Modifications du domaine intracellulaire définissant plusieurs générations
de cellules CAR-T
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Cellules CAR-T autorisées par la FDA

Médicament

Compagnie

Antigene cible

Domaines de Costimulation

Activation

Date d’approbation

Tisagenlecleucel
(Kymriah)

Axicabtagene ciloleucel
(Yescarta)

Brexucabtagene autoleucel

(Tecartus)

Lisocabtagene maraleucel
(Breyanzi)

Novartis
Pharmaceuticals

Gilead

Gilead

Bristol Myers Squibb

CD19

CD19

CD19

CD19

4-1BB
CD3

cD28
CD37

CD28
CD3¢

4-1BB
CD37

Adultes avec une leucémie aigué 30 aout 2017
lymphoblastique
Adultes avec un lymphome B a 18 octobre 2017
grandes cellules réfractaire ou en
rechute
Adultes avec un lymphome du 24 juin 2020

manteau réfractaire ou en rechute

Adultes avec un lymphome B a 5 février 2021
grandes cellules réfractaire ou en
rechute

Adapté de Orvain et al, Arthritis Rheumatol 2021



Cellule CAR-T utilisée en hématologie: CART-T anti- CD19

CYTOTOXICITE

Auto-Ac

CAR-T

Chimeric Antigen Receptor T cells

* Traitement des hémopathies lymphoide
> Lymphome B a grandes cellules
> Leucémies aigués lymphoblastiques

- Effet lympho-déplétant plus large et
profond que celui obtenu avec les Ac
monoclonaux anti-CD20



How work CAR-T cells?
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Limites d’utilisation des cellules CAR-T anti-CD19

* Syndrome de relargage cytokinique
- 54 2 91% des patients traités par des cellules CAR-T CD19

- Fievre, hypotension, insuffisance respiratoire pouvant conduire a une défaillance
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Approaches to B cell Depletion

Compleme
nt

CAR T cells:

Sustained presence in vivo
Self-replicating, ‘living drug’
Capable of migrating to tissues
Direct effect on target B cells
Binding to CD19 is cytotoxic



Amélioration de la survie et du phénotype lupique des souris MRL-Ipr traitées par CAR-T anti-CD19
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Premieres expériences d’utilisation des CAR-T anti-CD19 dans le lupus

Table 1| Patient characteristics at baseline

Samirn tredrmerd ot aciony
Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5

P o110 959 @0 de§ 310
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ol "?‘:“ - "“3'_':_:‘_] ! E:]:T] wl ""(":m ) "‘:"_:“_] Baseline anti-dsDNA (U mi-") 5,600 2,060 479 4 52
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R * -9 @ - - Proteinuria (mg per 24 h) 2015 3,080 6539 8096 88
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200 :; 10,000 3 Treat t
im andl L Glucocorticoid pulses (yes/no) + + + + +
E A Hydroxychloroquine (yes/no) + + + + +
i | o'ﬁ’ MMF (yes/no) + + + + +
owh:nx ot:.:nn Aulhlﬂpru"(m. ) — = - + +
Fig. 2| CART in vivo and of B calls. &, Dot plots showing CO3* T cells (y axis) and CAR T cells (r axis) at day +1 and day S e e o i * = =
+9 after CAR T cell adk CART cells d in all five patients with SLE from day 1 to day 9. b, Cieculating CAR T cell numbers in the five Rituximab (yes/no) + - - - -
fod Mrmbars o g ot ie boad o, COF T S COU" T tall ménecyss i cughl s ha v ptons i S ARG Belimumab (yes/no) + + + + +
first 304 after treatment (N=5). m(m) TAC = = MTX. LEF =
ANA, antinncie a, tactor C3 HEM, of SLE: LEF, MTX, MYO, is: NUC, ati PCNA,
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Mackensen et al, Nature Med 2022



Efficacité clinique
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Fig. 3 | Effects of CAR T cell treatment on the activity of systemic lupus erythematosus. a, SLEDAI-2K scores at baseline and 3 months after CAR

T cell administration (N=5). b, Proteinuria at baseline and 3 months after CAR T cell administration (N =5). ¢, Complement factor C3 levels at baseline
and 3 months after CAR T cell administration (N=5). d, Anti-dsDNA antibodies assessed by radioimmunoassay at baseline and 3 months after CAR

T cell administration (N=5). e, Fatigue measured by numerical rating scale (0-10) at baseline and 3 months after CAR T cell administration (N=5).

f, ELISA-based quantification of antibodies against double stranded (ds) DNA, single stranded (ss) DNA, secondary necrotic cells (SNECs), nucleosomes,
Smith (Sm) antigen, Sjogren's syndrome (55)-A/Ro60, SS-A/Ro52 and 55-B/La antigens and histones at baseline and 3 months after CAR T cell
administration (N=5).
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Tolérance de la procédure

N

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 o 1

3 4 5§ & 7T 8 9 W

Days after CAR T cell herapy Days afier CAR T cell therapy
Fig. 5 | Safety of CAR T cell treatment in systemic lupus erythemat: a-f, Body ture (@), heart rate (b), systolic blood pressure (¢), diastolic
blood pressure (d), serum levels of C-reactive protein () and IL-6 (f) during the first 10d after CAR T cell administration (all N=5); no IL-6 measurements
are depicted in patient 4 after receiving anti-IL-6R infusion (tocili b) as the of IL-6 is not reliable (false high) during detection of

nectralizing antibodies. Mackensen et al, Nature Med 2022



Sclérodermie systémique (SSc)

Fibrosis Generalized micro-angiopathy




Baseline 3-Months Follow Up 6-Months Follow Up

CD19-targeted CAR-T cells N 3 v
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Souris transgénique Fra-2 c Hypertension pulmonaire
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Déplétion des lymphocytes B sous anti-CD20 et anti-CD20 + CAR-T CD19
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Les cellules CAR-T CD19 induisent une aggravation du score
Clinigue et une surmortalité chez la souris Fra-2

30—
10—
- Fra-2
204 " & Fra-2 + Anti-CD20
& Fra-2 + Anti-CD20 + CD19 CAR-T 8-
) A
c
s : ] 2.0
- 10 °o® [
1 o
%’ : oo " A 8 6=
;' [ 157 'g
g g 5
B ] g
g7 <
= £
o
0.5
[ ]
A
-20 T T T 0.0 T T T
Fra-2 Fra-2 Fra-2 0 2 4 6
+ anti-CD20 + anti-CD20
+CD19 CAR-T weeks

**p<0.01, determined by one-way analysis of variance with Tukey’s post hoc test

%k b
100 -~ Fra-2
* % s 1 I -~ Fra-2
> - 1 + anti
S anti-CD20
A 2 ] I R
a 1 | 0 - —— Fra-2
k3] ] + anti-CD20
2 504 +CD19 CAR-T
o o
A [} e
g ]
] ]
o ]
0 T T
0 2 4 6 8
Weeks
Weeks 1] 2 3 4 5 6
Fra-2 16 16 15 14 14 12
Fra-2 Fra-2 Fra-2 Fra-2+anti-CD20 15 15 15 13 11 10
+ anti-CD20 + anti-CD20 .
+CD19 CAR-T Fra-2 + anti-CD20 + CD19 CAR-T 8 8 5 4 4 3

Avouac et al, Arthritis Rheumatol 2023
Collaboration with Philippe Bousso, Institut Pasteur



Les cellules CAR-T CD19 induisent une aggravation de la PID chez les souris Fra-2

Fra-2 + Anti-CD20
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Les CAR-T CD19 induisent une aggravation de I’hypertension pulmonaire chez la souris Fra-2

Fra-2 + anti-CD20
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Les CAR-T CD19 s’accumulent dans le poumon et augmentent la réponse T
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IL6 concentration pg/mL
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Synthese de ces résultats

Les thérapies anti-B n'ont pas été efficaces chez les souris
transgéniques Fra2.

L’'inflammation pulmonaire exacerbée des souris Fra2 a stimulé
I'accumulation et I'expansion des cellules CAR-T CD19
I’activation des lymphocytes T et une inflammation systémique
I’aggravation de la maladie.

Nos données incitent a la prudence lors de la future utilisation
des cellules CAR-T CD19 dans la PID des connectivites

Avouac et al, Arthritis Rheumatol, in revision



CD19-targeted CAR-T cells
in myositis
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Figure 1. Patient’s Clinical Details and Treatment History
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Figure 2. Quantification of CD19-Targeting CAR T Cells and Early Immunologic Responses
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Cellules CAAR-T (chimeric autoantibody receptor )

> Les cellules CAAR-T expriment un autoantigéne

Autoantigéne extracellulaire reconnu par le BCR

Charniére > La reconnaissance d'autoantigéne par les lymphocytes B

WMLWW autoréactifs conduit a l'activation du CAAR et a la lyse
” ” ” ” ” ” ” ” ” ” “ ” ” “ spécifique des cellules B pathogénes

> Pas d’utilisation chez ’homme — expérience préclinique

Domaine d’activation > Difficulté: nécessité de connaitre la structure moléculaire
de I'autoantigene ciblé

Motifs ITAM

l

ACTIVATION

Adapté de Orvain et al, Arthritis Rheumatol 2021



Mélange de 3 hybridomes producteurs d’Ac anti-Dsg3,
injectés par voie i.v.

Bioluminescence imaging

T () 1

Day: 0 4 5 7 9 1 14* 18
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Ellebrecht et al, Science 2016

Dsg3 CAAR-T contréle les hydridomes, réduit le titre
d’Ac, et prévient le décollement cutané
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Cellules CAR-Treg

SUPPRESSION * Transfert de Treg dans le diabete de type 1
LT autoréactif ou Ia GVH

* Limite: absence de spécificité: effets « off
target »

> Réduction des défenses anti-infectieuses et
anti-tumorales
* CAR-Treg ciblage d’un antigene spécifique
> Accumulation sur le site de I’'antigene cible

> Meilleure capacité de suppression des
réponses effectrices

CAR-Treg

Chimeric Antigen Receptor Tregs




Utilisation préclinique des cellules CAR-T

. . s . Domaines de o . o
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Costimulation/activation

Cellules CAR-T
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Migration des CEA-CAR Treg
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CEABAC Accumulation des CAR-Tregs
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Cancer colo-rectal ACE Colite induite par CD28/CD37 Diminution de la croissance Blat et al
le DSS tumorale
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Perspectives d’utilisation des cellules CAR-T dans la PR
O—JonT —— \
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Perspectives d’utilisation des cellules CAR-T dans le lupus systémique

Primary or secondary
necrosis
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Perspectives d’utilisation des cellules CAR-T dans la sclérodermie systémique
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Conclusion

Cellules CAR-T: efficacité significative dans les hémopathies B, conduisant a la
réflexion de leur potentielle utilisation dans les maladies auto-immunes

A court terme: utilisation des cellules CAR-T CD19 dans le lupus. Puis SSc et
myopathies inflammatoires. Prudence avec la PID

La conception de cellules CAAR-T dirigées contre des antigenes ciblés par des
auto-anticorps est une approche prometteuse Iaour supprimer les lymphocytes B
pathogenes dans la PR, le lupus systémique et la SSc

La conception des CAR-Treg pourrait permettre leur adressage dans les tissus
lésés

Identifier les antigeénes exprimés par les tissus affectés

veiller a améliorer la stabilité des CAR-Treg pour éviter toute inversion de leur plasticité

Les limites potentielles de l'utilisation de la thérapie cellulaire CAR-T sont
le syndrome de relargage de cytokines
leur colt

Potentiel nouvel arsenal thérapeutique pour les maladies auto-immunes
rhumatismales ne bénéficiant pas traitement curatif a ce jou






