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THERAPIE CELLULAIRE T
ADOPTIVE

N. Labarriere

UMR INSERM U892, CRCNA, Nantes, France.

Le transfert adoptif de lymphocytes T spéci-
fiques de tumeurs est une stratégie prometteuse
pour le traitement des cancers, et a été utilisée
avec succes pour traiter des patients atteints
de mélanome métastatique. Lefficacité de ce
type de thérapie repose en grande partie sur la
spécificité et les propriétés fonctionnelles des
lymphocytes T injectés. En effet, les cellules
idéales pour une utilisation en thérapie adop-
tive doivent combiner a la fois des propriétés
effectrices antitumorales optimales ainsi que des
capacités de persistance et d’amplification in
vivo. Depuis plusieurs décennies, les modes de

production de ces lymphocytes ont évolué de la
simple amplification de lymphocytes infiltrant
les tumeurs (TIL) a la production de lympho-
cytes T spécifiques par tri immunomagnétique
ou manipulation génétique. La multiplication
attendue des essais de transfert adoptif et leur
évaluation clinique et immunologique extensive
devrait permettre de définir les caractéristiques
optimales des lymphocytes T a utiliser en termes
de spécificité et de fonction, et ainsi d’ouvrir ce
type de traitements a de nombreuses tumeurs
solides.
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Immunothérapie des cancers au froisieme millénaire

INTRODUCTION

Le transfert adoptif de lymphocytes T CD8* et CD4* spécifiques d’antigénes représente une
stratégie prometteuse pour le traitement des affections virales et des cancers. A I'appui de
Lutilisation des lymphocytes T en immunothérapie antitumorale, il existe une corrélation
entre la présence d’un infiltrat T au sein de tumeurs solides de diverses origines, telles que les
tumeurs ovariennes [1], les cancers colorectaux [2], les cancers du sein [3] et les mélanomes
[4,5] et un pronostic favorable. D’autre part, la spécificité de ces lymphocytes T infiltrant les
tumeurs (TIL) a été démontrée par lidentification d’antigénes tumoraux reconnus par ces
TILs. Cependant, il a été également montré que ces lymphocytes intra-tumoraux ne sont
pas fonctionnels in situ, expliquant ainsi leur échec a contrecarrer la progression tumorale
[6]. Ce dysfonctionnement peut étre induit, d’'une part par le microenvironnement tumoral,
et notamment par 'absence de signaux de danger [7, 8], et d’autre part par la présence
de lymphocytes T régulateurs CD4*CD25* qui empéchent la mise en place des réponses
immunes effectrices [9]. Le transfert de grandes quantités de lymphocytes T sélectionnés in
vitro et fonctionnellement actifs peut permettre de contourner ces mécanismes de tolérance
locale et méme d’induire in vivo 'amplification de nouveaux lymphocytes T effecteurs
antitumoraux [10, 11]. Cette revue fera le point sur les différentes modalités de transfert
adoptif en prenant comme modéle le mélanome métastatique, ainsi que sur les différentes
méthodes a 'ceuvre pour amplifier des cellules effectrices aux propriétés optimales.

n TRANSFERT ADOPTIF DETIL
(LYMPHOCYTES INFILTRANT LES TUMEURS)

L’administration de TIL amplifiés in vitro a été initiée par ’équipe de S. Rosenberg,
a la fin des années 1980. Le premier essai a consisté en Uinjection de lymphocytes
dérivés de tumeurs de mélanome, avec de fortes doses d’IL-2, a des patients porteurs
de mélanome métastatique. Un taux de réponses cliniques d’environ 30 % a été
rapporté pour cet essai [12]. Malheureusement, une telle efficacité thérapeutique de
Uinjection de TIL n’a pas étre confirmée ultérieurement dans des essais similaires [13,
14], ce qui souléve entre autres questions celle de ’hétérogénéité des populations de
TIL injectées, en termes de statut d’activation et de spécificité. En situation adjuvante,
Cinjection de TIL spécifiques du mélanome autologue est bénéfique sur la survie
sans rechute d’un sous-groupe de patients, porteurs d’un seul ganglion envahi avant
'exérése chirurgicale [15-17]. Ce bénéfice thérapeutique a été rétrospectivement
associé a la présence, parmiles TIL injectés, de lymphocytes T CD8* spécifiques de deux
antigénes de mélanome : I’antigéne Melan-A/MART-1 [18] et 'antigéne MELOE-1 [19].
Ces résultats suggerent Uefficacité du transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques
de mélanome en prévention de la rechute pour les patients de stade Ill. En situation
curative, des améliorations décisives de ces traitements ont été apportées dans les
années 2000, par 'équipe de S. Rosenberg, d’une part avec l'introduction de traitements
lymphodéplétants (chimiothérapie associée ou non a une radiothérapie), préalables au
transfert adoptif de TIL, et d’autre part avec une étape de sélection des cultures de TIL
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réactives a la tumeur [20-22] (figure 1a). Parmi les patients métastatiques réfractaires
aux traitements conventionnels ainsi traités, la moitié a montré des réponses objectives
avec quelques réponses complétes. Ces réponses sont durables et observées dans
tous les organes touchés, méme le cerveau. Deux éléments majeurs ont été associés
a ces réponses thérapeutiques : la persistance in vivo des cellules T CD8" injectées
[23], et la longueur des téloméres des cellules injectées, représentative du nombre de
divisions effectuées par ces cellules et conditionnant leur persistance et leur capacité
de prolifération in vivo [24]. Dans ces conditions, 6 mois aprés le transfert adoptif, les
lymphocytes T injectés peuvent représenter jusqu’a 75 % des lymphocytes T CD8*
du patient, ce qui montre qu’un environnement lymphopénique favorise la survie et
’expansion de ces lymphocytes, en éliminant d’une part les cellules T régulatrices et
en augmentant la disponibilité de cytokines indispensables pour la survie des cellules
T, telles que U'IL-15 [25-27].

N

Ampification des
ﬂ' engo (=] M"NES
dE TIL “ﬂau @ en LT spécifigues

bl

Stimulatig i ”"""““""'“““ s
3n'tqémq d)

Saélection des LT
fi r tri

IMUnTBg RSt
et amplification

e) o 5—
Tunsiery ‘—‘r ‘g Sélection et |
—ETAT] SR
de ampiification des LT~

transduits

|m'; _:@5 Sélectionet

i urrvh! ication des LT
= 1'* : transduits

circulan

-

= Figure 1 : Modes de production des lymphocytes T spécifiques de tumeurs
utilisables dans les essais de transfert adopitif.

a) Les TIL sont produits et amplifiés a partir de fragments de la tumeur autologue, et injec-
tés aprés lymphodéplétion. b) Aprés une étape de stimulation antigénique, les lymphocytes
T autologues (enrichis en LT spécifiques) sont amplifiés. ¢) Des lymphocytes d’une spécifi-
cité donnée sont obtenus aprés clonage et amplification. d) Des lymphocytes T polyclonaux
d’une spécificité donnée sont obtenus aprés sélection immunomagnétique et amplification.
e) Obtention de T spécifiques par transfert d’un TCR de haute affinité spécifique d’un com-
plexe HLA-peptide donné, et amplification. f) Introduction de CAR dans des lymphocytes T
issus de la périphérie et amplification.
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Immunothérapie des cancers au froisieme millénaire

B TRANSFERT ADOPTIF
DE LYMPHOCYTES T ANTITUMORAUX
OBTENUS A PARTIR DU SANG
PERIPHERIQUE

La production de lymphocytes effecteurs anti-tumoraux a partir de fragments de
tumeurs pose le probléme de 'accessibilité du matériel tumoral et de la présence
de lymphocytes T spécifiques au sein des TIL, ce qui n’est pas systématique. Des
méthodes alternatives permettant la production de grands nombres de lymphocytes
T spécifiques de tumeurs se sont donc développées, en prenant comme matériel
de départ les lymphocytes T du sang périphérique. Dans le sang périphérique, la
fréquence des lymphocytes T spécifiques d’antigénes de tumeurs varie de 10
(pour les précurseurs les plus fréquents) a 107 parmi les lymphocytes T effecteurs
CD8*. Une fréquence de départ relativement élevée facilitera 'amplification des
lymphocytes T spécifiques, et conditionnera donc le choix de 'antigéne ciblé.
L’étape d’enrichissement en lymphocytes T spécifiques peut étre réalisée par une
stimulation antigénique suivie d’étapes de sélection ou de clonage. Par ailleurs, des
modifications génétiques des lymphocytes T circulants (introduction de récepteurs
chimériques a l’antigéne (CAR) ou d’un récepteur T spécifique (TCR)) peuvent
également étre réalisées, ce qui permet de s’affranchir du probléme de la fréquence
des précurseurs T spécifiques.

D 2.1. Transfert adoptif de cellules T enrichies
en lymphocytes T spécifiques de tumeur

Un nombre relativement limité d’essais de transfert adoptif a été réalisé avec des
lymphocytes de spécificité définie. La majorité de ces études a été effectuée dans
le mélanome et a ciblé des antigénes de différenciation mélanocytaire largement
exprimés, tels que Melan-A pour lequel le répertoire T spécifique de son épitope
HLA-A2 immunodominant est particulierement abondant chez les patients (de 'ordre
de 10 parmi les T CD8* circulants).

L’équipe d’A. Mackensen a été une des premiéres a réaliser un essai de transfert
adoptif de lymphocytes T issus du sang périphérique, fortement enrichis (en moyenne
a 50 %) en effecteurs T spécifiques de cet épitope, a des patients HLA-A2 porteurs
de mélanome [28]. Ce transfert de lymphocytes n’était pas précédé d’un traitement
lymphodéplétant, mais était accompagné d’injections sous-cutanées d’IL2 (figure 1b).
Cette étude a documenté la survie des cellules injectées jusqu’a 14 jours en périphérie,
et leur migration dans les tumeurs [28, 29]. Sur le plan clinique, deux réponses, dont
une compléte, ont été rapportées, sur 11 patients évaluables. Plus récemment, 10
patients porteurs de mélanome métastatique ont été traités avec des lymphocytes
enrichis en T CD4* et CD8* spécifiques des cellules tumorales et 5 d’entre eux ont
présenté des réponses cliniques objectives, ce qui souligne Uefficacité potentielle de
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cette approche [30]. Néanmoins, 'inconvénient majeur d’une telle stratégie est la
co-injection de cellules activées non caractérisées dont l'activité et 'interaction avec
les cellules spécifiques in vivo sont méconnues et difficiles a documenter. Les travaux
ultérieurs ont donc visé a améliorer la pureté et la spécificité des cellules injectées.

D 2.2. Transfert adoptif de populations clonales
spécifiques d’antigénes tumoraux

Le premier essai utilisant des clones T anti-tumoraux dans un essai de transfert
adoptif a été celui de ’équipe de S. Rosenberg, publié en 2001 (figure 1c). Dans cette
étude, des clones T CD8* spécifiques d’un épitope de I’antigéne de différenciation
gpl00 ont été injectés a des patients porteurs de mélanome métastatique, aprés
lymphodéplétion. Ces lymphocytes se sont avérés incapables de persister chez
les patients, et aucune réponse clinique n’a été observée [31, 32]. Deux éléments
pourraient expliquer U'échec de cette approche. La méthode de production de ces
clones T (issus de stimulations peptidiques répétées, en présence de fortes doses
d’IL-2), conduit probablement a un état de sénescence des lymphocytes qui ne sont
plus capables de se diviser in vivo. D’autre part, les patients sélectionnés dans cette
étude étaient des patients qui avaient préalablement été inclus dans un essai de
vaccination avec le méme peptide, et qui n’avaient pas répondu a la vaccination,
suggérant que le répertoire T spécifique de cet épitope avait un impact limité sur la
croissance tumorale.

Parallélement, un essai de transfert adoptif (ACT) de clones T CD8* spécifiques des
antigénes Melan-A et gp100, sans lymphodéplétion préalable, a été réalisé chez
10 patients porteurs de mélanome métastatique [33]. La persistance de ces clones
T spécifiques a été documentée, ainsi que des réponses cliniques chez 8 patients.

Une étude similaire a été réalisée par notre équipe chez 14 patients HLA-A2 porteurs
d’un mélanome métastatique auxquels ont été injectés des clones T CD8* spécifiques
de l'antigéne Melan-A, sans lymphodéplétion préalable. Les réponses cliniques
observées ont été associées non pas a la persistance des cellules injectées, mais a
’expansion in vivo du répertoire T endogéne spécifique de Melan-A, documentée chez
tous les patients répondeurs [10, 11]. Ces résultats suggerent que les clones T injectés
ont initié une réponse antitumorale, qui a provoqué ’activation et 'amplification
d’autres lymphocytes T spécifiques de tumeurs, dont ceux spécifiques de 'antigéne
Melan-A, largement exprimé par les cellules tumorales. Ce phénoméne d’extension
de la réponse immune a également été observé aprés vaccination peptidique [34, 35]
et suite au transfert adoptif de clones T CD4* spécifiques de I’antigéne NY-ESO-1,
chez des patients atteints de mélanome métastatique [36]. Ce recrutement de
lymphocytes T endogénes, qui semble corrélé dans ces différents essais a U'efficacité
thérapeutique, pourrait donc étre un facteur prédictif de cette efficacité, et est un
point crucial a documenter dans le suivi immunologique des patients. Par ailleurs,
il est important de noter que cette extension de la réponse immune ne peut étre
effective qu’en présence d’un systeme immunitaire fonctionnel, donc en l'absence
de lymphodéplétion préalable.
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Néanmoins, Uinconvénient majeur de 'utilisation de clones T en thérapie adoptive est le
risque de sélection de clones s’avérant proches de la sénescence, du fait des multiples
étapes de culture nécessaires a leur production, et donc peu réactifs in vivo [37].
D’autres stratégies nécessitant moins d’étapes de culture in vitro se sont développées
pour la production de cellules de spécificité définie, a un stade de différenciation
permettant de préserver leurs capacités de persistance et de multiplication in vivo.

D 2.3. Transfert adoptif de lymphocytes T
spécifiques de tumeur sélectionnés par tri
immunomagnétique

Une alternative au clonage pour obtenir rapidement des lymphocytes T spécifiques
moins différenciés est le tri immunomagnétique. Le principe repose sur ['utilisation
d’anticorps spécifiques de marqueurs d’activation ou de multiméres HLA-peptide se
liant a un TCR donné, couplé a des billes magnétiques (figure 1d).

Les lymphocytes spécifiques peuvent étre sélectionnés sur la base d’'un marqueur
d’activation membranaire surexprimé apres activation par un stimulus spécifique, tel
que la chaine alpha du récepteur de l'IL-2 (CD25) ou le 4-1BB (CD137), transitoirement
surexprimés sur les lymphocytes T activés. Lefficacité d’une sélection basée sur
'expression du 4-1BB a été montrée pour des lymphocytes T spécifiques d’épitopes
viraux [38]. Cette méthode permet U'enrichissement en lymphocytes T réactifs, sans
toutefois atteindre une pureté totale, ces molécules étant exprimées a un niveau
basal sur les cellules au repos.

Une alternative est de sélectionner les lymphocytes T spécifiques aprés activation,
sur la base de la sécrétion de cytokines. Un systéme de tri magnétique permettant
d’enrichir une population T en lymphocytes sécrétant de Uinterféron gamma (IFN-y) a
été développé par la société Miltenyi-Biotech. Cette méthode présente l’avantage de
trier a la fois des lymphocytes T CD4* et CD8* répondant au stimulus antigénique. Elle
a été utilisée dans des phases précliniques de sélection de lymphocytes T anti-viraux
[39-41] ainsi que de lymphocytes T spécifiques d’antigénes associés a certaines
leucémies myéloides ou lymphoides [42]. Ce principe n’a pas encore été appliqué aux
tumeurs solides, pour lesquelles les précurseurs T spécifiques d’épitopes tumoraux
sont moins fréquents et qu’il est plus difficile de sélectionner directement a partir
du sang périphérique, sans enrichissement préalable. A Uinstar du tri sur la base de
molécules d’activation, la pureté en cellules spécifiques est rarement atteinte, méme
si les taux d’enrichissement sont tres satisfaisants.

Une autre possibilité pour obtenir des lymphocytes de spécificité définie, en préservant
leur potentiel de division in vivo, est |utilisation de complexes HLA-peptide permettant
de trier les lymphocytes T d’intérét par leur TCR. Le développement de cette technologie
a été une étape décisive dans l'analyse des réponses immunes chez les patients, et
a également ouvert de nouvelles possibilités pour les traitements de transfert adoptif
dans les maladies infectieuses et les cancers. Les premiers essais de transfert de
lymphocytes T triés a 'aide de multiméres HLA-peptide ont été réalisés avec succes
chez des patients porteurs d’infection a cytomégalovirus (CMV), conduisant a une
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diminution de la charge virale chez la majorité des patients [43, 44]. A ce jour cette
approche n’a pas été tentée en immunothérapie antitumorale, mais notre équipe a mis
au point une procédure, utilisable en clinique, permettant la sélection et 'expansion
de lymphocytes T spécifiques d’épitopes viraux et tumoraux qui repose sur l'utilisation
de complexes HLA-peptides couplés a des billes magnétiques [45-47]. Cette méthode
permet la production rapide de lymphocytes T de spécificité parfaitement définie,
réactifs vis-a-vis des cellules de mélanome et dont la longueur des téloméres est
préservée. Un essai de phase | utilisant des lymphocytes T spécifiques de deux
antigénes de mélanome, ainsi sélectionnés, est prévu courant 2014.

D 2.4. Transfert adoptif de lymphocytes T modifiés
génétiguement

Une stratégie trés séduisante qui permet d’obtenir des lymphocytes T fortement
réactifs a la tumeur et capables de proliférer in vivo consiste a faire exprimer aux
lymphocytes T du sang périphérique un TCR de forte affinité spécifique d’un antigéne
de tumeur [48]. La faisabilité de ce transfert de spécificité a été initialement démontrée
il y a presque 30 ans dans un modele murin, a l'aide de vecteur rétroviraux [49].
Depuis lors, plusieurs équipes ont transféré des TCR spécifiques d’épitopes de classe
| et Il dans des lymphocytes issus du sang périphérique, dans le but d’obtenir des
lymphocytes T utilisables en thérapie [50-52] (figure 1e). Plus récemment, un essai
clinique a été réalisé chez 17 patients porteurs de mélanome métastatique, apres
lymphodéplétion, avec des lymphocytes de la périphérie transduits avec un TCR
spécifique de 'épitope immunodominant Melan-A27-35 [53]. Malgré la persistance
des lymphocytes injectés dans la périphérie jusqu’a deux mois apreés le traitement,
seulement 2/15 réponses cliniques objectives ont été documentées. Ces résultats
décevants peuvent s’expliquer par un niveau d’expression trop faible du TCR d’intérét.
En effet, les chaines alpha et béta du TCR transduit peuvent également s’apparier
avec les chaines du TCR endogéne, générant ainsi des spécificités inconnues et des
lymphocytes T potentiellement autoréactifs [54]. Ce probléme peut étre limité en
favorisant 'appariement des chaines transduites soit en introduisant des résidus
cystéines dans leurs domaines constants pour faciliter la formation de ponts disulfure
intra-chaines, soit en fusionnant les chaines a3 avec le CD3-¢ [55-57]. Plus récemment,
cette approche a montré son efficacité chez un patient atteint de cancer colique chez
qui ont été transférés des lymphocytes T transduits avec un récepteur spécifique de
’antigéne carcino-embryonnaire (CEA) [58]. Néanmoins, la réponse thérapeutique
était associée a une réaction inflammatoire colique sévére liée a 'expression de
'antigéne par les cellules de U'épithélium colique, soulignant les risques de cette
approche. En effet, de par leur haute affinité, les TCR transgéniques eux-mémes
peuvent étre responsables de réactions autoimmunes. C’est également ce qui a été
observé dans un essai récent, dans lequel il a été montré que les TCR transduits
spécifiques de 'antigéne MAGE-A3 pouvaient cross-réagir avec un épitope présentant
des similarités avec l'épitope ciblé et exprimé par les cardiomyocytes, provoquant
ainsi des accidents létaux [59].
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Une stratégie alternative au transfert de TCR est la transduction des lymphocytes T
autologues par des récepteurs chimérique a l'antigéne (CAR). Un récepteur chimérique
est constitué de la partie variable d’un anticorps spécifique d’un antigéne tumoral
de surface, couplé a un ou plusieurs domaines de signalisation [60]. Les CAR de
premiére génération sont constitués de cette partie variable liée au domaine de
signalisation CD3z. Ceux de deuxiéme et troisieme génération contiennent un ou
plusieurs domaines de co-stimulation additionnels (figure 1f). Les lymphocytes T ainsi
transduits présentent, outre des propriétés cytotoxiques spécifiques, des capacités
accrues de persistance, prolifération et sécrétion de cytokines. L'avantage de cette
approche est qu’elle permet de s’affranchir de la restriction HLA des TCR, et donc
de cibler une plus large catégorie de patients. Un des premiers essais utilisant des
CAR en immunothérapie antitumorale a été réalisé dans le glioblastome, ciblant
'antigéne GD2 [61] et a mis en évidence 1 réponse compléte sur 11 patients traités.
D’autres essais ciblant les antigénes CD19 [62] et CD20 [63] ont été réalisés chez
des patients porteurs de lymphomes. Des réponses cliniques y ont été observées,
sans toxicité majeure associée. En revanche, le ciblage d’un antigéne exprimé a bas
bruit par des tissus sains peut conduire a une activation incontrolée de lymphocytes
T transduits par des CAR. C’est le cas de 'antigene Her2-neu, ciblé par des CAR de
troisieme génération dans le cadre d’un essai réalisé chez un patient atteint de cancer
colique. Linjection des lymphocytes T transformés a été trés rapidement suivie d’une
« tempéte cytokinique » ayant entrainé le décés, probablement provoquée par la
reconnaissance d’un faible niveau d’antigéne exprimé sur les cellules de 'épithélium
pulmonaire [64].

Bien qu’extrémement séduisantes, les approches de transfert de lymphocytes T
génétiquement modifiés sont complexes a mettre en ceuvre, tant sur le plan de
la méthodologie que sur le plan de la sécurité des patients, deux points en cours
d’optimisation.

CONCLUSION

Les nombreuses études d’ACT pour le traitement des cancers ont permis d’en démontrer
la faisabilité et de documenter dans certains cas une efficacité thérapeutique. Le
transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de tumeurs a donc d’ores et déja une
place parmi l'arsenal des traitements du mélanome métastatique, notamment en
situation adjuvante. Uamélioration des résultats thérapeutiques du transfert adoptif
en traitement curatif reste nécessaire et viendra probablement de futurs protocoles
combinant le transfert adoptif et d’autres approches telles que la vaccination théra-
peutique, le blocage de certaines molécules inhibitrices (CTLA-4 ou PD-1) ou encore
Cutilisation de drogues épigénétiques permettant une expression accrue des HLA
ou des antigénes.
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