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VIE D’UN LYMPHOCYTE T CD8

Lymphocytes T CD8
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VIE D’UN LYMPHOCYTE T CD8
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VIE D’UN LYMPHOCYTE T CD8

Expansion Contraction

Lymphocytes T CD8
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VIE D’UN LYMPHOCYTE T CD8

Expansion Contraction Mémoire

Lymphocytes T CD8

(6 semaines)

= Maintien d’'un pool de cellules antigene-
specifique

= Nouvelle rencontre -> reponse robuste et
rapide

Nombre de cellules

Temps apres infection/cancer




GENERATION D’UN POOL DE LYMPHOCYTES MEMOIRES

Lymphocytes T
CD8 mémoires

Metabolisme Cytokines

<

Tissus préalablement inflammeés, organes lymphoides secondaires
(rate, moelle osseuse [MO], ganglions lymphatiques [GG])




Lymphocytes T
CD8 mémoires
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CHIMIOKINE : PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT

Récepteur aux
chimiokines _




CHIMIOKINE : PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT




MAINTENANCE D’UN POOL DE LYMPHOCYTES MEMOIRES

Lymphocytes T
CD8 mémoires

Cellules stromales
et réticulaires

Moelle

0SSeuse




des lymphocytes T CD8 memoires ?




AXE CXCR4-CXCL12

Normal
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Liu et al. Blood, 2012 / Morgan O'Ha



AXE CXCR4-CXCL12

Normal

Warts (Verrue)
Syndrome WHIM Hypogammaglobulinémie
Infections bactériennes
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MODELE D’ETUDE : INFECTION PAR VIRUS DE LA VACCINE




MODELE D’ETUDE : CO-TRANSFERT

F5-WT F5-CXCR4WHIM

CD45.1+’CD45.2'§ % CDA45.1/CD45.2*
-

Co-transfert de -
lymphocytes T CD8+ nalfs -

s

Virus Vaccine-NP68

Infection intra-nasale

Mutation CXCR4WHM
uniguement au sein des CD8

CD45.1+/CD45.2+
Hote

J-2




MODELE D’ETUDE : CO-TRANSFERT

Co-transfert de
lymphocytes T CD8+ naifs

-

Virus Vaccine-NP68

Infection intra-nasale

Suivi par cytométrie en flux
Mémoire - CD44+

CD45.1+/CD45.2*
Hote

J-2 Phase mémoire (> 6 semaines)




RESULTATS PRELIMINAIRES (1)

Répartition des lymphocytes T CD8 F5-WT et F5-CXCR4WHMparmi les F5

< 0.0001
100

<0.0001

s
Qs

Rate Poumon

Distribution préférentielle dans la moelle osseuse des F5-CXCR4WHM




RESULTATS PRELIMINAIRES (2)

Nombre absolu de Lymphocytes T F5 CD8+ (Somme de GG+MO+Rate+Poumon)

6 semaines post infection > 1 an post infection

=0,0313
1.5%10°7 o WT 15%x1077 "

® CXCR4"WHM

1.0%10°- 1.0%107-

5.0%10°- 5.0%10°-

Augmentation F5-CXCR4WHMau cours du temps (MO > sang > rate)




OBJECTIFS

Lymphocytes T Phase memoire a tres long terme
CD8 CXCR4WH (> 18 mois)

Il

Mécanismes

Application en immunothérapie : CAR T Cells




GATING EN CYTOMETRIE EN FLUX (CMF)

Co-transfert lymphocytes
T CD8 naif
F5-WT et F5-CXCR4WHM

F5-WT F5-CXCR4WHIM
CD45.1YCD45.2 CD45.1°/CD45.2*
l l
|

Infection pulmonaire par
virus de la vaccine-NP68

CD45.1+/CD45.2+ m
Hote

Sacrifice a 18 mois post

infection et analyse en
CMF




Nombre absolu de Lymphocytes T F5 CD8+ CD44+ (Somme de GG+MO+Rate+Poumon)

> 18 mois post infection

LO?—

LOG_

105

0.0342

B o WT
s T ® CXCR4WHM

LO4

Lymphocytes T CD8+ CD44+ avec mutation CXCR4WHM > WT

N=12 , Expériences indépendantes = 3




AN A DAR ORGA

Ratio : Nombre de lymphocytes F5 T CD8 mémoires CXCR4WHIM / WT

Ratio 1:1
0

Lymphocytes T CD8+ CD44+ CXCR4WHM > WT dans les organes

MO -> localisation préférentielle

N=12 , Expériences indépendantes = 3




Lymphocytes T
CD8 CXCR4WHI

OBJECTIFS

Phase mémoire a tres long
terme (> 18 mois)

4

Mécanismes :

Prolifération et Survie

Application en immunothérapie : CAR T Cells
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Pas de différence de % de prolifération

Nombre de lymphocytes T F5 CD8+ CD44+ en cycle
0.0342 0.03 0.03 0.20

1x107=- I—l
1)(106- o ..
1x105- < @ o ¢
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1x10%4 3 % o ° (@
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1x101- ¢
1x10° T T T I 8) T T T

Rate MO  Poumon Ganglion

Nombre de F5-CXCR4WHM en cycle > F5-WT

-> accumulation au long cours ?

N=12 , Expériences indépendantes = 3




Mortalité sur marqueur de viabilité

Mortalité lymphocytes T F5 CD8+ CD44+

Proportion (%)
0.0024 0.004

100- [
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Avantage de survie pour F5-CXCR4WHIM

Valeur absolue
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N=12 , Expériences indépendantes = 3




OBJECTIFS

Lymphocytes T
CD8 CXCR4WHIM




L’AVENEMENT DES CAR T CELLS

Expression d’un récepteur Chimérique = CAR

Signal Iy First generation CAR

Chimeric Antigen Receptor Linker f

-
retroviral | l'l
vector

Linker

ScFv

Spacer\

Transmembrane

VH

Ectodomain

-

J

CAR-T cell

domain

Intracytoplasmic

Second generation CAR

The NEW ENGLAND
JOURNAL of MEDICINE

Tragedy, Perseverance, and Chance — The Story of CAR-T Therapy

Lisa Rosenbaum, M.D.

cD28 @ or 41BB g




EFFICACITE DANS LA LEUCEMIE AIGUE LYMPHOBLASTIQUE B MAIS...

Avant CAR T CELLS Avec CAR T CELLS de 2°™e génération anti-CD19

Survie globale

Blinatumomab

W=l
Ly i1
Chemotherapy Iy ]

Overall Survival

Probability of Overall Survival

2
Time(years)

Months since Randomization

Kantarjian et al. New England 2017 // Dourthe et al. Leukemia 2021



...MAIS PRESENCE DE RECHUTE

Incidence cumulée de rechute

o
oo
<

Cumulative Incidence of Relapse

2
Time(years)

Number at risk
7

Dourthe et al. Leukemia 2021



DEFAUT DE PERSISTANCE DES CAR T CELLS

% (nombre) de patients avec CAR T CELLS detectables dans le sang

85%
(29) 79%

80

60

40 -

20

0
Baseline 3 6 Q 12

0

Nombre total de patients [P =37 n=37 n=33 n=34 n=34

Mois

Maude et al. Blood 2018



RECHUTE DES CAR T CELLS

-

Perte d'aplasie B :
effet off-tumor on-target des CAR T CELLS anti-CD19 et reflet de la persistance des CAR T Cells

/

scFv anti-CD19

AR T CELLS

anti-CD19

V7 /

| Lymphocytes
CD19 B normaux

Incidence cumulée de rechute CD19+

Perte precoce aplasie B

4

Dourthe et al. Leukemia 2021






APPLICATION EN IMMUNOTHERAPIE

Ac-CD19

D2

Ac-CD19

(FMC63) memesss CD28TM j CD28 WT Humain
CXCR4

Signal
Costimulation intfracellulaire
voie du TCR

Présent sur lymphocyte B
(lymphome B et LAL B)

Ac-CD19
CD28
(FMC63) mm— CD28TM i —— xRN




EXPERIENCE DE TRANSFECTION

Plasmide

Transfection

000
= 000

Culture dans DMEM

Ac anti-Biotin-PE

Ag CD19-biotin A

)

scFv anti-CD19

Cytométrie
en flux

Ac anti-CXCR4-biotin
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EXPERIENCE DE TRANSFECTION

CAR + CXCRA4

CXCR4



CONCLUSION

Phase mémoire a tres long terme :
« Pool de lymphocytes T CD8 mémoires avec la mutation CXCR4WHIM

superieur au pool de WT

Mecanismes potentiels :

« Capacité de survie augmentee

» Pas de difféerence de proportion de prolifération
* Plus grande nombre de cellules en cycle

Début de production d'un modele de CAR T CELLS:
« Validation des plasmides
« Capacite de transfection




PERSPECTIVES

Ki 67 + DNA staining (prolifération), Tunnel assay (survie)

Co-transfert dans modeles tumoraux (murins)

CAR T CELLS - lymphome (collaboration Dr Saitaki et Dr Amigorena)
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