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Résumeé

Les thérapies a base de cellules T exprimant des récepteurs antigéniques chimériques (CAR) ont
profondément transformé le paysage thérapeutique de I'ensembletid@smpies cellulaires pour

les patients atteints de leucémie a cellules B {BL&t de lymphome nohodgkinien (LNH). Les

CARs sont des récepteurs transmembranaires de type | modifiés qui ciblent spécifiquement les
antigénes associés aux tumeurs (TAA) exprimés a la surface cellulaire. lls déclenchent des signaux
complémentaires, typiqguement initiés pae Irécepteur des cellules T (TCR) ainsi que des
récepteurs de cestimulation, pour fournir des signaux d'activation optimaux aux cellules T
effectrices. Bia qu'elles constituent une option thérapeutique plus efficace que la
chimiothérapie pour les maladies en rechute ou réfractaires, les complications du traitement et

la rechute du cancer(da I'épuisement des cellules CARNntravent leur déploiement généralisé

pour d'autres implications cancéreuses. De plus, en raison de leur niveau élevé de signalisation
tonique, les CARs ne sont actuellement pas compatibles avec les thérapies par sellaless

et progéniteurs hématopoiétiques (CSH/CSPH).

Afin d'atténuer ces limitations, nous avons entrepris de construire une nouvelle structure de
récepteur chimérique reproduisant les mécanismes d'assemblage et les propriétés
électrostatiques des récepteurs immunitaires, en criblant des domaines d'assemblag
synthétiqgues dans un modéle cellulaire pertinent. Grace a ce criblage, nous avons créé un
nouveau récepteur modulaire que nous avons nomni@ecepteur d'Antigene Chimérique
Modulaire (MARC). Ce dernier nécessite un assemblage complet pour son expeessinface,
comme tous les récepteurs immunitaires natifs. De plus, le MARC ne présente pas de signalisation
tonique, tout en permettant des signaux d'activation robustes et dynamiques aprées la

reconnaissance de la cible tumorale.

Par ailleurs, le MARC a surpassé les CARs dans leur capacité a former des synapses immunitaires
stables, & maintenir la santé et les fonctionnalités cellulaires lors de stimulations répétées, ainsi

qgu'a améliorer I'éradication tumorale en prévenant l'appian rapide de I'épuisement des



cellules T. De plus, le MARC est compatible avec la thérapie par les CSH/CSPHSs, permettant une
reconstitution immunitaire complete et I'éradication des cellules cibles. Le MARC constitue donc
une plateforme de signalisation innovante, préte a étre optiraig¢ compatible avec toules

types de cellules immunitaires (NK, sdyges de cellules myéloides) et les différentes cellules

tumorales a cibler.

Dans l'ensemble, nos résultats présentent la création réussie d'une plateforme de signalisation
synthétique basée sur des récepteurs qui surpasse les CARs actuels les plus performants. Cette
innovation ouvre la voie au développement de nouvelles thérapidisilaires qui s'étendent au

dela de limmunothérapie du cancer.

Mots-clés: Immunothérapie, Leucémie, Récepteur immunitaire, cellules $,0 S LJG S dzNJ RQl y (i

chimérique MARCcellules souches et progéniteurs hématopoiétiques



Abstract

Chimeric Antigen Receptor (CARgeIl therapies have significantly changed the therapeutic
landscape of celbased therapies to patients with-&Il acute lymphoblastic leukemia-f&.L)

and nonrrHodgkin lymphoma (NHL). CARs are engineered type | transmembrane receptors that
specifically target surfaceexpressed tumor associated antigens (TAA). They trigger
complementary signals, typically initiated by the&dll receptor (TCR) as well asstonulatory
receptors, to provide optimal activation signals to effector T cells. Although, they a niecti\ef
therapeutic option than chemotherapy for relapsed or refractory diseases, treatment
complications and cancer relapse due to €ARell exhaustion hinder their widespread
deployment for other cancer indications. Moreover, due to their high tonieadigg status, CARs

are currently incompatible with hematopoietic stem and progenitor cell (HSPC) therapies.

To address these limitations, we set off to build a novel chimeric receptor scaffold that
recapitulatesimmune receptor assembly mechanisms aectrostatic propertiedy screening
synthetic assembly domains in a relevant cellular model. Through this screening, we have created
a new modular receptor named Modular Actuation Receptor Complex (MAR(S)receptor
requires full assembly for surface expression, as all native immune receptors. Additionally, the
MARC exhibits no tonic signaling while enablingusi and dynamic activation signals following

tumor target recognition.

Furthermore, MARC outperformed CARs for their ability to form stable immune synapses,
maintain cell health and functionalities over repeated stimulations, as improved tumor
eradication by preventing rapid onset of T cell exhaustion. Moreover, MARC is tilolenpdth

HSPC therapy, enabling complete immune reconstitution and target cell eradication. MARC
represents an innovative signaling platform, ready to be optimized and made compatible with all

immune cell types (NK cells, myeloid cell subtypes) andusatiomor cell targets.



Together, our results demonstrate the successful creation of a synthetic reelepased, signaling
platform that outperformed current besin-class CARs. This innovation is compatible for the

development of novel celbased therapies extending beyond cancemunotherapy.

Keywords Immunotherapy, Leukemia, Immune receptor, T cellsjmerc Antigen Receptqr

MARCHematopoietic and progenitor stem cells
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Avant-propos

Cette thése de doctorat porte sur I'optimisation et le développement d'une nouvelle architecture
de récepteur d'antigene chimérique modulaire (MARC). Gettevation représente une avancée
significative dans le domaine des immunothérapies anticancéreuses basées sur les lymphocytes
T. En effet, comparée aux approches conventionnelles, I'architecture MARC se distingue par sa
capacité a prévenir I'épuisementdmroce des cellules T et a augmenter leur persistance, offrant

ainsi des perspectives thérapeutiques prometteuses dans le traitement du cancer.

Cette these est sous forme hybride et se divise en sept chapitres. Le chapitre 1 présente le cadre
conceptuel de nos travaux en exposant les fondements de l'activation des cellules T et des
thérapies cellulaires. Cette introduction nous permet d'identifesr enjeux majeurs du domaine

et de définir notre hypothese de travail, aboutissant a la formulation de nos trois objectifs de
recherche. Le chapitre 2 présente lI'ensemble des approches méthodologiques et protocoles
SELISNAYSY (!l dzE YA & eleytradddzx@éldBchdrdheldbiaill@s2dghR lesichabitres

4 et 5. Le chapitre 3 présente, sous forme d'article scientifigue, le développement et
l'optimisation du MARC (Modular Actuating Receptor Complexes), un nouveau récepteur
antigénique chimérique innovd. Le chapitre 4 expose une analyse comparative approfondie de
différentes versions du MARC, s'appuyant sur des expérimentations menées arlavitoset in

vivo. Le chapitre 5 explore I'application de l'architecture MARC dans le contexte des cellules
souches et progéniteurs hématopoiétiqgues. Une discussion générale intégrant les résultats des
chapitres 3, 4 et 5 est développée dans le chapitre 6, tandis que le chapitre 7 présente la
conclusion générale de ces travaux. Des résultats complémentaireshapxres 4 et 5 sont

disponiblesenannexes



1. Chapitre 1¢ Introduction

1.1 Plan du chapitre

Dans cechapitre d'introduction nous exploreronsen premier lieu,le role fondamental du
systéme immunitaire dhapitre 1.2), en développanft QK SY Il (1212 084S Si S
systeme immunitairenné et adaptatif. Par la suite, nous accorderons une attention particuliere
a la biologie des lymphocytes @hépitre 1.3), piliers de I'immunité adaptative, ainsi qu'aux
récepteurs immunitairesactivateurs essentiels pour la reconnaissance et I'élimination des
cellules cancéreuseschapitre 1.3.4.1). Nous entrerons dans le détail de la leucémie et
principalement de laleucémie lymphoide aigué a cellules (BLAB) (chapitre 1.5). Nous
présenterons ensuite les avancées récentes en immunothésapien thérapies cellulaires, qui
ouvrent de nouvelles voies prometteuses pour le traitement de la leucérhapitre 1.6). Nous
approfondirons notamment la thérapie des récepteurs antigéniques chimériquess)C&R
analysant les avancég et les défis gu'elle souléve. L'utilisation des cellules souches
hématopoiétiques en thérapie cellulaire sera également abordée, ainsi que son potentiel
révolutionnaire dans la prise en charge des patients atteints de leucéhapifre Erreur! Source

du renvoi introuvable.

Cette introduction établit les fondements nécessaires a la compréhension des chapitres suivants,
qui exploreront en détail ces aspects cruciaux de la lutte contre la leucémie. Les hypothéses et
objectifs spécifiques de cette these seront développés darchapitre 1.8, offrant ainsi une

OGNl yarAidArAz2y @GSNER S OdzzNJ RS y2GNB SidzRS®

1.2 Le systéme immunitaire

[§ a28ad8YS AYYdzyAllrANB RS&aA3IYS fQSyasSvyot s

X«

N

RS:

RA&LIRZ2&aS LRdzNJ £ dzid SN O2yGNB fSa |3Syda LI GK238§

complexe de cellules, tissus et organes qui travaillent ensemble danstlelebprotéger
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agents pathogenes extrinséques (bactéries, virus, parasites) ou intrinseques (cellules tumorales).

1.2.1 Hématopoiése et développement du systeme immunitaire

1.2.1.1 Caractéristiquest fonctionsdescdlules souchefhiématopoiétiques(CShi
LesCSHésident principalement au sein de la moelle osseuse. Elles possédent deux propriétés
fondamentales qui les distinguent des autie® LJIS& OSft € dzf  ANSayY € QI dziz

pluripotence.

~

[ QF dzi 2 NBy2dz@Stt SYSyd Sad €F OFLI OAGS dzyAljdzS R
42dz0KS&a t t QAYTFAYAD® / S réeshidistaideddASH tdét BMdagide RS Y I
GAS RS f QAYRAGARdzd ko Gymdtriqu 2idndny Wz &ixtCEME Yy i S a
asymétriquedonnant une CSH et une cell@datamant le processus de différenciatiofiu cours

de leur différenciation, les CSH donnent naissance a une multitude de cellules progénitrices
intermédiaires, qui subissent une restian progressive de leur destin pour devenir des cellules

sanguines maturef].

'y SlidZAft AONB SyidNB  QlFdzi2NBy2dz@SttSYSyiad Si f
RQ200SYAN) RSa OSfftdAZ S& RAFFSNBYOASSa Sy G2dza

réservoirde CSHmmatures.
1212 hNBIF YAAl A2y KASNI NOKAIljdzS RS f QKSYI (i2LJ] 08 3

Les cellules du systeme immunitagent issues deSSHFigure }[2, 3] Les CSH se divisent pour
former d'autres CSH (autenouvellemen} et/ou pour former des cellules engagées dans la
formation soit de lymphocytes (progéniteurs lymphoides communs, CLP), soit myéloides
(progéniteurs myéloides communs, CMPigure ). Les CMP sont de grandes cellules blastiques
qui peuvent ensuite former des progéniteurs mégacaryo@righroide (MEP) engagés dans la
formation de progénitures érythroides et mégacaryocytaires. Les CMP peuvent également former
des progéniteurs granuloagg-macrophages (GMP) plus restreints, capables de générer des

progéniteurs granulocytaires, macrophages et éosinophiles et, par le biais de ces cellules a lignage
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restreint, de générer les populations matures respectiMdsLes progéniteurs des mastocytes
ségrégendans les populations CMmais ne passent pas par le stade G8IPLa différenciation
de la lignée lymphoide se poursuit en progéniteur lymphoide commun (CLP) qui va aboutir en

lymphocytes B et T matures et en cellules[BIK

Leur différemiation en cellules progénitrices multipotentes induit la division du systeme

immunitaire en deux entitésle systéme immunitaire inné et le systeme immunitaire adaptatif

[7].

Stem cells Committed progenitors Maturing cells

1
_©0—0—0—@
\Pre-T cell
cLp - < < Blymphocyte
'@ ' '@ Plasma cell

Pre-B cell

/ —)—D o-———»@ oo Erythrocyte
BFU-E CFU-E
Repopulating cell /

MEP \

Megakaryocyte

S Platelets
= @ Meg-CFC
C ) CFU-s CMP \
Self-renewal . @ Eosinophil
GMP Eo-CFC
\ /’ Neutrophil
\G'CFC Monocyte
GM-CFC w Macrophage
—* \ 5., % Kupffer cell
M-CFC { Langerhans cell
Dendritic cell

Mast-CFC

> N Basophil
. o o Mast cell
Figure 1 Hiérarchie dudéveloppement des cellules immunitaires matures i€su

desCSH

Image reproduiteet modifiée avec la permission de ImmunityDonald Metcalf, 20070n
Hematopoietic  Stem cell fate. Immunity Volume 26, Issue 6, -6369

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.05.012
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Le modéle classique de la hiérarchie des cellules souchagsastmoingemis en questiolfl, 8],
en particulier pour la mégacaryopoiese, grace aux avardaesle domaine degchnologies de

cellules uniques et modeles génétiques

LesCSHhumaines vont étre divisées en deux groupes : Les CSH a long ter@8H) Bont
CD34CD90CD45RA1.7.2 et les CSH a court terme (8BH) sont CD32aD90CD45RA Les LT
CSH sont une population cellulaire rare et quiescente au sein de la moelle odSésmt une

capacité de reconstitution totale a long terme (supérieur@ @ ois).[1].

Cette différenciation est gouvernée par un réseau complexe de facteurs de transcription et de
cytokines spécifiques a chaque lignée, ainsi que par les interactions avec lemicannement

médullaire, appelé niche hématopoiétique. En effet, il existe de nombreux facteurs de

OGN YAONRLIIA2Y AYLX AljdzSa RlIya S YIFIAYGASY Rdz

f QAVRAzOGA2Y 2dz £ QAY KA O A (0 /GEIWou BrnSoreP5a[B, 00 LJG2aS GSft .

Audela de leur role dans le maintien de I'hnématopoiese, les CSH donnent naissance a des
progéniteurs qui alimentent non seulement les lignées myéloides et lymphoides, mais également
les cellules du systéeme immunitaire inné, jouant ainsi un role clé @adgfense immédiate

contre les pathogénes

1.2.2 La réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée, rapide et non spécifique a un antigéne donné, constitue le premier
niveau de défense de I'organismmaaisne comprendpas de mémoire immunitaird.a réponse

innée agit en premier lieu par des barriéres physiques et chimiques (peau, muqueuse, pH acide)
[11, 12]

Les cellules immunitaires innées comme les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les
cellules dendritiques et les cellules natural killer (NK) possedent a leur surfacedpteursPRR
(Pattern Recognition Receptors) capables de reconnd#sestructures conservées a la surface

des pathogenes (bactéries, virus, champignoei.); appelés PAMP (PathogeAssociated
Molecular Patterns)13, 14] La famille de PRR la mieux caractériséecebé ces TLR (Tellike
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Receptors)Cette interaction active des voies de signalisation entrainant la sécrétion de cytokines

et la phagocytose du pathogefies].

[ Sa OStfdzZ S& RSYRNARGAIdzSa 65/ 0 22dzSyid dzy Nbf S
j dz§ OSft f dzA S& LINB &Sy i[iel NWar@iSlés CRA profassioBnIgsS éDC, 6 / t !
macrophages, lymphocytes B)7], les DC reconnaissent les pathogénes via leurs PRR, les
phagocytent, puis migrent vers les organes lymphoides second@eS)your présenter les

antigénes aux lymphocytes Tvigde YLIX SES Y 25 dzNJ MH(I8kLie &e2ler LI (G A 6
CMH typeloull) dépenddu type de peptide présentées DAournissent également des signaux

de costimulation et des cytokines, orientant la différenciatienla polarisatiordes lymphocytes

T naifs et assurant le li@ssentiel entre les réponses inrget adaptatives[19].
1.2.3 La réponse immunitaire adaptative

L'immunité adaptative se caractérise par sa spécificité envers les antigenes et par sa capacité a
former une mémoire immunitaire durable a long terme. Son fonctionnement repose sur deux
types cellulaires majeurs, issus d'une cellule commune appeléR@]i(Pigure ). Dans la moelle
osseuse, le CLP se différencie en lymphocytes B (LB), tandis que sa migration vers le thymus donne
naissance aux lymphocytes T (LT). Cette séparation précoce des lignées est essentielle a la
diversité et a I'efficacité de la réponse immunitaadaptative. Les LB et E0nt caractérisés par

leurs récepteurs spécifiques, le BCR et le fE§pectivement qui reconnaissent les antigénes de
maniere différente. En effet, le BCR peut reconnaitre directement des antigenes solubles tandis
que le TCR reconnait des antigénes présentés a la surface d'un Mehsemble de
remaniements géniquesnduit la diversité de ces récepteurs (BCR et T€iRpermet la
reconnaissance d'une grande variété d'antigenes différents. Lors de la réponse immunitaire, les
lymphocytes subissent une expansion clonale pour générer une réepasede, efficace et

spécifique[21].

1.2.3.1 Biologie des lymphocytes B : du développement a l'immunité humorale
[ S&a [. &az2yd NBaLRyalotSa RS fQAYYdzyAdS Kdzyz2N
immunoglobulines (IgR2]. Les anticorps sont une version soluble du BCR. Ils sont composés de
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deux chaines lourdes (H) et deux chaines Iégéres (L). La région variakiergrinisle permet la
NEO2yyl AaalyOS RS f QF yiA-®énmhdlebdétérihine NiSchds@ e 02 v &
fQFryiA02NlJa Si aSa F2yOiAizya STFSOUNROSao®

Le développement des lymphocytes B s'initie dans la moelle osseuse et se poursuit dans la rate,
impliquant une cascade précis®@d Ol A @ facteur? gle trahscriptiofFigure 2 [23, 24] Le

facteur de transcription IKAROS, nécessaire a la lymphopoiéese B, active leFIgEBsdL-7R

[25, 26] tandis queSTATSet IL-7 sont essentiels pour la maturatioj27]. EBF1 restreint les

cellules pré/praB vers la lignée B en induisédntQ S E LINBPAXTRS, viui detiveensuiteles

génes spécifiques BED19BLNK et réprimef Q Sy 3 I 3 SIEsSytrés lighéefB31]. PAX5
interagitavec RAG1/2 poutéclencheta recombinaison {D)J [32, 33]générant les cellules pré

B. La recombinaisor'/ (D) Jest un processus moléculaire de réarrangement des segments
géniques variables (V), de diversité (D) et de jonction (J) qui géneére la diversité des récepteurs
antigéniques (TCR et BCR), permettant la reconnaissance d'un large panel d'antigénes.
signalisation pr&8CR, via SYIKISNXY SG G+ y i 1 LIK2aLK2NEf | vwk2y RS
Ras/ERK, permet leur expans[B8d]. Le réarrangement des chaines légeres par RBlproduit

des cellules B immatures BCRyui, aprés sélection négativée TAY RQSt AYAY SN S
autoréactives migrent vers leOLS La description deette hiérarchie développementale est

cruciale pour comprendre I'origine désucémies lymphoblastiques aigai@ cellules B (LLB).

lkaros

lkaros EBF Pax5 ARIDSB
TP53 BLNK™

ARID5B IL-7Ra B220* CD19* pre-BCR* Ight+ lgM*IgD*

? Y g )
) | — (o33 > (D, V.~ Do YDl e BN

HSC 7 MLP B-biased Pro-B Pre-B Immature Ma¥ure

progenitor B cell B cell

Figure 2 Développement des lymphocytes B et mise en évidence des facteurs de

transcription clé de ce processus

Le développement précoce des LB se déroule dans la moelle osseuse, avec I'expression de
facteurs de transcription clé. Les étapes de la lymphopoiése B, le statut de la recombinaison et
40



lesV (D) kt marqueurs de surface caractéristiques sont indiqués. Les LB immatures exprimant

leur BCR migrent ensuite vers IB&Set se différencientimagemodifiée etreproduite avec la
permission de ImmunologyHagman, J., Lukin, K., 20@&rly BOSt f FIF QG2 NJ WLIA2Yy S S
B-cell development. Trends in Immunology 26, 45561 ..
https://doi.org/10.1016/).it.2005.07.001

Lors de son activation, le lymphocyte B va proliférer (expansion clonale) et se différencier. Il existe
deux types de LBui persistent aprés I'élimination du pathogene : les cellules B mémoires et les
plasmocytes. Ces derniers sécrétent les anticorps et résident majoritairement au sein de la moelle
osseusd36, 37]. Les plasmocytes contribuent & I'immunité humorale. Les LB peuvent également

devenir des CPA professionnelles pour les lymphocytes T, favorisant ainsi leur aciB&jtion

Les lymphocytes B expriment CD19 et CD20, deux marqueurs cellulaires caractéristiques
largement utilisés pour l'identification et le ciblage thérapeutique des cellul@® B40] CD19,

une glycoprotéine transmembranaire exprimée dés les stades précoces jusqu'aux stades matures

b f QSEOSLIiAz2zYy RS&a LXlLFavyzoedisSa Sali SaaSyidaasStt
phosphoprotéine exprimée du stade pB:aux lymphocytes B mémes, est impliquée dans
I'activation et la différenciation des cellulegB]. Ces marqueursparce lj dzG&adnf edprimés a la

surface deoutes les cellules Béines et tumoraléssont des cibles thérapeutiquadéalesdans

les recherches de&raitement contre ledeucémies et lymphomes a cellules B, notamment dans le
développement d'anticorps monoclonaux et d'immunothéragi?. Nousaborderonscessujets

dans la section.6.
1.2.3.2 Développement desymphocytesT

1.2.3.2.1 Origine dans la moelle osseuse et migration vers le thymus

[ Q2NARIAYS SiG €S RSOSt2LIISYSyild RS&a OStftdfsSa ¢ 2
CLP, issus des progéniteurs lymphoides multipotents (LMPP), se différencient en cellules de la
lignée lymphoide dont les lymphocytesFigure 1 [6, 43] Cette différenciation T est notamment

régulée par la signalisation Notdtn réponse au chimiotactisme, les cellules migrent de la moelle
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osseuse vers le thymus ou elles deviennent des thymocytes exposés a uremicomnement

riche en ligands Notch, principalement Delitee 4, exprimés par les cellules épithéliales
thymiques[44]® [ QAY G SNI OGAz2y SYiGNB b20O0OKm Si asSa fA-:
garantissantt QSy 31 ISYSyYy i RSFAYAGAT Sa LINPSSger (i S dzNE
LINE OS&aadza RS YAINXGAZ2Y OSNB f GKeYdza SiG RQSy
Yt ANB dzy NI f Sy@elaasSySyid | ¢SO t QN3S

R
S

1.2.3.2.2 Les différents stades de la maturation thymique et les mécanismes de recombinaison

du TCR
La maturation des thymocytes est une étape clé dans la formation de lymphocytes T fonctionnels.
[ Sa GKevy20eiSa az2yid G2dzi RQFro2NR RSONRGa 0O2YY!
GKeYdAaZ ljdzA YyQSELINAYS yA |/ Sifférentiation ab yeth ddsON SE A & i
5bm £ 5bn Sy T2y OlAzy RE7 48fgareNE5@ap 23RSt IV 50K
Rdz NB OSLJi S dzNJ-2RIB2), © RHzgf X ISNS S 0 dzWIS f -2 et la praliférgtiorf A & I G A
desLT49]® / 5nn Said dzyS 3JteO02LINRPGISAYS RS &dz2NFI OS
f QI OGAQDIEA2Y RSa [ ¢
Au cours de ces étapes deaturation, le réarrangemenRdz ¢/ w aQSTFFSOGdzS &S|
¢ 2dzi RO 0CKNR-FBob blEzba I ddéble posits oudP) duiTAR1F G+ RS
AL t QSELINB&aA2y RS& NBO2YoAyl &aSa[33!LBsvDNE  |j dzA
expriment ensuite le complexe p¢/ w 6 OKI ny S i -¢NBa NING ¢ I[SIS Hof S
ensuite lieu et consiste & vérification dela fonctionnalité decette OK I ny S i Rdz ¢/ wo
TCR est fonctionnel, les thymocy{€D25 progressat au stade DN#uisDP CD4CD8) (Figure
Y0 ! dz O2y U RHA NBENNDFAKSSY i Rbmbrtpar @pptogegeSle i Sy (|
stade DNS3.

[ S& SGlLSa AYLRNIFydiSa Fdz aGFrRS 5t az2yid S NBI
lyalJ dzA A SdzNB NBIF NNJ y3ISYSyida RS tF OKInyS h | FAy
positive.Cette sélection ne permeajue la survie des thymocytes reconnaissant les peptides du
soi (pCMH)avec une affinité faible ou modeérée, éliminant par apoptose environ 85% des

thymocytes DP qui ne les reconnaissent pas ou les reconnaissent trop fortgsagnt
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Les thymocytes ayant passé la sélection positive deviennent simples positifs (S®) CD8 et

migrent vers la médulla. Dans cette zone, la sélection négative élimine environ 5% des thymocytes
SP ayant une forte affinité pour les peptides du soi, bien que certains échappent a cette sélection
et deviennent des LT régulateurs et effectuertantolérance périphériqués2, 53] Ces derniers,

avec d'autres mécanismes comme l'anergie et la délétion clonale, assureront la tolérance
périphérique en contrélant les LT autoréactifs ayant échappé a la sélection thyrftidlie
Finalement, seuls-2% des thymocytes initiaux (DN) sortent du thymus comme LT naifs matures,
un processus régulé par de nombreuses protéines telles que CCR7, CD69, S1P1[66ChH2L

La sortie du thymus marque la fin de la maturation centrale et le début de la caractérisation

fonctionnelle des lymphocytes T.

Death by
v& T cell negleot _J’" Clonal deletion

« T
Low - ~D8* —1_.
| - CD8* T cell

—_— — —  — —

DN1 DN2 DN3 DN4 DP DP CD4* Tcell
CD44+ CD44+ CD44- CD44- l CD8+ jv
C—

JL

CD25- CD25+ CD25+ CD25- CD4+

) A a
High - Clonal deletion
TCR affinity _..* C
for self 5 > cD4* SP_L 3 <%
,\. T.g Cell selection
-

Clonal deletion

-
TCR TCRy®
rearrangement or TCRB TCRa
Figure 3 Mécanismes de sélection positive et négative des thymocytes

Le thymus sélectionne les cellules T a travers des processus de sélection positive et négative. Les
GKevy20eiSa LINRPINBaaSyd RQdzy adGdlRS R2dzoftS yS
réarrangements des génédsi¢ / wX & dzA-g8lecion & H'uirg/idteraction avec les molécules

PCMH Les thymocytes aveme affinité modérée pour lesgMHa dzZNIDA @Sy G SG aQSy 3l
lignéesLT™* ou L8, tandis que ceux fortement autoréactifs subissent une deélétion clonale ou

sont détournés vers la lignée T régulatrice (Treg). Image modifiée et reproduite avec la permission

de Ashby, K.M., Hogquist, K.A., 2024 guide to thymic selection of T cells. Nature Reviews
Immunology 24, 108L17..https://doi.org/10.1038/s41577023-009118.
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Les LT matures n'ayant pas encore rencontré leur antigéne spécifique sont appelés lymphocytes
T naifs (LTN). Les lymphocytes T portent & leur surface un récepteur spécifique des cellules T
(TCR). Il existdeuxgrands sousypes de LT les lymphocytes T auxiliaires (LT4 ou LTH) et les
lymphocytes T cytotoxiques (LT8 ou LT®7). Ces deux populations lymphocytaires T se
distinguent par leur restriction aux molécules du CMH, dont les mécanismes de présentation
antigéniquedifférents selon la nature des peptidgsrésentés Noustraiterons les détailsdes

différencesentre LT4 et LT8 dans la suite de ce chag#eztionl.3.4).

1.3 La biologie des lymphocytes T

La reconnaissance des antigenes présentés par les CPA via le CMH est médiée par le récepteur
des lymphocytes T (TCR), un récepteur immunitaire activateur complexe. Cette sectiotadécri
structure et la signalisation du TCR, les mécanismes de présentation antigénique, puis la
différenciation (LT4 et LT8kt les fonctions effectrices et mémoires de sqopulations

lymphocytaires.

1.3.1 Lerécepteur des lymphocyte$

[ S ¢/ w RSa OStfdzZ Sa ¢ aSNI t fI NBO2yylAiaal yo:
de deux chaines hétérodimériques variabla&ou g d), ellesmémes constituées de domaines

constants et variables. Ces deux chairoeg Bées entre elles par un pont disulfure et assesié

de maniere nortovalente ades diméres de chaines CD3. La majorité des lymphocytes T retrouvés

sont des TCR avec les chaines dimérigues(90-95%)[58]® / S & O KecapnaiSséntes K |
LISLIGARSA LINBaSydsSa adzNJ dzyS Y2t SOddrésonmalsardt al t
les antigenes de maniere CMhtiépendante[59]. Dans la suite de amanuscrit dethése, nous

discuteronsuniquement des TCR composés de cha#iés

1.3.1.1 Ladiversité des TCRs
Les genes du TCR, responsables de la diversité du récepteur, sont organisés en segments distincts

: variable (V), diversité (D) et jonction (J). Cette structure génétique varie selon les chaines du TCR.
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[ S& OKlnySa h az2yd O2RSSa LI N RSa apgaemé&w ia =
des segments D.

La diversité remarquable des TCRs est générée par le réarrangement génétique de ces segments

V, D et J pendant le développement des lymphocytes T. Ce processus, appelé recombinaison V
(D) J permet la création d'un vaste répertoire de récepteurs capables de reconnaitre une
multitude d'antigénes. Chez I'humain, la composition génétique du TCR est particuliérement
O2YLX SES® [ OKI ny$S he avaiz70ségmentS ¥ &t 61 segments dzilorsR A & S
j dzS f I duRCERcgriprend 52 segments Vedraents D et 13 segmentgaD, 61] La
recombinaisorV (D) Jmnédié par RAG1/B3], génere des millions de TCRs distincts, permettant

la reconnaissance d'un vaste répertoire d'antigénes.

1.3.1.2 Assemblage et interactions électrostatiques du TCR

Les chaines hétérodimériques constiedzy S  LJ I 0 ST2NX¥S RQIFI yONI IS &d
maniere non covalente trois chaines accessoires CD3 diméridjeeg € et z/z). Il est important

RS y2GSNJ |jdzQl dz & Sa/yestkRr&acié auS Ehaimzs @GNS COFE et C33/2¢ / w
RFya dzyS aidzakiagey,sidNeISa RSywmt  3S RS 0Sa OKInyS:
f QAY G REI OBMHNY R2YI AyS SEGNI OSt tdzA I ANB S &aQSTFT
Les chaines CD3 contiennent des motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine Activation Motif)
responsables de la transduction du signal. Comme détaits la littérature les ITAMs
contiennent une séquence consensus YXxIA8JB«xI/L, ou Y représente une tyrosine et I/L un

résidu aliphatique (leucine ou isoleucin@y]. Les tyrosines (¥pnt phosphorylées suivant la
NEO2yyl Adal yOS RQdzy tA3lIyR SG RS az2y | OGADI GA:
Le TCR contient des résidus basiques chargés positivement au niveau de son domaine
transmembranairellsinteragissent avec des résidus acides chargés négativement au niveau des
R2YlIAySa GUNIYyaYSYONIylFANBa RSa OKInySa /50X L

composants du complexustré en Figure 465].
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Figure 4 Structure etassemblage électrostatique doomplexeTCRa/b-CD3

[ QFr3aSYo6ftlr3S Rdz ¢/w Si RSa OKlInySa /50 Sad 3t
les résidus basiques des chaines @aRbleu) et les résidus acides de chacune des chaines CD3
ONRPdASOD® [ QSyaSyotS RS 0Sa Ay bnsde @prédaity dvecd 2 y U
£l LISNXY¥A&daA2y RQOft aSOASNI 6az2fSOdzZ  NJ LYYdzy2f ;
2 iZOKSNLIFSYyyAIZTY wWQazfSOdzZ I NJ YSOKI Yy5aY®2Y2RNS &R
p.12951305, © 200@).

Q.(D)

1.3.2 Présentation antigénique

Il existe différents modeles de présentation antigénique. La premiére est la présentation
antigénique endogéne qui impliqgue la reconnaissance de peptides antigéniques dérives de
pathogenes intracellulaires tels que les bactéries, les virus et les cellmesales. Elle fait
intervenir le protéasome et la protéine TAP pour un transfert vers le réticulum endoplasmique
[66]. Ces peptides intracellulaires seront chargés sur le CMH de classe | et reconnus par les cellules
T associées au gecepteur CD867]. La seconde est la présentation antigénique exogene, qui
permet la reconnaissance de peptides extracellulaires. Les antigenes exogenes seront internalisés
par phagocytose ou endocytose. Les peptides seront ensuite chargés sur le CMH de classe Il et
serontainsi reconngpar le LT CD467]. Les lymphocytes T CD8 naifs vont donc reconnaitre des
peptides antigéniques chargés sur le CMH de classe | tandis que les lymphocytes T CD4

reconnaitront les peptides chargés sur le CMH de classe Il grace a leur TCR spécifique.
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Enfin la troisieme est la présentation antigénique croisée qui implique la présentation des
antigénes exogenes par le CMH de clagé8]l Ce sont donc les cellules T €B&i pourront
répondre aux peptides exogenes présentés par le CMEtte présentation croisée est cruciale

pour la réponse contre les cellules tumorstel contre certains virus par les LT cytotoxig[6y.

1.33[ QF OGA QI A2y RS& OSftfdzx Sa ¢

Grace a la grande diversité des T&@Rendr& lors de la maturation des thymocytes, le systeme
immunitaire adaptatif est apte a reconnaitre un grand nombre de pathogé&usseptible

Rif¥ecter le corps humain. Les lymphocytes T sont capables de reconwétieur TCRaussi

bien des peptides du soi que des antigénes exogenes chargés sur leur CMH. Cependant, pour étre
SYy YS&ada2NBE RQSTFSO0OdzSNI dzyS NBO2yylAaalyoS Si
doivent étre activees.

[ QI OGA G GA2Y RSa OSftfdzZ Sa ¢ 4SS LINBPRdAzZA G LINA Yy OA
NBEO2Y Yyl niNBE RS& FTNFIYSyda LISCHAfpriRcipdlamsSm pall#sBs a Sy i
cellules dendritiquesp [ QF OGUA @I A2y RS& [¢ Sad aSyairofS t
par les CP{/0]. L'affinité dicte la sensibilité et la spécificité du signal du TCR. Un autre concept
AYLRNILFYyG Sad fQlF @ARAGSY ljdzA NBadzZ 6S RS I 02"
¢/ w SO dzy LISLIIARS® [ QI OGA DI (SA 2y RS 50 NORPAt (if Szt RSS3A

1.3.3.1 Formation de la synapse immunologique

[ 2NBIj dzQdzy S OSttdzZ S ¢ NBO2yylnid a2y +yaAa3asysS a
de celleci; notamment la formation de la synapse immunologique (SI). La formation de la Sl est
essentielle a I'activation de la cellule T. En effet, la S| esstracture organisée, dynamique et

O2YLX SES ljdzA 02y OSy (i NB fa0iSyWwas ¥YaifA2 yR B RO RAKAREA
TCR nécessaire a cette activatjegd-74].

La Sl va étre organisée en différentes régions ou SMAC (regroupement de nsde@ule O i A @I (i A 2
qui ont chacune une localisation propfé5]: le cSMAC (région centrale), IeSMAC (région
périphérique) et le eSMAC (région distalefrigure 5. La eSMAC est composée du complexe TCR

PpCMH qui est stabilisé par son-c&cepteur. On y trouve également les molécules de co
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stimulation CD28 qui interagissent avec CD80/86 de la[ddADans la {f5sMAC se trouvd les

Y2t SOdzf Sa RUOECARAK SECO2/FA fuCdermettent la stabilisation de la Sl et la
F2NXFGA2Y RQdzy S 22 y-SMAE.2 66 protéines/dO dytBsquelari@efideNdt R dz O
les phosphatases inhibitrices CD45 se retrouvent dansSBAIC et sont exclues de [a&SMAC

7710 [ QSEOt dzaA 2y RS / 5 n-SMATSst fhiprrdpé finérSeh kdguedutf S R S
obtenir une activation prononcée de la signalisation du TCR-SMAIC est également le site de

formation des micreagrégats de TCR qui migrent vers-BMAC.

En conclusion, l'activation et la prolifération optimale des cellules T nécessitent des signaux
Ydzf GALX Sasx y20FYYSyd fQSy3aFr3aSySyid Rdz-pAWHOS LIS d:
(signal 1), une cstimulation menée par la molécule CD28 (signal 2) et I'engagement des
cytokines principalement sécrétées par les cellules DC (sigf#8]3).a sécrétion par les DC, du

type de cytokines dépend, bien évidemment, du pathogene recon

CDa0s
J T
[‘? il T‘T'F .
F t/ | P | ]‘ 'f‘_r’r“,lr
actin ||,J LFA-1 CD.'Z!! TCRJ’CDS TCRhE?

pSMAC .mgoc

asmac _— -~/ \ —(FTer
. \
T Lymphocyte '

Figure5 +A&ddzZ tAal GA2Yy RQdzyS &deyl LS AYYdzy 22341

La Sprésente une organisation endzA f R $ orgadisiaF avec un cSMAC, composé du TCR
et de la molécule catimulatrice CD28. Le cSMAC est entouré d'un pSMAC riche dndtAin
dSMAC enrichi en mictagrégats TGRD28. La formation de la Sl est coordonnée par la

dynamique du cytosquelette, faveant la translocation des centrosomes et le trafic vésiculaire
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pour maintenir la signalisatiommage reproduite avec la permission de Frontier in Immunology
(Capitani N, Baldari CThe Immunological Synapse: An Emerging Target for Immune Evasion by
Bacterial Pathogeng:ront Immunol. 2022 Jul 13;13:943344. did):.3389/fimmu.2022.943344.
PMID: 35911720

1.3.3.2 Les voies deignalisation du TCR
[ QI OGAGF GA2Y RQdzyS OSfttdzS ¢ Sa& al araylrtiaal .
régulés Figure ® @ ¢ 2dzi RQF02NRXZ f QF OGAGI A2y 0O2YYSyOS
TCR assistée par les-@mepteurs CD4 ou CO82]. Le cerécepteur (CD4 ou CD8) permet le
recrutement de la kinase Lck qui va venir phosphoryler abondamineéda L ¢! ad RS £ QS
des chaines CD3 du T[BR, 80, 81] Cette phosphorylation induit le recrutement de ZAPvia
dSa R2YIFAySa {IlH O{ND I 2Y2f238& HUO | dz yN®BSI dz R
est ensuite phosphorylé par LAT, qui une fois activé, phosphoryle les protéines adaptatrices LAT
(linker for activation of T cells) et SIZB (SH2 domakaontaining leukocyte phosphoprotein of
76kDa)82,83 / Sa LINRPGOSAYSa aSNBSyd RS LXFGST2NNXS F
StfSa LISNYSiaSyid €S NBONHzISYSYy(l RQI dzgm&s Y2t S
factor receptor bound protein 2) et SOS (Son of sevenless homolog), foeraghilosome. SOS
active la voie RAS/MAPK et induit la translocation au noyau du facteur de transcriptig@#AP
La kinase ITK {(Binducible tyrosine kinase) interagit avec SLP76, résultant a la phosphorylation
Si tQFrOGAGlIGA2Y RS t[/*mM® t[/+wmX dzyS F2rAa IO
hydrolyse le lipide PP (phosphatydil inositol 4 isphosphate) en deux messagers
intracellulaires DAG (1,2 diacylglycérol) et (Positol 1,4,5triphosphate)[85]. Le messager IP3
AYRdAzZA G dzy Ay FtdzE RS OF f OAdzy ySOSaaraANB t f QlF C
activated T cells) ainsi que sa translocation au noyau, ou il agit en tant que facteur de
0N YAONRLIIA2Yy ® 51 D NBqOiNpit B voeya dzA $§8 &F {(Nyyasg?2
noyau, ou il agit comme facteur de transcripti@®, 87]
[ QSyaSyoftS RS OSa OGAGlIGA2ya &adz00Saai@dSa  LISNJ
signaux majeursun signal mitotique par la voie Ras/MAPK, impliqué dans la prolifération et la
différenciation; un signal activateur par la voie NFAT, lagula production de cytokines et
principalement IE2; et enfin un signal transcriptionnel par lavoieNF > LISNXY SG G ya €|
49



de nombreux genes nécessaires a la réponse immunif@8k Lasollicitation simultanéales

voies NFAT, NF. S
AaSONBUOAZ2Y 4&f
NBY F2NOSS LI

adaptative efficace.

I b

alty FOGA@S 1 (GNYyaONRLdmRAY RS
AYdz S t QSELJ y&A 2|89 Géttg wrblifédtionR S &
NJ f QS EZdaNHBuiesafittgassReundNiBporSd jmnrSuitdire L [
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(Cell proliferation/ T cell anergy)

Les acteurs soumcents de la signalisation du TCR

f

Lors de I'engagement du TCR avec le pCMH, de nombreuses enzymes et molécules adaptatrices

sont activées. Les événements de phosphorylation sont symbolisdegzarcles bleus, tandis

gue les lignes noires avec des fleches illustrent les activations succebsags reproduite avec

la permission de Springer

Nature (Shah, kHadari, A., Sun, J., Kazi, J.U., 2023ell receptor

(TCR) signaling in health and disease. Signal Transduction and Targeted Therapy 6..
https://doi.org/10.1038/s41392021-00823w.
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13321 QAY Tt dzE RS OF t OA dzy

[ S FtdzE O t OAljdzS Sai dzy St SYSyid OSyidNIrft RIya f
Rdz ¢/ ws dzy Ay FfdzE RS OF ft OrAdzy a8 LINRReple t |
messager IP3 interagit avec son récepteur a la surface dJOIRECette liaison engendre une

libération de C#% dans le cytoplasme et donc une diminution de concentration calcique dans le

RE, percue par le senseur calcique STB193] Celuici migre donc a la membrane plasmique

pour interagir avec le canal ORAIL, qui forme les canaux CRAC (calcium release activated calcium)
[94]. Cette liaison permet une libération massive dé*@atracellulaire au sein de la cellule T,
YySOS&aal ANB L}2dzNJ f QF OG A-Gdpendaste[95]RS fluk te calchukh st b C! ¢
indispensable axifonctions des cellules T, telles que la production de cytokines, la prolifération

et la différenciation cellulair96].
1.3.4 Différenciation des lymphocytes T

1.3.4.1 Les lymphocytes T CD4

Les lymphocytes auxiliaires (LT4) expriment leéoepteur CD4 a leur surface. Leur principal role

est de produire des cytokines dans le cadre des différentes réponses immunitaires afin de générer
fQAYTFELIYYlLGA2Y SG RS NB 3 dzlaBeNILd? $T4 yeorirmissBrizes | dzi |
antigenes présentés par le CMH de classe I, principalement exprimés sur les CPA
professionnelles, telles que les LB et les DC présentés précédemment dans la Egetioh

Source du renvoi introuvablg97]. Leur activation requiert un second signal destimulation,

O2YYS fQAYGSNI OlGA2y SyGaNB [/ 52 gst cldiale/péuy lewwy ¢ = ¢
prolifération et différenciation98, 99] Les LT4 se différencient en sdyges specialisés (Th1l,

Th2, Th9, Th17, Tfh, et Treg) selon les cytokines recues, qui varient en fonction du type de
pathogéne rencontr§l00, 101]Nousnedécrirondj dzS 0 NRA 8§ SYSy i f ©pey,a SYo f S
mais ces cellules possédent des voies de développement et des rbles bien distincts au sein de

f QAYYdzyAGS® [Sa ¢Km az2yid AYLXAldzSa RlFEya fQ
intracellulaires (virus et bacti&s). lls produisent principalement des cytokines -pro
inflammatoires (IFN = -2, Lef TNFP 0 SiG LISNXYSGGSYyd YF22NRGF AN
YI ONRP LK ISHO2BPAF S&EQLER az2yid AYLX AljdzSa RIFEya f QA
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£t SNAAljdzSad Lfa FARSydG fSa [. t &adiMd2.SNI I
Les Th9 jouent un rble arttimoral supérieur aux Thl et Thl7. lls participent également au
LINE OSaadza RQAYTFEFYYFIGAZ2Y RSa& YidudeStesd, 3G IISG RS
ASONBGSYld RSa Oed 2§ doytbnajisentld stinfukation dizSmastdRytes et

fl LINRPY2UA2Y RS fQAYYdzy23ft206dzf AYS RS GeL)S 9
contre les bactéries extracellulaires et les champignenspermettant le recrutement des
neutrophiles. lIs produisent des cytokines, principalemeritaL1-21, 1-:22[105]. Enfin les Tth
contribuent a la formation des centres germinatifs par interaction avec les cellules B. Ces
feYLIK20e(Sa LIMNEBRXZLEuranforé&ht lds Mterfictions avec [EHIBB107]

lIs interviennent principalement dans les maladies amtonunes et les infections virales
OKNRBYAIldzS& LISNEAAUGLI YU Sypes b kelpér Somt dgs @efiyfed &fecaiceS RS &
Enfin, les LT régulateurs (LTreg) permettent le maintien de laatmé, qui se traduit par la
diminution de la réponse immunitaire, en sécrétant des cytokines immaunppressives telles

j dzS-10 A le[TGF [108]0d [ QS y a S Y o ftyPes RT sobt3eprésardédaansigure

7.

Les LT4 activés interagissent de maniéere bidirectionnelle avec les DC, un processus appelé «
licencing », qui optimis# leur capacité a activer efficacement les LT8 cytotoxiques. Ce processus
est déclenché via l'interaction CD4GD40, provoquant la maturation compléte des DC. Cette
maturation est marquée par une augmentation de l'expression des molécules-steradation

(CD80, CD86) et par la production de cytokinesipilammatoires (It15, 1:12, TNF* Z-m L D

[109], améliorant ainsi la présentation croisée des antigénes via le CMH de classe DC
"licenciées" activent efficacement les LT8 essentiels pour une réponsduarntiale et le

contrble des infections virales.
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Figure 7 Schéma représentant les différents sotyges des Lymphocytes T CD4 a
fl adzAadS RS tQFrOGAGIGA2Y

La polarisation des LT4 naifs en cellules LT4 Thl, Th2, Th17 ainsi que Tfh dépend des cytokines
LINBaSyisSa t2NAR RS tQlFOGAGlIGA2yd [ Sa Oel21AySa
les facteurs de transcription associés a cette différemmiasiont indiqués. Chaque setype est

associé a une fonction immunitaire spécifique illustrée dans les rectangles colovége
NELINBRdAzZA GS | @S0 I LISNY) A @Dang Ly CytBkidé Kefudatich and S & L
Function in T Cells. Annu Rev Immu28i21 Apr 26;39:576. doi: 10.1146/annureimmunolk
061026053702. Epub 2021 Jan 11. PMID: 33428453.

1.3.4.2 Les lymphocytes T CD8
Les lymphocytes CD8 (ou cytotoxiques) expriment legécepteur CD8 a leur surfacéls
reconnaissent deantigenes présentés par le CMH de classe | (QMth fonction principale des
[ ¢y Sald tQStAYAYlIGA2y RSa OS110]dzexSteplusieyr RO G SSa 2
populations de LT8les LT8 effecteurs et les LTS mémo[fielsijd ! FAY RQSELJX Alj dzSNJ
réponse effectrice et mémoire des LT®us prendrond§ S Ol & RQdzyS Ay FSOUA2Y
mes propos. Lors d'une infection aigué, les lymphocytes T naifs (CD@8RACD62L CD28
CD9H), circulant dans les ganglions lymphatiques, reconnaissent l'antigene présenté parde CMH
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| [112]. Cette reconnaissance déclenche leur activatienr différenciation et leur expansion
clonale, générant un nombre suffisant de t&@ecteurs capables d'éliminer les cellules infectées
par le pathogeneRigure 8 A). Suite a cette différenciation, les LT8 effectddds3] subissent une
phase de contraction ou la plupart endurent une apoptose. Enfin, un réservoir de LT8 persiste

pour constituer la mémoire immunitaifd 14, 115]

Expansion  Contraction Reinfection

CTL effecteurs

Naives Virus

c

-A‘L

Figure 8 Représentation de la cinétique de réponse des tT™8@ NB R QdzyS Ay FSOi

Virus

aigué

A: La réponse T CD8+ lors d'une infection aigué comprend trois pMases Q S Eclaftalgf & A 2 Y
OFOGAGEGAZ2Y SG LINRPEAFSNIGA2y 0T fF O2y(UNY OGAZ2Y
de la mémoire immunologique permettant une réponse plus rapide lors d'une réinfection. B:

Deux populations de LT8 effecteurs émergent : leC3BhRorLived Effector Cells, en jaune) et

les MPEC (Memory Precursor Effector Cells, en bleu), ces dernieres générant la réponse mémoire

b £2y3 GSNX¥YS® LYIF3AS NBLINE R #d#echSS.M., @Bedy, E.J., 20006 NI A &
Heterogeneity and Celate Decisions in Effector and Memory CD&ell Differentiation during

Viral Infectionlmmunity 27, 398405..https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.08.0Q7
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1.3.4.2.1 Laréponse effectrice des T8

[ S LINAYOALIE NbES RSa [¢y SFFSOUGSdzZNB 62dz [/ ¢[ U
PourcS FIFANB fSa OSttdAg S& STFTFSOGNROSEA LISdz@Sy i dzi
Leslymphocytes LT8cytotoxiques éliminent les cellules cibles via la formation d'une Sl. Cette
reconnaissance est tres sensible; un seul compledpl agoniste est suffisant pour déclencher

la réponse cytolytique. Lors de la formation de la synapse, les granules cyte®xigutenans

perforines et granzymes sont polarisés vers le cSNIA®] .

La perforine se polymérise pour former des pores dans la membrane plasmique de la cellule
infectée, permettant l'entrée des granzymes. La granzyme B induit I'apoptose par I'activation de

la caspase3[117, 118]

Aussi, lesLT8IS dz@Sy i St AYAYSNI f Sa OStfdzZ S& AyFSOGSSa
NEBLI2YyaS | dz NBOSLIiSdzZNJ RS Y2NIi oClao t f1 adaNFI C
LI NJ £ QF OGA@I GA2y [RS, 1RAERNSIesH y8ieHecteu lprddulseatSdas
Oeiliz|lAySa Oeil202EAB@SESi/8dbacSAe (j8A DA ChHY (I LI dz
signaux de différenciation, de prolifération et de surfi@1]® [ | LINE RdzOLIB NI SR QL
RQIFdzZAYSY i SN f QABILINBlA@ANRNA RMA /faQl YSE A2NI GA2y R
intracellulaire[122]@ 9t f S Ay RdzZA 0 S3AFESYSyld fQFOUAGIFGA2Y |
favorisant la phagocytose ou encore engendre la différenciation des LT4 vers le phénotype Thl.

La productionde TNF RS Of SYOKS  QF L2 LJi2asS OA[123awLcwm S
/| SLISYRIFYyG> Af Sald O2yydz ljdzS £Sa [¢y STFFSOGSdzN
At Sad YFIAyGaSylyid oASy SilotA ljdQat SEAAGS S
sont majoritairement éliminées par apoptose a lasui¢ df QSt AYAY | A2y Rdz LJ (
également les cellules effectrices précurseurs mémoires (MPEC) qui ameénent une mémoire a
longue durée de vig126] (Figure 8 B). Ces deux sodgpes cellulaires sont facilement
RAFTFSNBYyOASa 3INNOS t f OQSELINBA&A2Y -C&ISectimikeNdj dzS dzN
NEOSLIi2N) Dm0 SG L[ 17 wh?)[020K0]).nesSLEC (KRREZL NBADtIekIi S dzNJ -
cellules effectrices différenciées terminales; la grande majorité de ces cellules meurent donc par

apoptose. Seulement moins de 10% des cellules LT8 survivent et se différencient au cours du
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temps en LT8 mémoirgd11]. Les MPEC (KLRGL TOWwh LISNBE A &GSy i S -R2yySy

types de cellules mémoires que nous allons développer dans la partie suivante.

Lors de la reconnaissance du pGMIi¢ micreenvironnement et l'intensité du signal déterminent

le programme transcriptionnel des LT8 vers un profil SLEC ou MPEC, impliquant trois paires de
facteurs de transcription antagonistgkl1]: T-BETet EOMESe la famille Tbox, B.IMR1 et BCL:

6 ainsi queD2 et D3. Les SLEC sont caractérisés par I'expressiofB&d ihduit par I'lE12[131];

BLIMR1, qui favorise la différenciation termingl&32]; et ID2, qui régule la survie viadk2[133].

A l'inverse, les MPEC expriment préférentiellemeRMESjui estA Y K A 6 S12ledlréyalétpar L |
la suite par RINX3 [134], BCL6 qui réprime les capacités cytotoxiqugk3s]; et enfin D3
nécessaire a la survie lors de la phase de contraction et aide a la formation de la m@38jre
Les MPEGxpriment aussile facteur de transcription TEF impliqué dans la survie et

I'autorenouvellement des cellules mémoirgs36].

1.3.4.2.2 La réponse mémoire des T8

[ Sa fteYLK208GS4a ¢ /5y YSY2ANBAa LINPRdzA &Sy d dzyS
réinfection (2 rencontre) par le méme pathogene. Les cellules T8 mémoires peuvent étre sous
divisés en au moins cing groupes distinctes cellules T8 centrale mémoires[137], les T8

effecteurs mémoires ) [137], les T8 résidentes mémoiresg() [138], les T8 périphériques
mémoires (bm) et enfin les LT8 effecteurs a longue durée de vie (LLEC). Les différentes sous
populations de cellules T8 mémoirsgnt distinguées par leur expression différentielle de CCR7

et CD62L et leur localisati¢h39].

Les Emexpriment CCR&t CD62Let se retrouvent principalement dans les Qifais peuvent

circuler entre le sang, la lymphe et les OLS. lls ont une forte capacité proliférative et une
LINE RdzO (i A 2 y2. de Sptt Nddz&elluREnémoires qui peuvent facilement se différencier en
OSttdz S&a STTFSOUNROS intigene. M coritr&ire, fes celNBsSTE mighitesi A 2 Y
effecteurs (B0 Y QS E LINR Y $tyCO62ILHiIegs circulemt Bntre le sang et la lymphe. Ce

sont les cellules quise mobflis/ & € S LJ dz& NI LMWRSYSyid @GSNR fSa 3
durée de vie plus courtd 26, 140] Le destin transcriptionnel de ces sequ@pulations mémoires

est distinct. En effet, lescli expriment préférentiellement @MES TCFL, BCL-6, STAT3 eDB,
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avec une faible expression de Blihpandis que lesglusont caractérisgépar une forte expression
de T-BETBLIMR1, D2 et STATL11, 131136].

Les LT8 résidestmémoires (Trm) sont des T8 qui résiderdans lestissus nonlymphoides

(poumons, peau, tractugastrointestina). Les &y Q S E LINA Y S y et COB2&mais / wT
exprimentdes marqueurs de rétention tissulaire comme CD69 et CD103 ou des marqueurs de
rétention organespécifique comme CD4%#oie) [138]. lIs assurent une protection immunitaire
immeédiate au site d'infection, ou ils résident de facon permanente sans circuler dans l'organisme.
LesTrmproduisentRSa Oe 21 Ay Sa STHSOH AS@S-H [FBIMICHIE ) dzS
vont pouvoir activerdiverses cellules immunitairglKk DQ.[ 2 N&B RQdzyS &aSOauy RS Ay
peuvent perdre leurs marqueurs de rétention et rejoindre la circulatigh41]. Le facteur de
transcription HOBITO2 Y iIN: £ S f QS (idv@d deidr IS Hfffergnis ongeheipead,

intestins foie). Cette différenciation tissdépendante est également régulée pdrlBIR1 [142].

Les Bm exprimentde facon intermédiaire le marqueur CX3CR1, qui leur condécapacité de
migrer a la fois dans OLSdainsles tissus périphériqudd43]. Les Fmfont donc lelien entre les
Tem (CX3CR) et les kv (CX3CRILL Les Pw circulentdans les organes périphériques grace a
I'expression de CX3CL1 par les cellules endothé|ibdds 145]

Pour finir les lymphocytes effecteurs a longue durée de vie (Lhia@itiennentdes fonctions

effectrices a long terme.amajorité des LLEC sont issus des 10% de cellules SLst@viyaint

I LINB & f.Qnheyhiin6ritesduRnfent provient de la population MPE€ur phénotype se

rapproche des gy maisse distingudlJl NJ f QSELINBaaA2y RS OSNIIFAya
f QS E LINECDHEK & gle BCL-2*. Ils conservent toutefois un phénotype effecteawec une

expression négative ou basse de CD62kxfisiment égalementortement le CX3CR1 et KLRG1

[146]. Ces caractéristiques souligiid SdzNJ Nb £ S dzyAljdzS £ fF F2Aa RIY

terme et la mémoire immunologique a long terme.

La réponse cytotoxique des LT8 est essentielle dans I'immunité adaptative, néanmoins leur
régulation dépend d'un réseau complexe de récepteurs immunitaires activafe@®sSy a SYot S R
ces récepteurs immunitairesont indispensables pour amplifier et maintenir une réponse

immunitaire optimale.
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14 S& NBOSLIISdzNB AYYdzyAdl ANBA RS f
5Fya S a2adsyYS AYYdzyAGFANB:T At SEA&GS dzyS oI
réponsespécifique et adéquate face a des menaces divepgess, bactéries, parasites, cellules

tumorales)[147].

Lorsque les récepteurs sont assemblésraltentA vy OG A Fa Sy d@lradgipasy OS R
déclencher de réponse immunitaire aberranteorsRS € NBO2Yy Yyl A &,ad yOS
NEOSLIiSdzNJ R2A0G siGNB OFLIo6ftS RS &odigaidi@EeN] NI LY
activation nécessitef QSy 3 ISYSyid RS y2YoNBdzaSa Ayl asSa
AAIYLEAALGAR2Y O2yRdAAIY(G t fQAYAGAFGAZY RSA L

S
R

immunitaire.

Les récepteurs immunitaires présentent de nombreuses caractéristiques communes et doivent
ddzA UNB RS& LINRPOSRdAzZNB& aAAYAflFANBAE Sy OS ljdza (
complexes protéiques avec différentes saustés, mais aussi les mécanisntieslzQA f & YSG G Sy
place pour réguler la signalisati¢f48]. Nous allons nous intéresser préférentiellement par la

adzZA S £ ftQSyasSvyofS RSa NBOSLIISdzZNBE AYYdzyAlGl ANB

1.4.1 Diversité des récepteurs immunitaires activateurs

Nous avons déja décrit le récepteur des cellules T ([I@B)ainsi que sa signalisation dans la
secton1.3.1, Y Aad Af SEA&GS RQldzZiNB& NBOSLIiSdzNB AY
développerons dans cette partie, les récepteurs des cellules tueuses naturelles (NK) qui jouent un
NbfS SaaSydAaAsSt RIya f QAYYdzy A {150] masegemedtesy i NE  f
fragments Fc des anticorps qui se trouvent au centre de nombreuses réponses immunitaires
[151].

A

[ OSyaSYotS RS&a NBOSLIWISdzNE AYYdzyAdl ANBa | OGA
RQlIFaasSvyofl3asS Si tSa YsYSa YSOFryraavySa RQl OlAgI
électrostatiques remarquablement consengsai cours de I'évolution. En effet, ils partagent une
architecture modulaire communes comprenant un module récepteuk@) et un ou plusieurs

modules de signalisation (SigMod)62]. Le RcMocest responsable de leeconnaissance de
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fQlyiA3asySo Lt S&ad O02YLRA&S RUdzyS NBIAZY SEGNI
liaison au ligand, et d'un domaine transmembranaire contenant des résidus chargés
négativement. Cette diversité structurale permet la reconnaissance d'unedgraariété de

ligancs. Le{ A 3a2R Sald O2yadAaiddzS RS LINRPOISAYySa | RFLII
Ces protéines possedent des résidus transmembranaires chargés positivement qui s'associent aux
charges négatives du RcMod, ainsi que des motifs §EAdplasmiques essentiels pour initier la

cascade de signalisation. Le SigMod est remarquablement conservé entre les différents
NEOSLIISdNBE® [ S YSOFYyAayYyS OSyiNlf RS fQSyaSvyof ¢
interactions électrostatiques du NBIAA &aaSyid f QF aaSYo0 tslet&haRSa NB O
FFFAYAGSS €S RSOt Sy OKRYSBPar exerplef paur ¢ KARAlds iédidkis/ R dz
oFaAljdzSa RS fI OKInyS /50y AydSNI il | 0SS
stabilisant le complexfl57, 158]

L'activation des récepteurs immunitaires implique des protéiadaptatricescontenant des

motifs ITAMJ64]. Ces motifs, caractérisés par une séquence speécifique d'acides aminés, jouent

un role crucial dans la transduction du sighghlement via des interactions électrostatiquéesrs

de l'activation, les ITAMs subissent une phosphorylation par des kinases de la famille Src, telles

que LcK63]. Ce processus crée des sites d'ancrage pour des protéines possédant des domaines
SH2, notamment les kinases non réceptrices (NRTK) telles que ZAP70 ou Syk. Ces NRTK, a leur
tour, phosphorylent d'autres effecteurs en aval, déclenchant diverses cascadggnadisation.

Cette série d'événements aboutit a I'activation de facteurs de transcription clé, tels que NFAT,
AR1etNF* . = ljdzA RS SNXYAYBH I, 16FCe mécanise/contplexe illuktiel A NB
comment les signaux extracellulaires sont traduits en réponses cellulaires spécifiques dans le

systéme immunitaire.

Pour la suite de ce projet, nous allons nous intéresser uniquement aux récepteurs immunitaires
I OGAGFGSdzZNE RS QA YYdzy ARigre 9 Rd daiit He§ An@fctiosA & A 0 f
électrostatiques entre les acides aminés clés de leur domaine transmembranaire (TM) qui
déterminent leur assemblage. Nous allons détailler les récepteurs immunitaires activateurs dans

les sections suivantes.
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TCR NKG2C NKG2D Ly49 KIRDS KIRDL NKp FcR

D

@ : Lysine (K) ® :Aspartate D)  ©4:cDo4 @:FeR  @:paPi0  (@:TCRa  @:cD3  (@:CD¥
@ :Arginine (R) @ :Glutamate ()  (R):Ligand Receptor ~ @:DaP12  (B):TcRp @:cp3s  @: coxc
O : ITAM @ : 3 ITAMs 0 : PI3K/Grb2 0 S 1TIM == : disulfide bond

P
w»

Figure 9 WSLINBaSyYy Ul A2y aO0KS YLl GAldzS f Q2 NAI

immunitaires modulaires et des interactions électrostatiques

Les astérisques indiquent que les récepteurs immunitaires présentés peuvent également
aQlaaSYotft SNI I SO RQI dzii NEsirepiéiddés ®il lyh&hé reproOuDeS & & 2 A N
avec la permission de Immunological Revid@snnolly, A., Gagnon, E., 20Hectrostatic
interactions: From immune receptor assembly to signaling. Immunological Reviews 293, 26
https://doi.org/10.1111/imr.12769

1.4.1.1 Le récepteur Fc des anticorps

Pendantla réponse immunitaire adaptative, les cellules B ont la capacité de produire et de
sécréter des anticorps solubles spécifigues des multiples antigdnes. récepteurs R

établissent un pont entre limmunité humorale et la réponse cellulaire cytotoxique en
reconnaissant le fragment cristallisable (Fc) des anticorps liés a leur anfig#jeCe récepteur

est exprimé par divees cellules immunitaires (DC, monocytes/macrophages, NK eflBR) .

Ces récepteurs activateurs signalenttvia leuss propres motifs ITAMs, principalement retrouvés
danslachainea RS f QK S (2SXPRA YBEMNBI a2 O0A L yid | SO RSa LINER
des ITAMstelsque OwL = CO' wlL F62CI63jRigure i CO' wL L L

Parmi ces récepteurs, S CO(owCO1E) f £ dzZaGNB I O22LISNI A2y Sy

adaptative en permettant aux cellules NK de réaliseryimtoxicité cellulaire dépendante des
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A

anticorps (ADC®) / S YSOIFYA&YS AYLIX Al dzS -Ade la NI&i© Bcyblgsk A & & |
anticorps fixés a la surface des cellules cibles, déclenchant ainsi I'activation des cellules NK qui

liberent leurs granules cytotoxiques pour éliminer spécifiquement ces eglapgsoniséeflL64].

/'S NBOSLII SdzNJ LISdzi O22LISNBENJ I SO RQI dziNBa NBOS
un effet synergique. En plus de récepteur Hepartagé, les cellules NK disposent d'un ensemble
diversifié de récepteurs activatelts SaaSy GA St a LI2dz2NJ £ QSEAYAY Il GA

tumorales.Nous allons voir plus en détail les récepteurs immunitaires des cellulesddisous.

1.4.1.2 Les récepteurs des cellules tueuses naturelles (NK)

[ Sa OSftfdzAZ Sa GdzSdzaSa yIl GdzNBfttSa obYuv aquyid RSa
partagent des caractéristiques fonctionnelles et développementales avec les LT8 cytotoxiques.

[ SdzNJ T2y Ol A2y YI 2Sdz2NBE Said € QStAYAYF (A F185 a4 LISOA 1
166]. Les cellules NK expriment un large répertoire de récepteurs immunitaires (activateurs et
inhibiteurs) [167], dont I'assemblage implique des interactions électrostatiques entre résidus

acides et basiques, similaires a celles du TCR, pour réguler leur actilammecepteurs
activateurs des cellules Ni#¢ répartissent equatre grandes famillesla famille des genes NKG,

les récepteurs KIR, les récepteurs Ly49 et enfin les récepteurddiKgeule la famille NKp est
exclusivement activatrice, les autres comprenant a la fois des récepteurs activateurs et
inhibiteurs. Dans la suite de cette introduction, noulloas parler uniguement des récepteurs

I OGADFGSdzNE S RS fSdzNJ YSOFyAayYS RQlFaaSvyofl 3s
1.4.1.2.1.1Les récepteurs NKG

Les récepteurs de la famille NKG sont des protéifdgle type II(N-terminal cytoplasmique),

avecun domaine de liaison a la lectine de typpe&mettantla reconnaissance des ligard$8].

La famille des récepteurs NK@mprend deux sougroupes:OS dzE |j dzA & QlF aa2 OA Sy i
j dzZA  y'S & Q@ Lds &éeptcdirs SiQiassbdiési aCD94 se divisent en deux groupes selon
leurs caractéristiques transmembranaires : les récepteurs inhibiteurs NKG2A/B, dépourvus de
résidu acide, et les récepteurs activateurs NKG2C/E/F, caractérisés par une lysine (K) efui perm

leur association avec l'acide aspartique (D) de DAP12. Distinct de ce groupe, NKG2D, récepteur

des ligands de stress, forme un hodimere et s'associe spécifiquement avec DAP10 via une
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interaction électrostatique entre son arginine TM (R) et I'acide aspartique (D) de D2d>plus,
At Sald AyGSNBaalyd RS y20GSNJ) |jdzQdzyS OSNBEAZ2Y NP
L aQlFaaz20ASNI & fF Y2fSOdzZ S FRIFILIGIFGNROSE 5!t M+t

moléculaires en fonction des espéd&s2, 169](Figure 9.

1.4.1.2.1.2Les récepteurs KIR

Les récepteuriller cell Immunoglobulifike Recepto(KIR)reconnaissenf S& Y2 0ATFT&a "' wm
des molécules du CMHHLA [170], se divisent en deux catégories selon leur nombre de
domaines Ri@munoglobulines extracellulaires (KHRIR3) et leur fonction171]. Les KIR
activateurs (KIRDS) possedent une queue cytoplasmique courte et s'associent avec DAP12, tandis
que les KIR inhibiteurs (KIRDL) présentent une longue queue cytoplasmique contenant des motifs
ITIM (ImmuncReceptor Tyrosindased Inhibition Motif)qui recrutent la phosphatase SHP
essentielle a la fonction inhibitriqgigure 9. L'équilibre entre les signawactivateurs (KIRDS) et
inhibiteurs (KIRDIlj9ue un réle crucial dans la capacité des cellules NK & discriminer efficacement
leurs cibles cellulaires, gu'il s'agisse de cellules infeci@gamorales. Cette balance intégrative

des signaux permet une régulation fine de la réponse immunitaire des cellules NK, assurant a la
fois une réactivité appropriée contre les menaces et une tolérance envers les cellulegXaires

Les récepteursKIR activateurs servent de modéles pour le développement de nouvelles

immunothérapies dans différents types cellulaires (LT,[NKJ)].

1.4.1.2.1.3 Les récepteurs Ly49

La famille Ly49 (Ly49-W&), homologue murin des récepteurs KIR humains, comprend des
protéines TM homodimériques de type Il (famille des lectineS€e&tte famille Ly49 contient des
récepteurs activateurs et inhibiteurs. Les récepteurs Ly49 activateurs permettent une
reconnaissance des ligands du GMét non-CMH tele que Ly49H173, 174] Ces récepteurs

aQl aaz2 OA Set/du DIAP1® (Ly¥9HHet Ly45D), via des interactions électrostatiques au
niveau de leur domaine TNL75]. Tandis quejes récepteurs Ly49 inhibiteurs reconnaissent
principalement les molécules du CMidansa QF 842 OASNJ £ 5!t MHd Lfa 7F2

autonome en recrutant des phosphatases via leurs motifsgTivinséque$176].
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1.4.1.2.1.4Les récepteurs NKp

Les récepteurs NKINKp30, NKp44 et NKp46hnt desmembres de la familldes récepteurs de
cytotoxicité naturellellssont exclusivement activateuet déclenchent une réponse cytotoxique
contre ks cellules tumorales vitro[177]. lls reconnaissent divers ligands a la surface des cellules
qui subissent des modifications pathologiques (dommages cellulaires, transformation maligne,
perturbations métaboliques) ou des cellules infectées. Les récepteurspkigentent une

Tt SEAOATL A GBnefRfbYad2OAS (i AR Y LBver lesiTAME deg dairfes/'GD3

ou FcRy(homodimeéres ou hétérodimeéres) via deseractions électrostatiqueau niveau déeur
domaine TMtandisqueb YLInn & Ql & & 2[0/8,379) SO 5!t MmH

Les récepteurs immunitaires activateurs sont essentiels a l'orchestration de la réponse
immunitaire, et leur compréhension mécanistique a permis le développement d'innovations
thérapeutigues majeures. Ces connaissances fondamentales ont notamment ingpiré |
conception d'immunothérapies, comme les anticorps thérapeutiques et les récepteurs
antigéniques chimériques (CRjui seront décrits dans la sectidn6, ouvrant de nouvelles
perspectives pour le traitement des hémopathies maligrteties que les leucémies ou les

lymphomes.

Dans la prochaine section, noaorderonst Q2 NA IAyYy S Si tSa YSOFIyAavYSa

leucémie, sa physiopathologie, mais aussi les défis thérapeutiques qui y sont associés.

1.5 La leucémie

La leucémie est un terme général pour définir un cancer du;santype de cancer prévalent au

niveau mondial parmi les diagnostics de cancer. Cette maladie est causée par une prolifération
anormale et incontrolée de cellules hématopoiétigummatures dans la moelle osseuse et le

aly3d LISNRALIKSNARIdzZSd [ £ SdzOSYAS LJSdzi sGNB adzR
RSLJ NI RS [180]Qympioidd (LL) § elle dérive des précurseurs lymphocytaires, ou
myeéloides (LM) si elle provient des précurseurs monocytaires/granulocytdir®$183]. Aussi,

les leucémiesontaiguéou chroniqueen fonction de leur vitesse de progression. Les leucémies

aigués se caractérisent par une progression rapide et des types de cellules immatures (blastes),
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tandis que les leucémies chroniques progressent plus lentement et impliquent des types de
cellules plus matures. Il existe domgatre grands types de leucémieda leucémie aigué
myéloblastique (LAM)184], la leucémie myéloide chronique (LMQB5], la leucémie aigué
lymphoblastique (LALL86] et la leucémie lymphoide chronique (LLTY7]. La prévalence de

ces leucémiesariea St 2y f Sa 3IAINRdAzZLISa RQN3IS Si 'Am&igan NBIA 2
Cancer Society a estimé la distribution des nouveaux cas auxUtistar type de leucémie

comme décrit en Figure 10 LMA: 34%, LMC 15%, LLA 11% et LLC 31%
https://www.cancer.org/research/cancefiactsstatistics.html Cette prévalence estalculéesur

f QSyaSyofS RSa AYRAOARdAzZA RA I 3 y-BrasiablutezSt@nfaRtQ dzy' S

confondus)La LIAest le cancer pédiatrique le plus fréquebds progres de la médecine moderne
ont permis une meilleure prise en charge de ce type de leucémie dont le taux de survie atteint
actuellement les 90%Bienque la LAMouchetoutes les tranches d'ages, son incidence demeure

plus importante aupres des personnes agees de plus de 60 ans.

404
30+
204

10

Distribution des nouveaux cas
de leucémies en 2023 aux Etats-Unis

Figure 10  Prévalence des nouveaux cas de leucénlimgnostiquésaux EtatsUnis en

2023

Les symptbmes communs des patients atteints de leucémie sont principaldanténre, une
fatigue intense et des saignements. Néanmoins, ces symptdomes sont non spécifiques des

leucémies et font surtout référence aux leucémies aigués. Les symptdmes des leucémies
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chroniques sont beaucoup plus difficles a déceler ou sont méme généralement

asymptomatiqus.

Pour laconcision de ce manuscfit y2dza y2dza AYUGSNBaaz2ya LINAYyOALl

lymphoide, et plus particulierement de la leucémie lymphoide aigué a cellules-B)YLLA

1.5.1 Epidémiologie de la leucémie lymphoide aigué (LLA)

[ I £ SdZzOSYAS fe@YLK2ORS FA3dzs o[[!0 Sad €S dGelL
f QI R2f Sa0Sy G f88] CeSan&SaktyéGalerheRtdatrou$é dans une proportion
NERdzA GS OKST fQlFRdz 6So» /S (8L RS tSdzOSYAS |
auxEtatd yAad®d [ QNIS YSRAIY RQdzyS f SdzOSYAS f @&YLK2 Ol
cas sont diagostiquéschez les patients de moinde 20 ans. Aussi, on estimle nombre
ROAYRADGARdIza &4dzaOSLJiAaf 8aoRSLIBRSBDIERERERSIOEQARAE
de 60 ans aux Etatdnis (cohorte 201:€2022). Le pronostic de sueva 5 anskR Q dzy” $mié S dzO
lymphoide aigué a 5 anapres le diagnostidnitial est estimé a72% (cohorte 2012020).

https://seer.cancer.gov/statfacts/html/alyl.html

La chimiothérapie et la radiothérapi@avec ou sans transplantation deéSH font partie des
traitements principaux proposeés aux patients attaside LLACependant, I'état réfractaire et la
rechute sont deux événements distincts. Les patients qui ne répondent pas au traitement initial
sont dits réfractairesLes patients avec LLA réfractaire et en rechute présentent un mauvais
pronostic, classant ces conditions parmi les principales causes de déces par cancer chez I'enfant.
Pour limiter ces issues défavorables, de nouvelles stratégies thérapeutiques omis&s en

place comme les immunothérapies et les thérapies cellulaires. Nous discuterons plus en détalil

des thérapies cellulaires mises en place dans la suite de ce {saaibnl.5.5.

1.5.2 Origine de la LLA

Lorsquef Q2 Yy SleéuckRig iSsuefde la lignée lymphoide comme pour la LLA, il est important

RS O2yyl AlNDB -ci DeachlllesAygiBhoideSimmiatifedpi@lées lymphoblastes

a2yl f Q2 NAENSIPOSY { 8AFAFSIHNBE I [[! NBadZ 6S RQdzy !
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blocage de la maturation des lymphoblastes au niveau de la moelle osseuse comms décrit
précédemment dans la sectidn2.3.1[189,190p Lt aQlF 3A G RS OSft f dzf S&a LIN
T et B et dansertains cas extrémement rareles cellules NK. La proportion des LLA attribuée a

une origine de précurseur de lymphocytes B (Bl.&st de 8®0%, enfants et adultes confondus,

en revanchel0-15%des LLAordzy S 2 NA AAY S A &adz2S RQdzy -IJNBOdzNE S dz

192]. A partir de ce chapitre, nous ne disserterons que de laBLLA

[ Q2 NR& 3 A y -8 esRiltifdctoriel§. [les blocages de la différenciation des cellules B, la
signalisation oncogénique aberrante, la reprogrammation métaboligoat les facteurs
principaux.ll existe également des facteurs extrinseques de la leucémogénése de-BatelsA

j dz§ t QSOKSO RS& NI AGSY Séfdné@migGes et facmi[28LJ O RSa 7T

1.5.3 Facteurs clés de l'instabilité génomique dans la LLA

[ LINB@GItSyO0S RS&a [[! &QSELX Al dzS Iyinhoplddted d £ SY S
5lya OSGGS aSO0A2ys: y2dza | 02NRSNRyYya LINAYyOALIN
progéniteurs normaux des cellules B menant au développement de 1B.LLA

Lf Sad | dz22dZNRQKdzA R SB péliatriquesdpiiSeyitenk 8RB yhutations: RS 3
germinales et somatiques, principalement aestationspertes de fonction affectant les facteurs

de transcription clé du développementles cellulesB (IKAROS, EBF1, PAX&jcris
précédemment dans la sectiof.2.3.1 (Figure 2 [193-196] Elles résultentd'une activité

aberrante de la désaminase ou de I'excigiienséquences critiques médiée fRAG1/433, 197,

198]. Cette susceptibilité des progéniteurs lymphoides a la transformation leucémique peut
survenir a différents stades de leur maturation, des progéniteurs précoces aux celluBs pré

[199]

Nous développerons quelques exemples de mutations possibles des facteurs de transcriptions
clés du développement des cellulesLB. mutation la plus fréquente dans la ERAédiatrique
concerne PAX5, un suppresseur de tumeur dont la perte, combinée a l'activation de la voie
JAK/STAT, facilite la transformation des progéniteufd 98, 200202]. Aussi, les mutations
d'IKAROS, présentes dans environ 70% deBLBBR::ABL1 de haut grd@62-204], affectent

principalement sa liaison a I'ADN ou sa fonction de transactivation. Ces mutations entrainent des
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défauts de développement immunitaire, une prédisposition alaLLAF A Y& A |j dzQdzy S NB &
traitements conventionnelfl93, 203, 205208].

Il peut également se produire des mutations dans les génes oncogéniglies.concernent
notamment la régulation de la traduction (via la phosphorylation de RPS6/CERRBR10] la

LISNII dzNB I G A 2y 3 S ¢ds la volp d2&/SRALA-Z0 8], SukdsEnut&lidrsRle la voie

Ras/ERK (KRAS, NRAS et perte de MNlpnt été identifites comme des événements

Ydzi F GA2yySta 2y023SyAljdzSa t BI2140 Cea Sltérddichs, f QK & L
associees a des stades spécifiques de maturation B, influencent la réponse aux traitements et

constituent des ciblethérapeutiques potentielles

Il existe également des fusions de protéines oncogéniques comme kiMjL2Aont responsables
de 10% des LLA.es réarrangemestKMT2Aimpliquent I'histone lysine Mnéthykransférase 2A
et divers partenairesMLLT3AFA, MLLT)[215, 216] Cette leucémie KMT 2/ caractérisée par
une faible fréquence de mutations somatiques et un phénotype de progéniteur lymphoide
précoce, maintient un état multipotent transformé. Cette capacité de différenciation vers la

lignée myéloide peut conduire a emésistance aux immunothérapies par évasion cellulaire

Lt SEAAGS SYy2NNX¥SYSy(d RQI dEsNIR des mINGEdRI\tgpefederde A 2 v &
T2yOiAz2y 2dz RS4 RSt SiAz2ya RS ¢tpoX I &dzNBELN
cellules progénitrices B; mais aussi la trisomie 21 qui augmelagrédisposition de développer

des LLAB[217-221]

[ OSyaSyotS RS OS&a FIFOGSdZNE ONBS dzy SYGANRYY S
génomiquesentrainantt QS Y S NH S yddSes resistarits2adzdhérapies conventionnelles et

conduisant a I'hétérogénéité de la maladi®0].

1.5.4 Les cellules souches leucémique(CSL) au sein des leucémies
lymphoblastiques (LLA)

Les cellules souches leucémiques (CSL), au sommet de I'hématopoiese leucémique, sont des
cellules multipotentes capables d'autorenouvellement et définies par leur capacité a initier et

maintenir la leucémie chez un patient receveur xénogreffé. Les CSiédpas des propriétés
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d'adaptation au micreenvironnement tumoral, de résistance au stress mitochondrial etsleur
quiescencs en font des cibles thérapeutiques difficileBlles sont souventesponsables des

rechutes postraitement antileucémique.

Il existe de hombreux marqueurs qui permettere daractérisefes CSl.gnais de nombreuses

études sont encore nécessaires pour les définir de facon précise. Toutefois, les CSLs de la leucémie
myéloide aigué (LMA) sont relativement identifiéesais leur existence au sein de la leucémie
lymphoblastique aigué (LLA) est controverdééquipe de John Dick a démontré que les cellules
initiatrices de LMA chez les souris NOD/SGNbnObese Diabetic/Severe Combined
ImmunoDeficiency)appartiennent principalement da population CD34CD38, avec une
organisation hiérarchique similaire a I'hématopoiése nornfi2®2]. Aussi, GPR56 a été démontré

comme un marqueur spécifigue des CSLs dans les [2228225].

La LLA exprime les marqueurs caractéristiques des cellules B normales (CD19, CD20, CD22) et
présente des réarrangements des genes d'immunoglobulines confirmant l'origine lymphoide. Son
pronostic varie selon les anomalies cytogénétiques : favorable fypelrdiploidie ou TEL/AML,

défavorable pour BCR/ABL et MLL.

Bien que le concept de CSLs soit démontré dans de nombreux organes, son identification dans la
LLAB reste complexe en raison d'une hiérarchie cellulaire moins stricte que la LMA et d'une

origine variable selon les réarrangements génétiqzes].

1.5.5 Les traitements mis en place pour lutter contre la leucémie (1BR)A
[ S GNIAGSYSYy(d LINRPLI2AS RSLISYR LINXy-@pelde LIBY Sy i

rencontré. Nous allons nous intéresser dans cette section autypesde LLAB.

Le traitement principal de la LiBdépend de®ge du patient lors du diagnostic. Hifiet, les LLA
pédiatriques sont surtout traitées avec une combinaison de vincristioetjcostéroides et
asparaginas¢227]. La kasparaginase joue un rble essentiel dans le traitement en dégradant
I'asparagine circulante nécessaire a la prolifération des cellules leucémiques. Contrairement aux
cellules saines, les blastes leucémiques ne peuvent pas synthétiser cet acide Getiec.

déplétion en asparagine sérique interrompt la synthése protéique et provoque l'apoptose des
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cellules cancéreuses. Les protocoles thérapeutiques intéegrent également des anthracyclines, du
méthotrexate et de la cytarabine. Les dosages de ces médicaments sont ajustés selon la phase du
traitement et les facteurs de risque individuelse traitement des adolescentstales gunes

adultes est la chimiothérapie en régime hypefVAD[228] . Ce protocole combine quatre
molécules bloguant différentes phases du cycle cellutdigecyclophosphamide, la vincristine, la
doxorubicine et lalexaméthasone. Lancristine fait partie de la famille des alcaloides et permet

de bloquer les microtubules pendant la phase de mitose. Ce blocage va empécher la séparation
des chromosomes adéquate et donc induire une forte toxicité pour les cellules en d[2R8n

La doxorubicine, qui fait partie de la famille des anthracyclines, permet le blocage de la réplication
RS tQ!5b Si HRZ0]Lddexandthgsand ekhublglucdtgfticoide qui provoque des
effetsantiA Y T I YYF 02ANBa SO AYYdzy2adzLJLUNB&aaSdz2NBE SiG A
Cette molécule est essentielle dans le traitement des[2BA]. Enfin le cyclophosphamide est un

agent alkylant qui permet le blocage de la réplica{i2d2].

[ OKAYA2GKSNILAS O2YLINBYR (NRPAA LKIasSa GStftS:
LIKIF &S RQAYRdAzOUGA2Y @A&S t RSGUNHZANB €t YIFI22NRGS
LISNXYSG RQSEAYAYSNI fSa OS tdantza $émnissivrS gedJarphéisdzS & N
ROQSYUNBGASY LISNN¥SO RS LINBGSYANI £ QF LILIF NAGAZ2Y R

Contrairement a la LLA pédiatrique, qui peut étre guérie dans plus de 90 % des cas, la LLA de

f gl RdzZf 0SS X | dz22dzNRQKdzA Sy O2NBX dzy LINRPYy2auAo
taux de guérison inférieurs a 40[283], en raison d'une maladie plus agressive et d'une toxicité

accrue de la chimiothérapie. En effet, cette derniere affectant toutes les cellules a prolifération
rapide (saines et tumorales), entraine des toxicités multipkas niveau de la moelle osseuse
(entrainant une immunosuppression et des risques d'infections), du tractus gattstinal
(provoquant nausées, vomissements et diarrhées), des follicules pileux (provoquant I'alopécie),

ainsi que des organes vitaux comni& | OdzdzNE f S & LJ2,dqoufayiticauseriidest Sa N
dysfonctionnements a long term34]. Des alternatives thérapeutiques existent, comme les
inhibiteurs de tyrosine kinas§235] et les anticorps ciblant les antigénes tumoraj236],

utilisables seuls ou en combinaisavec une chimiothérapie.
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En cas de rechute ou de maladie résiduelle, la greffe de cellules souches allogéniques provenant
RQdzy R2YyYySdzNJ I LILI NBYyiGS 2dz y2y> O2yaidAiadzS dzyS
bt adeNGd S ORES&EYy G RS O2yRAGAZ2YYSYSyYyd | FAY RQS
patient. Son avantage principal réside dans I'effet greffon contre leucémie (GvL), permettant une
nouvelle pression immunitaire sur les cellules leucémiqugd37]. Cependant,

f QAYYdzy2adzLlLINBaaAzy SyidNIlnyS RS y2YoNBdzaSa O2

sectionl.7.4

De nouvelles approches d'immunothérapie, comme nésepteurs antigéniques chimériques
(CAR) anti-CD19[238] et leurs combinaisons avec des anticorps bloquda&9], sont en
développement cliniquepour la LLAB. Nous reparlerons en détail de la thérapie CAR avec ses

avantages et ses inconvénients dans la sectiér2

Malheureusement, la leucémie LiBAest associée a des risques trés élevés de rechut2Qd)
[240]. Ces rechutes sont principalement dues aux résistances et aux adaptations des cellules

tumorales face au systéme immunitaire.

1.6 [ QAYYdzy 20 KSNF LIAS SiG fSa y2dzSt S
[ QAYYdzy 2 G KSNI LIAS S f y2dzoStfSa GKSNIXLASa O
LI ASyGa |dGadSAyta RS OFYyOSNAR KSYIFG2ft23AldzSa
ONHzi I £t SYSYy (i f QSYyBANRYYySYSy( (dzy@akoxt xF3yRRSES
Si RQSOKI LILISNI | dzLesRRATI®IMNES WA (vSradzy A LIUINENGBKIS & RQA Y Yd

(0p))

a

de lutter contre les hémopathies malignes des cellules B se classent en deux grandes catégories,

dépendamment de la nécessi2 dz y 2 y r IR Systéné im@Shitaire du patief241].

Il existe les immunothérapies dites « passivelg 8zA A YLI AljdzZSy G f QF RYAYAad
immunitaire exogene, ciblant directement les cellules cancéreuses, sans activer le systeme
immunitaire du patient. Elles peuvent étre réparties en deux catégories principaieanticorps
thérapeutiqgues (monolonaux antCD19 ou amCD20, conjugués et bispécifiques) et les
thérapies cellulaires adoptives (GARK modifiées, et « T&Rgineered T cells »). Cette derniere

approche, capable de cibler des antigérae surface ainsi que des antigenes intracellulaires, est
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en essai clinique pour divers cancers, notamment aveESI3L dans le mélanompR42]et WT1
dans la LMA243].

Ensuite, il existe les immunothérapies dites « actives » qui dépgndéinsequement du
systeme immunitaire du patiert qui visent a stimuler le systéme immunitaire du patient contre

les cellules tumorales via différentes approches : vaccins thérapeuti@4d les cytokines
recombinantes (IFN X-2)[245, 246] les immunomodulateurf247]; et les inhibiteurs de points

de contrdle immunitaire (aPD 1, anttCTLA4) [248, 249] Dans le contexte de la LIBA nous

nous concentrerons sur les anticorps bispécifiques et les CARs, que nous aborderons dans les

sections suivantegsectiors 1.6.1et 1.6.2.

1.6.1 Les anticorps bispécifiques

Ce sont des molécules d'anticorps génétiquement modifiées pour reconnaitre simultanément
deux antigenes différentslls permettent de @créer une synapse immunologique entre
lymphocytes T et cellules tumorales B pour déclencher une réponse cytotoxique (granzymes,
perforines).Ce type de thérapiestapplicable aux leucémies et aux lymphomes-hodgkiniens

(LNH) Les LNH constituent un groupe hétérogéne de cancers du systeme lymph@@sysele

LB LT ou NK et se distinguent du lymphome ddodgkin par I'absence de cellules de Reed
Sternberg. Pouvant affectef Q Sy a S Y didsS lynmiRidles, les LNH se manifestent
généralement par une croigace anormale des ganglions lymphatiques et présentent une grande
variabilité en terme d'agressivité, de présentation clinique et de réponse au traitement, allant

de formes indolentes a trés agressiy2s0].

Les anticorps bispécifiques utilisés actuellement en clinique sont le blinatumomab pourBa LLA
réfractaire (antiCD3 et antiCD19)[251] et la mosunetuzumab pour les lymphomes ron
hodgkiniens (antCD3 et antiCD20)252].

b2dza yS LINBaASYdiSNRya LI a Sy RSGFAfT tSa | dziNBa

notre travail sur les CARs.
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1.62[ S& NBOSLIWISdzZNBE RQlIygiAadsySa OKAYSNAI dz
[ Sa /!wa F2yG LINIHIAS RS I y2dzStGeSpradéend RS f
synthétiques, exprimées principalement dans les lymphocytes T, permettent une reconnaissance
spécifique des cellules tumorales indépendantks CMH, contournant ainsi un mécanisme

majeur d'échappement tumoralLa thérapie CAR a effectivement montré une efficacité
remarquable dans le traitement de la leucémie réfractaire LLA en ciblant principalement les
cellules B CD19et les lymphomes non hodgkiniens. Cette nouvelle thérapie génique a
énormément évolué depuis les dernieres décennies, tant sur la struclur€AR que sur les

domainesdec@ G A Ydzf F A2y [jdzA S O2YLI2ASET 253y RQ2 LI

1.6.2.1 La structure des CAR

Les CARs sont des récepteurs synthétiques exprimés a la surface des lymphocytes T modifiés et
congus pour reconnaitre spécifiquement des antigenes tumoraux. lls combinent la spécificité d'un
anticorps avec la capacité d'activation et de signalisation tBaepteur des cellules T. lls sont
composés de plusieurs domaines fonctionnéls dzy R2 Yl Ay S SEGNI OSft ¢ dzf | A |
variable a chaine unique (scFv) d'anticorps, qui assure la reconnaissance spécifique de l'antigene
tumoral; une région charni@r qui conféere une flexibilité structurelle au récepteur et relie le
domaine de reconnaissance a la région transmembranaire; une région transmembranaire
permettant I'ancrage du CAR dans la membrane plasmique des lymphocytes T; un domaine
intracellulaire qucomprend une région deo-stimulation, la plupart du temps composé 6&28

et/ou 41BB, qui fournit des signaux de-stimulation essentiels a I'activation, la prolifération et

la survie des cellules T; un domaine de signalisation intracellulaire, géménatl dérivé de la
OKIFnyS /50y Rdz ¢/ wX ljdzA Said NBaLRyalofS RS f¢
l'activation des fonctions effectrices des lymphocyteRF4]® [ QSyaSyoft S RS 0Sa
modulables et variables selon le type de récepteusouhaité S i & dzhdigerizicibléf Q

[ QSyaSyYof S RS &seNiiErlmétans [RSsactiohs-diassous et visible dans la

Figure 11
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Linker

Chaine légére (ou lourde) scFv : Reconnaissance

de l'antigéne
Chafne lourde (ou légére)
Région charniére
Région transmembranaire
Molécule(s) de costimulation(s)
(CD28, 4-1BB, 0X40, ICOS)
Domaine

intracellulaire

Chaine de stimulation
CD3¢

Figure 11  Sructurea OKS Y| (A lj dz§ RQdzy NBOSLIARAzZNI RQI yiA 3§

LesCAR sont composés de quatre partiee domaine extracellulaire composé du scFv, la région
charniére, le domaine TM, et le domaine intracellulaire composé de moléculesslgmdations

Si RS tI OKLI ny Set/réproduite aviecrd par@issioi2 de Bldod @view (Saar Gill,
Marcela V. Maus, David L. Porter,Chimeric antigen receptor T cell therapy: 25years in the making,

Blood Reviews,https://doi.org/10.1016/j.blre.2015.10.003.
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1.6.2.1.1 Le domaine extracellulaire et le scFv

[ LE2NIA2Y SEGNI OSttdzZ | ANSB S&aiG O2YLR2asSS RQdz$S
Si dzyS OKInyS @I N |[266]Lestdsud éaldes varidlhles som Blesypar irO 2 NI
« linker » peptidique qui peut avoir une taille variable-@bacides aminés). La longueur et la

flexibilité du « linker » influence ANJ Y RSYSy i f QSELINS & asA[Z¢). L&G | -
RSdzE OKlnyS&a GFINAlofSa S S ¢ tAYy1SNIn LISNYS
G NAlofS 0a0C@y SG €S YFAYGASYy RS I &iNHzOG dzNE
antigéne tumoral de surface.

[ QSTFFAOFOAGS Rdz /!'w NBLR &S & dzNUddit Btre SulfigamientR S £ QI
accessible a la surface des cellules tumorales pour une bonne reconnaissance parmai€AR
absenet f I Adz2NFIFOS RSa OSftftdzAZ Sa alAySaod al f KSdz\

toujours facile a obtenir en pratique. Cette limite sera abordée plus tard dans la s@¢@i@r3.2

1.6.2.1.2 Le domaine charniére et le domaine transmembranaire

Le domaine charniére et le domaine TM sont relativement peu développés en comparaison au
domaine extracellulaire et intracellulaire des CARs. lIs ont des fonctions communes sur la stabilité

Si tQFyON)r3IS RSa /!'wa t fI YS&moxeibnyrSaislelfichcd Y A |j dzS
SYGNB I NBO2yylAaalyOoS RS tgasyiAa3asysS Sia 1 a.
La région charniére ou « hinge » relie le scFv au domaine TM. Ce domaine assure une flexibilité
structurelle optimisant l'interaction avec I'antigene tout en modulant I'intensité et la qualité du

signal d'activation. Le domaine charniere influence égaleémanformation de la synapse
immunologique entre la cellule-TAR et sa cible. La région charniere est souvent composée de
aS3AYSyia LINPGSAIdzSa RSNAGS& RQdzyS Y2t SOdz S 0O2°
RQAYYdzy 2 3¢t 2 o268]dh y[S& OKADE ORS fI NBIA2Y OKIF NYAS
ciblé ainsi que de sa localisation sur la cellule cible. Le domaine charniére dérivé de la molécule

/ 5yh SAa0G az2dz@Sy i d4aNICOI0ersrEISos de lsi2flaxibilité dptimalé, densa

stabilité et de son efficacité clinique prouvgb5]. Cette charniére offre un équilibre idéal entre

la flexibilité nécessaire pour I'engagement efficace du scFv avec le CD19, une molécule proche de
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la membrane cellulaire, et la stabilité structurelle du CAR, tout en minimisant les risques

d'activation indépendante de I'antigerj259].

[ S R2YIAYS GNIYaYSYONIYFANB o6¢ad0 LISNXYSG f QlF yOI
cellule héte. Ce domaine est également peu approfpnthis peut influencer la stabilité du

récepteur et son orientation spatiale. Il est principalement dérivé des protéines CD4, CD8, CD28

ou une portion de CDB[260]® [ S R2YIFIAYS ¢a Ay¥FfdsSyG&sn tS &S

modulant plus ou moins sa proximité aux autres récepteurs et molécules accessoires.

[QF54420AFGA2Yy RS fF NBIA2Y OKENYASNB SG Rdz R2
de la conception des différents CARIdzA & |j dzQSf £ S LJSdzi F @2 ANJ dzy A Y LI

récepteur visa-vis de la cible et sur la performance globale de signalis§2iasi.

1.6.2.1.3 Le domaine intracellulaire sasignalisatiorassociée

La partie extracellulaire des récepteurs chimériques est composée de plusieurs domlaines
R2YFAYS RQFOGAGI GAZ2Y LINR Ydtirhukidbn @dpenda®mesitdie 14 S& R
génération du CAR étudié). En effet, selon la génération des €ohBidérée, le nombre de

domaines de signalisation dans la partie intracellulaire ddférent. Nousallons développerci

la partie intracellulaire des CARe 23*™3SY SNI GA2Yy | FTAY RQSO21 dzSNJ f
de co-stimulationpossibles| Q 2 NA TTRARsSt leRI8v@loppement des différentes générations

de CAR seront évoqués dans la partie suivante

9y LINBYASNI f ASdzz €S R2YlI AYyS RfduTIRAGSEddmaigeyést LINR Y
le plus éloigné de la région TM. Il contient 3 motifs ITAMs qui sont phosphorylés par les kinases

Lck et Fyn pour induire le recrutementde ZAR > Yy SOSaal ANBE t PR&LILOGA DI G5
CAR de 9° génération avait seulement cette chaine pour induire une réponse cellulaire.
Contrairement au TCR naturel qui utilise 10 motifs ITAMs répartis sur ces différentes chaines CD3

61 ke 3 ‘'[BBE $Bavuvwa yS O2yidASyySyd 1jdzS o L¢! a:
derniere, bien que fournissant le plus grand nombre d'ITAMs parmi les chaines CD3 individuelles,
nécessite I'ajout de domaines de-stimulation pour compenser cette différence d'inte de

signal[260, 262]
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Les domaines deo-stimulation sont ajoutés en proximal de la région TM. lIs concernent
uniguement les CARJle 23°™M générations. La majorité des molécules utilisées en domaine de
co-stimulation sont le CD28, le CD137-18B), le CD134 (OX40) et le CD278 (I0@i8cible T

cell COStimulatdf260, 263266]® Lf & LISNXYS{GGSyd RQFYLIX AFASNI S
L2 dzNJ 200SYANI dzy S NBLRYAS OSf  dzf | AshdulatioreoritL) & G S @
des fonctions cellulaires spécifiques. CD28 favorise la production IS4 LISNXY SG RQl YS
lyse des cellules cibl¢867]. CD137 améliore la fonction métabolique et la survie cellu[2Bs,

268)> / 5mon Tl F2NRa&AS | & dzNBs B9db éncdreHEBJoug amk 2 Yy R

réle crucial dans la différemation des cellules T et la persistance des cellules [2[0@-272].

1.6.2.2 Origine historique du développement des CAR

[ Q8§ NB RSa /!wa | O2YYSyOS | dz RSodzi RSa FyysSSa
RQ200GSYAN) dzy NBOSLIiSdzNJ OKAYSNAIjdzS OF LI oftS RS
reconnaitre des antigenes a la surface des cellules cibles indépendantueCMH, pour
O2yG2dzNYySNI £ S YSOFYyAaYS Yl 2SdzaNJ RQSOKIF LIISYSy i

En 1989 Eshhar a établi le concept de récepteur chimérique en démontrant qu'un fragment
GFNRAFOES £ OKInyS dzyAljdzS 6a0CQ0: NBYLX I el yG
 dzE OKlnySa h S i Rdz ¢/ wX LISN)S( brsdcéluldg S NB O
efficace (sécrétion d'iR et lyse cellulaire) indépendamment du CMA273, 274] En 1991, Irving

et Weiss ont créé le premier récepteur chimérique activateur (CAR) en fusionnant le domaine
SEGNI OSttdzA F ANB RS /5yh ONBOSLIISdzNI NI yaySyo N
RS /50Yy® /SG0GS O2yaidNHzOGA2ys (SadsSS RFya RSa
motifs ITAM dans l'activation des lymphocyte@T4].

Par la suite, Eshhan 1993,a développéle premier CAR fonctionnel de" générationqui
démontreunecytolys® Lf Sad O2YL}R2aS RQdzy a0OC@ lijdzA NBO2Y
OKFNYyASNB Si RQdzy R2YIFAYyS ¢a [205 BéaimdnsRett¥ | Ay S
premiere génération dévoilait des défauts en matiere de prolifération et une cytotoxicité limitée,
entrainantdzy S SFFAOI OAGS Ayal dAaFrAalyidsS Sy Of AyAl

chercheurs se sont donotéressés aux domaines de-stimulation(CD28et/ou 4-1BB) pour les
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ajouter dans le domaine intracellulaire, en plus de la chainey@23 travaux d€inney en 1998,

ontYAd Sy SOARSYOS | dzQdzy -deBaiésléliaiScdpsble @& fauvhp dhk Ij dzS |
meilleure signalisation (signalisation primaire etstonulation). Ces résultats ont été confirmés

dans différents types cellulaires dans un contektevitro et in vivo [267, 268, 276] Ces
modifications ont donc permis la création des GAR Z et 3 génération (un domaine ou deux

domaines de cetimulation respectivement), dont la structure est visible &igure 12[277,

278]. En 2002]e travail deMaher a démontré le € CAR dimérique fusionnant les domaines de
aAdylrtAralriArAzy RS /5uy SO /50y FFAY RUIFYSEA2NS
prolifération des lymphocytes [R67]. Finney et al(2004) ont montré qu'un CAR dimérique a

deux signaux de estimulation (CD28 et-4BB) pouvait également augmenter la prolifération et

la survie des cellules[Z79].

[ Q2LIGAYAEAlF 0A2Y RS LIS N NUzRDINS YBYE SNI w QSFFAO!I

enplace parlesCAR RQI YSt A2NBNJ f I LINRPEtAFSNI GA2Y SaG €1

NEO2Y Yyl Adaal yOS[280882pQf Y UEIB YIS IORMBINBE dzdS f Qdzi A f A 2

CAR antCD19 contre les leucémies LBAet les LNH [283-286] Diverses approches

d'optimisation ont été explorées, notamment les premiéeres tentatives de modularisation des

domaines de reconnaissance et de signalisation dans deux constructions dét@8it, 288]

Ensuite, il existe les CARe £ et 5° génération qui ont été développés a partir de la structure

desCARde 23 SYSNI GA2yd® 9y STFFSOI Af astiriubon et deday & G A G o

chaine CD3, mais ils contiennent aussi un domaine codant pour une cytokine ou une autre

molécule effectrice. Les Ca&Re & génération sont appelés CARarmeés ou « TRUCKR89]. Ils

az2zyid O2YL}2asSa RQdzy R2YIFAYyS LISNXYSadaGryd tF aSON

vad i A Ydzf SNJI f @umnmdfatedpédieleSodifief ié micreenvironnement. On peut citer

par exemple, [eCART IkMmH = |j dzA LIS NJY S {i2 pour activey @ebl&eifule2NK etReQ L |

cellules T290-292]ou encore le CAR-1I8 qui permet la différenciation des cellules T CD4 en Thl

S tQIOGAQl GRBWY RSa OStfdzZ Sa by

Les CA&de 5 génération sont également élaborés sur la structure des-CAR 2 génération.

Cependant, un domaine de signalisation intracellulaire supplémentaire a été ajouté, qui dérive

ASYSNIfSYSyid RQdzy NBOSLIIiSdzZNJ RS Oeid21AySao /Siai
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la prolifération, la survigmais aussi de moduler la différenciation des cellules-CAR exemple

de CAR de®ygénération est le CARavec Hu wi  02YYS R2YIFIAYyS RS &aiadayl
fQF OGAGIGAZ2Y RS fI @2AS Vel favor{sant aihsi Ij piolifératignRedzA G f
la persistance des CAR[294]. Ces nouvelles générations de CERRont prometteuses
principalement pour traiter les tumeurs solides qui restent un défi majeur pour lesTCAR
conventionnels[295]. Cependant, des études approfondies sont nécessaires pour valider

f QSTFFAOF OAGS S GT daQdppbst 2 dBukdes §endraonspEéedehntésw

B Tumor
Tumor antigen (L 4) O
IL12 /
A) IL-18
scFv &)
e
4-1BB/ 4-1BB / oo iiBB]
Teell CD3 || cpos } 4188 (]  cp2s o i P2 starys
CD3C cp2g || Cyiokne@ .. " @ 'L-QRBC) Tl
L T inducer "« O
o3 [J cpsg [JuORR  cpx || e

1st generation 2" generation 3 generation 4" generation 5% generation

Figure 12  ReprésentationR S { QS @e2 dififrémes genérations de CAR

aldS Sy SOARSYOS RS f QS gGetedorition é:tPrinip@lemert K A G S O
amorcée par la modification du domaine intracellulaire des€SARIF SO € QI 22 dzi RS
signalisation tdé que de nouvelles molécules de-sbmulation (41BB, CD28) ou des domaines

de sécrétions de cytokines {12, 1:18, I:2). Image reproduite avec la permission de Nature,

Cellular and Molecular Immunology (Peng, L., Sferruzza, G., Yang, L., Zhou, L., CherCAR 2024.

T and CARIK as cellular cancer munotherapy for solid tumorsCellular & Molecular

Immunology. https://doi.org/10.1038/s41423024-012070.
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1.6.2.3 Utilisation des CARanti-CD19 en clinique

1.6.2.3.1 Succes des Caén clinique

Un tableau récapitulatif{lableau 1.¢) des CARanti-CD19 utilisés en clinique est visible ci

dessous.
Malignancy Proportion with adverse effocts, %
response P .
of complete Cytokine
Antigen or partial Overall survival release Neurologic Severe Prolonged
CAR T-cell product target Indications remission, %  estimates syndrome® toxicity® infections? cytopenias®
Tisagenlecleucel CD19 Pediatric and 82 63% Overall 77 39 24 35
young adult B-cell survivalat 3y
acute
lymphoblastic
leukemia®*
Large B-cell 53 Median overall 57 20 19 34
lymphoma®-¢ survival, 11.1 mo
Follicular 86.2 87.7% Estimated 419 37 93 Neutropenia: 15.5%;
lymphoma’-® overall survival at thrombocytopenia:
24 mo 16.5%; anemia: 3.1%
Axicabtagene CD19 Large B-cell 83 42 6% Estimated 93 64 28 38
ciloleucel lymphoma?-1! overall survival at
5y
Follicular 94 76% Estimated 78 56 15 33
lymphomal213 overall survival at
36 mo
Brexucabtagene CDh19 Mantle cell 91 Median overall 91 63 32 26% at more than
autoleucel lymphoma'#1® survival, 46.6 mo 90d
Adult B-cell acute 71 Median overall 89 60 25 36
lymphoblastic survival, 25.4 mo
leukemialé-17
Lisocabtagene CD19 Large B-cell 73 50.5% Estimated 42 30 12 37
maraleucel lymphoma'®1? overall survival at
2y
Chronic 48 Median overall 85 45 17 54
lymphocytic survival, 43 mo
leukemia”®
Follicular 97 93% Overall 58 15 5 22
lymphoma2? survival at 12 mo
Mantle cell 83 Median overall 61 31 15 40
lymphoma?2 survival, 18.2 mo

Tableau 1¢ TablealNB OF LJA (i dzf F G A F R&nt-CO1SufilESer dificte. RS &
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Image reproduite avec la permission de JABAidno, J.N., Maus, M.V., Hinrichs, C.S., 202K
T Cells and-Tell Therapies for Cancer. JAN#s://doi.org/10.1001/jama.2024.19462

R

[ QSyaSyYosISOL
génération[296]® [ Q
y2Y0NBdzE LI i

&&t I SWSYld RAALIRYAOE SAa Sy sO0édR yAl dzS
Syas fS RS O0Sa GKSNYLASa 2yid LISN
ASyida FGGSAydla RQKSY2LI G6KASa YI €A
L'avidité fonctionnelle des CARanttCD19 est déterminante pour leur efficacité contre la-BLA
Ce concept englobe l'affinité du scFv pour CD19, la densité des I@ARucture des domaines
intracellulaires, et les interactions avec le miemvironnement tumoral. L'optimisation de
l'avidité fonctionnelle améliore significativement les performances cliniques desTCAR
Ghorashian et al., ont montré qu'un CAR &i19 de plus faible affinité peut paradoxalement
augmenter I'expansion et la pessance @s CAR chez les patients LiBy297]. Cette approche
pourrait réduire I'épuisement cellulaire d0 a une stimulation antigénique excessive. La
modulation de I'expression du CAR influence directement l'avidité fonctionnelle et affecte la
différenciation et la fonction des CAR[298]. Cette découverte souligne l'importance d'une
calibration précise de l'avidité fonctionnelle. Un équilibre optimal est crucial pour développer des

CART plus efficaces et persistants contre la-BLA

Toutefois, des améliorations sont a apporter aux thérapiess@8Rr obtenir des rémissions
completes sans rechute sur le long termiedesprogres sur la toxicité sont nécessaires afin de

diminuer les effets néfastes et délétéres de ces traitements sur les patients

16.232aAaS t f QSLINBdz&S RSa /! w

1.6.2.3.2.1Concept dex< on- target, off- tumor »

[ 2NRE RS fQStlFo0o2NIGA2Y RQdzy /! w3 G2dziS &asSldzsSyC
générer le domaine extracellulaire de reconnaissance antigénique (scFv). Cependant, il doit étre
vérifié que le CAR interagit de fagon spécifique, uniguement avec les cellules tumorales et non les
cellules saines. La mise en pratique de ce critére crucideisate 1l a donc émergé un concept

clé de toxicité « oflarget, offtumor » avec les thérapies C&Re concept repose sur I'expression
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non exclusive de l'antigene cible qui, bien qu'étant fortement exprimé sur les cellules tumorales,
est également présent sur certaines cellules saines, conduisant a leur destruction par les cellules

T-CAR255]

Il existe de nombreux exemples de ce concept dans la littéranoas allonsseulement en

présenter deux types avec des degrés de gravité différents. Le prer@piple est le CAR anti

CD19 qui induit une aplasie des cellules B (tumorales et sap@syant perdurer pendant

plusieurs années{ | OKI y i 1jdzS f QFyidA3IsyS /5mdp OF NI} OG SNA
OStftdzZ Sa .3 tQAYy2SOGA2Y RQAYYdzy23ft206dzZ AySa LIS
fAYAGSNI f QK@ LR3I YYlF Af 206dz A Y SYA S[299]. ALy dehxierdjedzS S
exemple est le CAR ar€D33 développé pour lutter contre la leucémie myéloide aigué (LMA)

[300 / 500 S&ad dzy FyGA3IsyS NBGONRAzOS &dz2NJ f QSy & S
Y&St 2O0RS FAYAA 1jdzS &adzNJ f $381] Mm@eIefidhRazNEd RS f C
contre les leucémies myéloides, le développement de la thérapie CARBntio y QSad LI &

I OKS@S YA 2LWGAYI{ X LA &ljdzQAf LINR @Z2Ij8RE dzyS YeésS

Aveccesdeuxexempleson comprendque la reconnaissanceescellulescibles,viale scFvest
importante, et lj dz&skntcessairdk Q | & angzddriviissancguasiabsolueet spécifiqueaux

cellulestumoralesafin de limiter leseffets délétéreschezlespatients.

1.6.2.3.2.2La toxicité des thérapies utilisant les €AR

Les premiéres études cliniques des §Adht pu mettre en évidence les effets secondaires
majeurs tels que le syndrome de relargage cytokiniqgue (CRS) et le syndrome de neurotoxicité
associés aux cellules effectrices immunitaires (ICANS). Ces deux syndromes ne sont pas exclusifs
aux thérapies CiR& mais plus généralement aux immunothérapies. lls seront classés en quatre

grades selon la sévérité engendrée.

1.6.2.3.2.2.1L e syndrome de relargage cytokini@&S)

Le CRS est une complication tres fréquente et extrémement grave des thérapissliC#R

manifeste par une libération massive de cytokines-ipftammatoires (comme 1B, IFN* ~ -D a

| { CZ L-gRisolubl&sédrété par les cellules T) principalemeatd f QF OG A @I GA2y SE

cellules T et des monocytes/macrophages. Cette sécrétion anormale et persistante induit une
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inflammation systémique qui produit de nombreux effets indésirables chez les patients. Les
aeYLIitYSa aaz20AsSa ldz /w{ a2yl RSa aevyLisyvySa
f QKe LR iSyaarzy SiG Rrya S OF a dofdnesLiesiraiteriest® s NS A :
Ll2aarot Sa azyd f Ql yiieHz2 lest gil8ocoitieo@dso3) il de¥teo o+ y
rapporté une forte corrélation entre la sévérité du CRS et la concentration sérique de cytokines
pro-inflammatoires (It6, IFN* 3-10,Lgp130 soluble) retroues au sein du sérum du patient

I gy 2dz £t Sa 22dz2NB & dZAGAR[g04]aCederdiany @G arklatign R S a
RSLISYR Rdz /! w dziAf A& 9305 il esRdisorindid bien da@li qfeiledaGRS Y S C
NBadz 0§S RQdzy NBASI dz Ydz ( ACAR iméiglalidsi dikRses ellulés delj dzl y
f QK8 1S GSttSa 1jdzS tSa OStfdsg Sa [pBeEasSCetteRS f |
interaction complexe entre les cellules GAR S €S a2adsYS AYYdzy Al ANEK

amplifier la réponse inflammatoire et la sévérité du CRS

1.6.2.3.2.2.2 e syndrome de neurotoxicité associé aux cellules effectrices immunitaires (ICANS)

Avec le CRS, I'lCANS est la principale complication des thérapied €&ARsnptoémes les plus

O2dzNI yia az2yid 1 O2yFdzairzy Si t QSYOSLIKIEFf 2 LI i
convulste SG  f QdzZRS§YS OSNBONI dzE O6RIya tSa OFa 8
pathophysiologiques de ICANS sont une activation systémique du systeme immunitaire avec une
perturbation de la barriere hématencéphaligue et une infiltration de cytokines pro
inflammatires au niveau du systeme nerveux central (SR@, 309] Les traitementspour

limiter les effets déléterest la mort du patientsont les corticostéroidef810]. Aussi des agents
stabilisateusRS f QSYR2 1 KSt Adz¥Y ORSFTFAONRBGARSO LJ2 dzZNNJ A Sy
en charge des patients recevant des thérapies <JBR1]. Des études récentes ont mis en

évidence certains facteurs de risques comme la charge tumorale élevée au moment du début de

la thérapie, un CRSsévgiel A a F dzaaA f QN3IS Rdz LI GASYyd GNFAGS
les plus agéqB12].
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1.6.2.3.2.3Résistance et adaptation de la leucémie face au systeme immunitaire

1623231 GNIF 6S3IASE RQSOKI LIISYSyd Gdzy2 NI f

Les cellulest SdzOSYAljdzSa az2yid OFLIo6fSa RQSOKI LILISNI |
immunitaire. Trois grandes stratégies sont adoptées par les cellules leucémiques pour contourner

le systeme immunitaire. En premier lieu, les cellules leucémiques développent différents
mécanismes d'échappement tels que la modulation des antigenes de surface (voim sectio
1.6.2.3.2.3, larésistance a l'apoptospar lasurexpression de B@ou la régulatiomégative de

protéine proapoptotique commeBAX[313]. Il peut également se produire desodifications
génétiquesou épigénétiques affectantifimunogénicitédes cellules tumoralesu induisant un

changement de lignée vers un phénotype myéloide dans lBI[R1].

Les cellules leucémiques modulent également leur m&raironnement tumoral (TME) afin
ROAYKAOSNI £S aeadsyYS AYYdzyAldl ANB Syl0aSONBGI v i
[315] qui inhibent les cellules effectrices (;TBT4, NK, macrophages M1) tout en favorisant le
développement des cellules régulatrices (LTrefg)6, 317] Le recrutement de cellules
immunosuppressives telles que les LTregs ou les cellules suppressives dérivées des cellules
myéloides (MDSC) contribue a créer un environnement favorable a la prolifération leucémique
[318]. Bien que moins prononcée que dans les tumeurs solides, I'nypoxie de la moelle osseuse
influence le micreenvironnement leucémique dans la 1-BA319]. Les cellules leucémiques
modifient la matrice extracellulair@VMEC)et créentdes niches protectricegui limitent I'acces

des cellules immunitaires effectrice§320] et reprogramment les cellules stromales
mésenchymateuses(CSM) afin de sécréter des facteurs immunosuppresseurs comme

I'asparaginase, inhibant ainsi la fonction T et favorisant la résistance aux traitejg2his

La troisieme stratégie d'échappement implique I'épuisement des cellules T par I'expression de
récepteurs inhibiteurs tels que Programmed cell Death preiefRD1), Cytotoxic Lymphocyte
Associated protein 4 (CT44), Tcell Immunoglobulin and Mucidomain containing3 (TIM3) et
LymphocyteActivation Gene 3 (LA [322]0 [ QSELINB&aA2y RS 0Sa NBOS
OSfttdzAg Sa ¢ AYyRdzZA G dzy NI f SydAaaasSySyid RS fQStAY)
thérapies. Par exemple, CFRAui est plus affin pour CD80/86 que CD28, bloque la signalisation
TCRetreute SHR4 | FAY RQSY L) OKSNJ f I[323 Aulsy/ I sédrétiond'lki® y RS &
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I AYRdAA G f | Rrapsdnted bl Benthigagd 1RFD1) [324], qui devientun

marqueur de mauvais pronostic dans la [325]. L'altération de la présentation antigénique par
rétrocontrble négatifde I'expression du CM[253] et la perturbation des voies de signalisation
essentielles (NFAT, NF. = wl F326d t[YWSyaSvyof S RS OSa ©@2iASa a
I OGAGFGAZ2Y | RSIljdzk GS a OSfc patinditi avolr deRfargggd > Q|

RS
NELISNDdzaaA2ya adNJ £+ NBO2yylEA&aalyOS Si fQStAY

1623232 S 02y OS LleditRs f QA YYdzy 2

[ QAYYdzy2SRAGAZ2Y Said dzy LINRPOSaadz Reyl YAldz$S RUY
systéme immunitaire, caractérisé par une sélection de clones sous la pression de sélection du
systeme immunitaire [327]. 1l existe trois phases importantes dans le processus de
fQAYYdzy TSROUBARYAY L A2y 3 ldoOeSdpaseritéedMgire BiG f QS I 4.

Initialement, les cellules cytotoxiques, telles que les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les
cellules NK, reconnaissent et éliminent les cellules leucémiques exprimant des antigénes
tumoraux. Cependant, l'instabilité génomigdé@vorise I'émergence de variants résistants. Ces
derniers, présentant des altérations génétiques et épigénétiques de I'expression ou de la
présentation antigénique, échappent a la surveillance immunitaire et obtiennaravantage

sélectif en matiére de survie et de prolifération sein du micreenvironnement tumora[328].
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[ OSyaSYyotS RS&a YSOFIyAaAavySa vYia Sy LI I OS LINES
clones résistants et donc a la progression de la leucémie. De fagcon paradoxale, le systéme
AYYdzy AGFANB LINRYSdzi OSGGS S@I aientesimdedrasidst S L

pour affiner la compréhension et le développement de nouvelles thérapies efficaces.
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Figure 13 t N2 OS a a deditioiReRdé¥esgbement du cancer
Le systéme immunitairc JSNY SG 1 NBO2yyl AaalyOS Sié fQStaA

émergentes. Toutefois, certaines mutations acquises au sein des cellules tumorales leur
LISNYSGGSYyd RQSOKEFLILISNI £ fI &AdzNBSAtflyOS Rdz ae
cancer. Inage reproduite avec la permission de Frontiers immunol@menezMorales S,
ArandaUribe 1S, PereAmado CJ, Ramird&ello J, HidalgMiranda A. Mechanisms of
Immunosuppressive Tumor Evasion: Focus on Acute Lymphoblastic Leukssnialmmunol.

2021;12:737340).
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1.6.2.3.2.4Rechutes apres traitement par les GAR

Le taux de réponse a court terme des thérapies<uSRirés eleve, mais dans la premiére année

suivant la fin du traitement il existe une proportion non négligeable de patients qui rechutent.

Deux types de rechute peuventintervelir RSa NBOKdziSa SO LISNIS RS
par échappement tmoral ainsi que des rechutesid QS E LINBfaGIAYRA IS S OA 6t S
[329]. Dans cette partie, nous allons nous intéresser uniguement auxs @M&RCD19 pour

illustrer notre propos.

1.6.2324WwSOKdzi Sa | SO LISNIS RS ftQlyGuA3asyS 6/ 5mp
At | adzA GS RQdzy - (BNEdAZl SYWIHAMNB/Y! wo b2y (RS & LI GASyda |
adzA @ yid fQFNNBG BdZ: OIRSAGISKIKBY IEZTAzNIE oA QF TA D
fQFryiA3asYS /5mMd RI yB lds GelluledNgd@ninegy oy deveRues dDL9 [ [ !
négatives et ne sont plus reconnues par les SA&tgré leur persistand®30]. Ces rechutes sont

SELX AOFo6tS& LINI fF LISNIS 2dz £ Y2RdZ I GA2y RS
ROQSOKFLIISYSyYy G Gdzy2Nr o /SGGS Y2RdzZ I G§A2y LISdzi
Orlando et al., a mis en évidence que la majorigé gatients avait une mutation (au moins une
AYyaSNIAz2y 2dz RStESiA2y0 RbFya fF LR2NIA2y RS f
extracellulaire et le début du fragment T[d31]. Un autre mécanisme conduisant a I'épissage
alternatif du géne CD19, causé par une diminution de I'expression de la protéine SRSF3, conduit

a I'exclusion de I'exon 2 qui code pour I'épitope reconnu par le scFv. Cet épissage induit donc une
protéine CD19 troquée échappant a la reconnaissance par les-Cj@8B2, 333] Aussi, on peut

observer un changemernte devenir ddignée permettant aux cellules B CD#@ se changer en

« cellules myéloides exprimant un antigene myéloide a leur surface (CD33 ou KM)Tgar

pression immunitaird314]. Enfin, Hamieh et gldécrivent le phénomeéne de trogocytose, qui
LISNYSG dzy GNJ yaTsSNBs célliBes Baaxl cglliilds TS I9FS de /la5syndipse
immunologique. Ce transfert a pour conséquence une réduction de la densité des cellules cibles

Si RS tQlIOGAPGAGS RSa ftevyLKz20eiSa ¢o [ Sa feavyLl
[334]. De nombreuses études ont permis de mettre en évidence des stratégies de traitements
f2NAR RS fF LISNILIS RS f Ql yiA 3sgblBsaveSlas @A 6usi- RSOS T :

spécifique, ciblant CD19 et un deuxieme antigéne comme CD20 ou[8X92335]; ou encore
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le développement de nouveaux antigénes alternatifs cibles, exprimés a la surface des cellules

leucémiques CD19 négativia36].

1.6.23242wSOKdzi Sa alya LISRKNIS RS tQlyGA3asyS 6/ 5mp
Lt LISdzi S3altSYSyid SEA&GSNI dzyS NBI LI NRiGA2Y RS
CD19 malgré un traitement initial par les GRABnttCD19. Ce type de rechute est plus fréquent

dans les lymphomes que les LBA_a majorité de cesrechut8sY SNESyY G RQdzyS Y dz@I
RSa OStfdAZ Sa ¢ 2dz RQdzyS LISNI S shlvikd’CRoBnd&i]lesLINS O 2
mécanismes sougcents de la rechute CD18€ont encore mal compri837]. Nous pouvons tout

de méme énoncer certaines améliorations de la structure dess@ARpourraient aider a la
persistance a long termea source du scFv (humaine ou murine); le changement de molécule de
co-stimulation comme ICOS & la place ddBB ou CD23266]T f QSRAGA2Y Rdz 3¢
CRISPR/C#&s contre PBL dans lescellules T afin de générer des cellule€AR antCD19

déficientes en Pmm® [ S o6dzi RS OSGGS RSNYASNB (GSOKyAld
NEOSLIISdZNB AYKAOAGSdZNAEZ ROQNIVGE IR NBMNS A Y ALIENRIAFL
les cellule8 CD19[338]. Il existe diverses stratégies mises au point pour améliorer la persistance

des cellules T. La sélection des cellules T avec un phénotype de central méswpiae (réalable

des modifications génétiques pourrait améliorer la prolifération et la persistamaévo [339-
341].

Un autre moyen serait de coupler les thérapies JA®R/ec des inhibiteurs de point de controle
immunitaire comme PR ouCTLA & / SGGS AGNIF §S3IAS OAAS £ adzNI2
et la résistance du micrenvironnement341]. Chong et al., ont mis en place une étude clinique

qui utilise un antPD1 (pembrolizumab) couplé au CARantiCD19. Cette combinaison permet

de restaurer la fonction effectrice des GAR S LJdzZA 4Sa> S&G RQlI dzZAYSY G SNJ £ 1
CART[342].

1.6.2.3.3 Causes et implicati@moléculaires des défauts observés au sein des CAR
Lt SEA&GS RATTSNByiSa Ol dzaSa L2 dz0 yi-T & LI A lj dz8

CD19 ainsi que le fort risque de rechute ptraitement. La principale cause est moléculaire.
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En premier lieu, un assemblage aberrant entre la cellule TARles récepteurs des cellules T
endogenes peut se produire. Salter et al., ont démontré que I'assemblage aberrant entre s CAR
ant-CD19 (CD2850Y 0 S tSa NBOSLIISdzZNBE SyR238ySa /5HY!
CART[343, 344] Ces interactions alterent le seuil d'activation, risquant une signalisation tonique

et une activation non spécifique. Si cette activation intense favorise initialement I'élimination
tumorale, elle conduit a terme a I'épuisement cellulaire, une diminutleria persistancen vivo

et une augmentation des effets hors cilpg15, 346]

L'hyperactivation des voies de signalisation, notamment* NFX R y & induiSéne / ! w
signalisation tonique ou une stimulation antigénique persistante, entrainant une surexpression
de cytokines pranflammatoires (It6, TNF' = -L(CH RS LINBoptQtigugsBGR,IBZH] A

XL) et de facteurs de transcription d'épuisementiudalre (NFAT, IRF4B47]. La voie
PIBK/AKT/mTOR est particulierement dérégulée dans les @ifisant CD28 comme domaine de
co-stimulation [311], conduisant a une altération du métabolisme cellulaire et de I'équilibre
effecteur/mémoire. Ces perturbations réduisent l'autorenouvellement et la persistance a long

terme des CAR, compromettant leur capacité a former des cellules mémoires durables

Les CAR antiCD19 présentent des aberrations moléculaires distinctes selon leur domaine de
costimulation. Avec CD285 0y = S aA3aylf G2yAljdzS St S@SI NB
entre les domaines scFv ou T¥ela a pour conséquencene activation de ZAPO et de la voie
tLoYK! Y¢S ljdzA |+ dAaAYSydS ¢t LINE RdzOS(h 2 W QUEELBS O8&
LIK2AaLK2NREFGA2y ol alfS RSa L¢! adanR@R19ebtmineg T S
égalemeit un épuisement rapide des cellules TOd dzA& S RQdzyS aA 3yl f Aal Ga
provoguant une activation prolongée de facteurs de transcription comme NFAdvatse la

formation de kinapsesontacts transitoiresfin de scanner la surface de la cellule ciplatot

gue de synapses stables avec les cellulisi8).

Au contraire, le CAB-1BB présente une signalisation moins dynamique, caractérisée par un
recrutement tardif des molécules de signalisation, une faible activation dé NF S (i dzy’ S
promotion du métabolisme oxydatif mitochondri265]. Cette signalisation atténuée favorise

I'échappement antigénique des cellules B CDadgmentant le risque de rechutes via la sélection
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de variants a expression réduite de CD19, comme expliqué précédemment (sEcten!

Source du renvoi introuvablé.

1.6.2.3.3.1Les améliorations possibles des GAR

L'optimisation du design des C&\pour limiter les aberrations moléculaires inclut I'ajout de
R2YlIAySa RS aArAdayrtAralagazy adzllLld SYSyGlANBazZ
additionnelles (kinase Nck) et favorise la formation de synapses immunolog{348%
Cependant, cette complexification structurale peut compromettre la stabilité et I'expression de

surface du CAR.

Il a également été entrepris de modifier les ITAMs par délétions ou mutations ponciafiiee
réduire leur phosphorylation pour limiter I'épuisement T et les effets secondaires comme le CRS
et la neurotoxicité (ICANS)[298]. Toutefois, cette réduction de signalisation compromet

I'efficacité contre les tumeurs a faible expression antigénique

Aussi, de nombreux chercheurs test@rgrésentdes CARs avec un systeme de contrble externe.

En effet, il existe différents mécanismes susceptibles de fonctionner teld'gisation de

molécules d'inhibition/dimérisation, I'expression inductible, ou I'ajout de domaines de suicide

pour induire I'apoptosg350, 351] Si ces modifications améliorent la sécurité en réduisant la
toxicité, elles risquentependantde compromettre I'efficacité thérapeutique.

[ QSyaSYotS RS 0OSa Y2RATFTAOIFIGAZ2Y A | né@indinacBsSy G OS
progres sont au détriment de la reconnaissance des cellules tumorales ou encore la puissance de
signalisation nécessaire aux GARette optimisation nécessite donc un équilibre délicat entre

sécurité, persistance et efficacité.

1.6.2.3.3.2Epuisement et élimination des cellules GARr le signal tonique

La gestion de la signalisation tonique représente un enjeu majeur des thérapies CAR
Contrairement au signal tonique bénéfigue du TCR en conditions physiolod8fijeselui des

CAR, indépendans du CMH, dépend de leur densité d'expression de surface. Le signal tonique

Sad R2yO @OSNRERIFIGATS LlzA aljdzQdzy &aA 3yl f-T,GaddBA lj dzS

qu'un signal excessif provoque leur différenciation terminale précoce et leur dysfontitfaut
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donc établir une balance efficace entre la persistance et la différenciation terminale des cellules
CART.

Il existe de nombreux facteurs qui influencent la signalisation tonique des cellules. GAeRer

et al., ontdémontré que différents scFv (comme GD2 et CD19) génerent des niveaux variables de
signal tonique en absence de ligand. Ce phénomene résulte de I'oligomérisation spontanée des
scFv, dépendant de la longueur du 'linker' entre les chaines$ M [345]. Une surexpression des

CAR ou une trop forte affinité du scFv peut induire une activation constante, méme avec une

faible expression antigénique, risquant d'activer les -TARNtre des tissus normaux

Ensuite, il a été montré que la densité des CARs a la surface cellulaire influence également le
signal toniquel345, 352 / S YA @St dz RQSELINB&AaAA2Y RSLISYR LINJ
[335]. De plus, l'inhibition des mécanismes de régulation négative des cellules T, tels que les
phosphatases régulatrices ou les molécules inhibitrices1(RDI LA, TIM3, LAG3), contribue

également a augmenter le signal tonique des JBAR3).

1.6.2.4 Paradoxe architectural des CAR vis-a-vis de ceux des récepteurs immunitaires
endogénes

Il existe un vrai paradoxe entre les récepteurs immunitaires décrits précédemment dans la section

1.4 et les CARactuellement utilisés en cliniqué.a plus grosse différence est la structure des

CARs parrapporta QSy aSyYof S RS& NBOSLI $FgiN&13A YYdzy A G A NB:

Les récepteurs immunitaires ont une structure complexe et sont composés par de multiples sous
unités agenceées par des modules distifjt&2, 156] Le TCR est composeé de différents domaines

de signalisation le module récepteur guieconnait le ligand et le module de signalisation qui

initie celle-ci. Il est composé de diverses chaines de signalisation et son assemblage est requis

L2 dzNJ a2y SELINBaarzy t ftF &adNFIFOS RSa OStf dz S
multidimensionnelld65, 3541 " f I RAFTFSNBYOS: fSa /!wa az2yi
domaines de signalisation udimensionnels. Le module récepteur et le module de signalisation

sont connectés sur une seule cha[B85].
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Les CARs cliniques actuels présentent plusieurs limitations comparées au TCR : un seuil
d'activation plus faible risquant des réponses non spécifiques, une signalisation tonique
excessive, et une avidité antigénique trop forte. Contrairement au TCR cgégmse multiples

points de contrdle (phosphatases, récepteurs inhibiteurs) maintenant I'homéostasie immunitaire,

les CAR manquent de mécanismes de régulation négative et de plastid&6]. Cette
architecture simplifiee compromet leur adaptation au mieavironnement tumoral et

augmente les risques d'effets hors cible et d'épuisenmmilulaire. Afin de pouvoir moduler la
NEBLI2YyaS GKSNI LISdziAljdzS 6SYSTFAOAILYyUGU RS tF GSOK
f QF NOKAGSOGldz2NE RS&a /! wa LIdz2NJ YASdzE YAYSNI OS¢t

TCR CAR

TCR w/p
CD8a

chaines CD3
(cD3y)
(cD3y)

(o030 0% o3, QD

Figure 14  Comparaisorarchitecturake entre le TCR et le CAR

Représentation schématigue du TCR natif (gauche) montrant la complexité de son assemblage

avec lesOKI nySa hki Si4 tS8 02YLX SES /50 06!3X 1% 8%
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(droite) comprenant un scFv adtisSm > dzyy R2YIFIAYyS OKFNYyASNBE [/ 5)
AA3yLtAalGARZY /50

Nous nous sommes donc interrogés sur les raisons pour lesquelles les systemeseCARs
ressemblaient pasux récepteurs immunitaires endogenes et comment recréer la topologie
modulaire des récepteurs immunitaires naturels afin de réduire les limitations de signalisation et
RQFaaSyofl3S:T YIAad S3AFESYSyYyld RQIFYSE A 20eeN) | 1
NEOKSNODKS FlIAG tQ202Sd RS Y2y OGN} @At RS (KS$
modulaire appelé MARC complexe récepteur d'actionnemé modulaire. Cette architecture

modulaire sera comparée aux e deuxieme génération actuellement en clinique dans la

suite des chapitres de ce manuscrit

1.7 Applications thérapeutiquesles CBHs

Audela des immunothérapies conventionnelles, I'utilisation thérapeutique des cellules souches
et progéniteurshématopoiétiques(CSPHpuvre de nouvelles perspectives pour établir une

immunité antitumorale durable.

1.7.1 Sourcest caractéristiquesies CBHs

L'hématopoiese maintient un équilibre dynamique entre la production, la maturation et
I'apoptose des cellules, etadapte aux besoins physiologiques constants de l'organisme. Des
perturbations dans ce processus peuvent conduire a diverses pathologies hématologiques, y
compris les leucémies, soulignant ainsi l'importance cruciale de I'hématopoiése dans le maintien
dela santé et son role central dans le développement de thérapies telles que les greffes de moelle

osseuse et les thérapies cellulaires avandée857]

Les CSH utilisées pour la transplantation proviennent principalement de trois sources : la moelle
osseuse, le sang périphérique et le sang de cordon omUilibd]. La moelle osseuse, source
traditionnelle, reste importante pour certains types de greffe en raison de sa concentration
élevée en CSIB58]. Le sang périphérique, apres mobilisation des CSH par des facteurs de
croissance, est devenu la source la plus courante chez I'adulte, offrant une collecte plus facile et

une reprise hématologique plus rapid859]. Le sang de cordon ombilical, riche en CSH
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immatures, présente l'avantage d'une disponibilité immédiate et d'une meilleure tolérance aux
disparitées HLA, mais son utilisation peut étre limitée par le volume dispojdb. Chaque
source a ses avantages et inconvénients specifiques, influencant le choix selon le type de maladie,
I'age du patient et la disponibilité des donneurs. La sélection de la source de CSH la plus
appropriée est cruciale pour optimiser les résultats ldetransplantation et minimiser les

complications potentiellef361].

1.7.2 ldentification phénotypiquedesCSPHs

[ S& /{tl & LISd@Syi siNB RSTFAYAA LI Nnafs @3timdsING & & A
complémentaires sont nécessaires pour bien caractériser ces cellules.

b2dza Ffft2ya R2yO Sy2y OSNJ f QSy a SYoitestfidatd@la Y I NJj dz
plus efficace des CSPH humaines primitives et capaleledonner une hématopoiése a long

terme. Cependant, les marqueurs de surface des CSPHSs ne sont pas leseméometion de la

source des CSPHs (cellules issues du sang de cordon dndahcppériphériqud, 362]

Le marqueur le plus utilisé est le CD34, une glycoprotéine transmembranaire qui est exprimée
principalement sur les CSH primitives et les progéniteurs précoces. On le retrouve donc exprimé
dans moins de 2% des cellules de la moelle osseuse 4868 En combinaison avec le CD34

tfS /50y Said dzy FdziNB YI NJjdzSdzNJ AYLIZ2 NI Yy G LI2dzNJ
YI NJjdz§dzNJ RS Yl GdzN>F GAz2zy S yQSaid Rz2yO LI & SEI
CD34/CD38permetsR2yY O RQSf AYAYSNJ f S& LINR 3 QGask pbpSalaNBE S &
CD34/CD38, le marqueur CD90est un autre marqueur important. |l est exprimé a la surface des cellules primitives.

[ QdziAt AaldA2y RS [/ 5dn LIS N S (i RS asStSOGAzy)
RQINEIY2 dzdSt t SYSyd FAyair |1jdzQdzyS OF LI OAGS RS RA
CD34/CD38/CD90 permet donc @& caractérisernos populations cellulaires avec des CSH

OF LI of Sa RS NBO2yailA ( dzS[BEK].ENOUS Bovvoris Zdalgnedtatfiser. 2 y
/| 5npw! 2dz / 5n cddesctipfioh Fn efRe COMIRA ¥sS Imardueur absent des CSH

fSa LJXdza LINAYAOGAGSAD /5ngpF Sad dzy Y NJj dzSdzNI A

associée aux CSH avec un plus grand potentiel de reconstitution a long terme. La sélection des
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CSHs par la combinaison CD3H38/CD90/CD45RAest actuellement considérée comme l'une

des plus pures en termes d'enrichissement en CSHs prini#éé$

[ QSyaSyYyot S RS GégalenehtNifjeonssiabliects N&labio®die des CSH tels que
fQAYYF GdzNAGS OSftfdzZ FANSE NBLINBaSYydisSS LINIES [/ 5¢
approche multiY I NJj dzSdzZNB LISNXY SiG R2y O RS O2PAleNgug ®&NE  Q
f SdzNJ ARSYUGATFTAOI A2y D bSIYY2Ayas At Sad AYLERZNILI
en fonction du contexte. En effet, il edélicatde se fier a tous ces marqueurs de surface pour

f QARSY (A T A Qdndiuh Soyitext@nS/iro[36G]. t |

Il existe de nombreux marqueurs comme CD49f, CD38 qui ne sont plus spécifiques des CSPH
lorsque cellesi sont mises en culture. En effet, lorsque les CSH se retrouvent dans un contexte

in vitro, certains marqueurs de surface deviennent instables et moins spécifi{36&$ Au

contraire, il aété démontré que le marqgueur CD71 a une expression de surface plus stable,
indépendamment du contexté€€D71 est le récepteur de la transferrine, il est exprimé a la surface

des cellules différenciées. 5 T M S&d dzy YI NJjdzSdzNJ RUI OGA D GAZ2Y X
de Myc. Son expression augmente chez les progéniteurs en cours de différenciation, notamment
chez les cellules de la lignée érythroitles CSH les plus primitives sont généralement CD71

négatives ou faiblement exprine§(CD7¥%)[365, 368]

[ QSljdzA LIS RS Ddz2 { I dz@l 3Stdz I YAa Sy S@OARSYyOS dz
j dzA  LISNXSG RS &0AYdz SNJI inQio360] yDé plasy undRéhalyse/ { | K
transcriptomique des CSPH humaines enrichie en TB34présence de UM171 a révélé

f QOSELINBa&aAz2y RS fI LINRPGSAYS 9t/ wod /SGGS LINERGS
f QOAYUSANRGS SYR2UKStTAIFITS SG | SGS dziaAfAassS Lk

[370]. EPCR a donc été identifié, par cette méme équipe, comme étant un marqueur de surface
FTAFOES LIRdzNJ f QARSYGATAO GAigyiro&&AUMI7E371]. KdzYl Ay S

1.7.3 Principe et application desrgffesde CSH

Dans le contexte des leucémies, la greffe de moelle osseuse vise a remplacer les CSH leucémiques

par des CSH saines. Il existe différents types de greffes del€3Sifeffes allogéniques, qui sont
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des cellules de donneur (apparenté ou nampis aussi les greffes autologues, avec des cellules
issues du patient lunéme. Cela nécessite un conditionnement préalable et implique une

reconstitution immunitaire posgreffée.

Pour le traitement de la LEB, une transplantation de CSH allogénique est précoB&d. La
LINAYOALI £S NIA&A2Y RS fQdziAftAalGA2Yy RQdzyS 3INB
recherché. En effet, le systtme immunitaire du donneur cherche a éliminer le systeme
AYYdzy AGFANBE RS f Q&S §SaSIOST (IdKISO2 ¥ SEPETWK |j dzS & @
f QSTFSG Rdz ANBFF2y O2yGNB I+ fSdzOSYALIPIDA[ 0 S|
Fldzi ySryY2Aya GNRAzOSNI £+ olflyOS |RSldadS S
f QK0S SO0 S NB2SG RS INBTFTFS RSa y2dzStftSa Of
sains du receveur. Ce concept est appadéfet du greffon cg’ it NB  f Q K374 Sussi, e | 5 0
cellules CAR allogéniques ont montré un syndrome de libération de cytokines moins sévere et

une efficacité similaire aux cellules autology@s5].

Le principe global de la greffe de CSH est de changer la pression de sélection menée par le systéme
AYYdzy AUl ANBE y2dz@SttSYSyd INBFFS I FAY RQStAYAY
requis pour obtenir une reconstitution des lymphocytes T fmmtels et la période
RQA Y Ydzy 2 & dzLIgheIesnécasgaife phug éviter le rejet du greffon est favorable & une

O

FRFLIGFGA2Y RS&E OSttdAd S8 t SdzZOSYALdz28a Si f QSYSN

Le travail deCohen et al.a démontré que la greffe de CSH issues de sang de cordon amplifié par
UM171 améliore plusieurs parameétres cliniqi@s6] : une mortalité non liée a la rechute (NRM)

plus faible, une meilleure survie sans rechute et sans réaction du greffon contre I'héte (GRFS),
ainsi qu'une reconstitution T plus rapide et diversifiée, réduisant le risque d'infections graves
postgreffe [377]. Ace jour, plus de 120 patients ont déja été traités par la combinaissang

de cordon amplifiee par UM17B76].

¢2dzi f QSyeSdz RSa y2dz@StftSa GKSNILASA aSNI R2y
LI ASYyd KsLGSZ YIFAa lFdzAaaiar RS fAYAOGUSNI f QSOKI LILIS
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1.7.4 Défis actuels de la greffe de CSH

Malheureusement, le taux de rechute pegteffe allogénique est de 200%[378]. Les rechutes
FLINBA OGNIyaLX FydladAzy O2yaidAGdzsSyd dzySB.CesdzaS A
rechutes sont le principal obstacle a la guérison a long terme des patients. De plus, le pronostic

apres une rechute posireffe est défavorable.

Comme décrit précédemment, il existe différents mécanismes conduisant a la rechute tels que la
LISNBA&GFYOS RSa OSftdzAZ S& t SdzOSYAljdzSa NBaraidl yi
LI NJ £ S aeadsyYS AYYdzy Al A NifueReSGvIf sirkedolig3ern@to] LIS NI ¢
[ YFI22NAGS RSa YSOFIyAayYySa RQSQOFraAzy Rdzr ae2ais
1.6.2.3.23.1

Malgré les défisde lagreffeSHE St € S NB &GS dzy RSa GNIXAGSYSyia
fF YsYS FTNBIdzSyOS 1jdzS tSa y2dz@SttSa AYYdzy2idckK
bispécifiques (atCD3 et antiCD19) ou encore des anticorps monoclonaux combinés a des
agents cyotoxiques comme l'inotuzumab ozogamicin (a@D22 conjugué au calichéamicine)

[380 Lf SEA&GS S3FEtSYSyld RS y2dzSttS&8 (GKSNI LIRS
chimériques qui permeéentf QSt AYAYF GA 2y RY®1)0St f dzf Sa f SdzOS Y A

1.7.5 CSPHCAR : vers une immunothérapie durablet innovante

[ O2YoAylAazy RSa I@glydl3Sa RSa 3INBFFSa RS
prometteuse pour un traitement contre la LiIBY382]. Le principe poursuivi est le suivaria
Y2ZRAFTAOFIGA2Y 3IASYySGAljdzsS RSa /{tl Sy FY2yid RS |

régénérer continuellement des cellules effectrices immunitaires exprimant le CAR. Néanmoins

dans le contexte actuel, |€3ARs utilisés en cliniqgue ne sont pas optimaux du a leur signalisation
tonique éleved345]. lls generent des signaux de stimulation aberrants pouvant potentiellement
AYGSNFSNBN | gSO tSa LINAYyOALS&a F2yRIEYSyidl dzE R
différenciation. Néanmoins, l'intégration des CARnti-CD19 dans les CSPH représente une

stratégie thérapeutique prometteuse, combinant ['élimination spécifique des cellules
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leucémiques résiduelles avec une réduction du risque de GvHD, offrant ainsi une approche

personnalisée plus effica¢@83, 384]

L'utilisation de CAR anBiD19 dans les CSPldutologues vise a générer un systeme
hématopoiétique exprimant constitutivement le CAR, établissant ainsi une surveillance
immunitaire durable contre les cellules leucémiques. Cette approche promet une immunié anti
leucémique persistante tout en consentdes bénéfices de la GvL, et, grace a l'origine autologue
des CSH, minimise le risque de GVBIL3].

Cependant, ce projet ambitieux amene de nombreux défis et questidasmodification
génétigue ex vivodes CSP31le choix d'un promoteur permettant une expression stable et
spécifigue du CAR, le maintien d'une hématopoiése fonctionnelle et I'élimination efficace des
cellules CDI9Une fois les premiers résultats de preuve de principe obtémwalidation de la
sécuritt a long terme nécessite également d'évaluer les risques de syndromes
lymphoprolifératifs et d'effets secondaires (neurotoxicité, CR®)plus, le suivi sur le long terme

de lapersistance des cellules CA®R pouvoir éliminer les cellules leucémiques est également

primordial.

1.8 Hypothése et Objectifs de la thése

Comme décrit précédemment, les thérapies a base de cellulesTGAR révolutionné le
traitement de certains cancers, notamment les leucémies etLi#ls Cependant, les CAR
actuellement en cliniqueprésentent des limitations importantes dues a leur conception
unidimensionnelle, qui ne reflete pas la complexité des récepteurs immunitaires naturels. Cette
architecture conduit donc a une signalisation constamment active, potentiellement toxique pour
les cellules et les patients, pouvant entrainer l'effondremt du systeme immunitaire et la

récidive du cancer.

Pour surmonter ces défis, le laboratoire du Dr Gagndéweeloppé la plateforme MARC (modular
actuation receptor complex). Cette approche innovante vise a recréer un récepteur immunitaire

modulaire, comprenant des modules distincts de détection d'antigene et de signalisation, et

97



reproduisant la topologie multidimensionnelle caractéristique des récepteurs immunitaires

naturels.

1.8.1 Hypothese détaillée

[ QKe LR GKs§aS OSyuaNrtS RS YI (GKsasS Sad 1 adzia gt
YSAETfSdINE airaylfAaldAzy OelG2LX | AYAIldzS 1jdzS OSft ¢
se préte a une optimisation plus poussée du module de signialisdtl récepteur, offrant ainsi

la possibilité de fournir une combinaison idéale de signaux pour assurer une activation robuste
RSa OSffdzZ Sa ¢ RS YIAYOGSYyAN £ F2yO0dAz2y OSt

performances thérapeutiques contta leucémie.

Nous anticipons que les MARCSs, grace a leur architecture modulaire, reproduiront fidélement les
topologies cytoplasmiques de signalisation, et généreront une signalisation dynamique et
O2yiNbfSS RIya S GSYLAP® Lfa redBeNdwécied dpfeilrs ST
SYR238ySar RQSTEAYAYSNI tF araaylrtAralidrzy G(G2yAld
LINBASYyOS RQdzyS FFLAO6fS 62y RIYyOS RQIYGAISYS [ 51
pour recréer la dynamique de signalisatinative des cellules immunitaires, conduisant a des

cellules T plus saines et a de meilleurs résultats thérapeutiques.

Mes travaux de thése se sont doooncentrésa dzNJ £ I ONBI GA2Yy > f Q2 LIGA YA 3
cette nouvelle architecture MARC dans différents contextes. Nous allons observer sa
fonctionnalité et sa capacité a éradiquer les cellules tumorales B*@ah8 un contextén vitro

etinvivob /S GNI @FAf &SNF LINBaSyidsS asStzy fSa GNRA

trois chapitres distincts.

1.8.2 Lesobjectifsde mes travaux de these

Les objectifs sont les suivants

1. Optimisation in vitro et in vivo de la reproducton RS f QF aaSyof | 3S RSa
immunitaires pour la créationR Qdzy Yy 2 dz@S | dntigéhlgue Schinéiqla)

modulaire (MARCplus performantque les CARsonventionnels
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Nous allonsdans un premier temps, caractériser et optimiser les modules de signalisation afin
RQFYStA2NBNI f QSy I I Sécepiguls clBnaériqiesNOTs Fallofs: édduileS RS a
comparer la cinétique de signalisation de cette nouvelle architeckikdkCcomparée au CAR

actuellement en clinique

2. Evaluation comparativen vitro et in vivodes nouveaux MAREans I'éradication de la

leucémie B CD19

Nous allons comparer la fonctionnalité et la sécuiitévitro des MARE par rapport auCAR
conventionnel Ensuite, nous allons déterminer la capacité des nouveaux B#RConnaitre et

a éradiquer la leucémie des cellulesBCV18lz a SAY RQdzy Y2R8tS Ydz2NAyYy O

3. ; @l tdzZ GA2Y RS fQAYGSNBGO RS f Qdzii Aéshcaunéd A 2y R

approche viable pour les immunothérapies basées sur les €B®I/CSPH®

Nous explorons l'intégration de notre architecture MARC-@M®il9 dans les CSPHSs allogéniques
issus de sang de cordon, en évaluant son potentiel thérapeutique dans un modéle murin de
xénotransplantation. Cette approche innovante vise a caractériser l'imgacl'expression
constitutive du MARC sur l'autorenouvellement et la différenciation des CSH/CSPHSs, ainsi que sur
les fonctions effectrices des cellules dérivées, notamment leur capacité a éradiquer les leucémies
B CD19 La faisabilité de cette modifidah génétique par vecteurs lentiviraux est validée avant

la transplantation[385].
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2 Chapitre Z, Materiel et Méthodes

2.1 Lignées cellulaires

Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues a 37°C en présence de 5% de CO2. Les cellules T
Jurkat E6.1 (humain male) et les cellules NALM6 (WT, RFHFlet)Rainsi que les JY (WT,
TAX_mRFBactC2) ont été cultivées dans du RPMI + GlutaMAX (Gilggplementé avec 10%

RS C.{X wmnn!kY[ RS LISYAOAtftAyS>Y wmnn>3akY[ RS
femelle) ont été cultivées dans du DMEM + GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% de FBS,
Man! kY[ RS LISYAOAftfAYSS wmnnsHERES [pH R4S Lesi delNBsLIb 2 Y
HEK293T ont été maintenues a des passages inférieurs a 15. Les cellules HEK293T ont été passées
tous les 2 jours en utilisant une solution de PBS contenant 0,5% de FBS, 2mM d'EDTA pH 8.0, et
10mM d'HEPES pH 7.4 pour le détachetmetiulaire.

2.1.1 Plasmides

2.1.2 Productionlentivirale

Pour la transduction des cellules T Jurkat, les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une
plague 6 puits traité pour la culture cellulaire. Le lendemain, les cellules HEK293T ont été
iGN yaFSoissSa | oSO tSa LI aYycP@a cROSYMEIPpdzSEIRES
Si mMXZp>3 Rdz LXIF&aYARS RUAYUSNBG Sy dziatAalyd R
concentration d'’ADN 4X). Les plasmides d'empaquetageG/GMD2.g) ont été gracieusement

fournis par Didier Trono (plasmides Addgent2251) et PSPAX2 a été gracieusement fourni par

le laboratoire de Marc Therrien. Aprés 16 heures d'incubation, le milieu a été clamd/puits)

de milieu « HEK293T kes surnageants ont été récoltés 36 heures aprées le changement de milieu.

Réactif 1 puit (plaque 24 puits) 1 puit (plaque 6 puits) | Plae
10cm

VSVG ndémpn >3 nd®oTtp >4 M ®p




PsPAX2 ndc >4 M®p >3 c >3

+SOGSdz2NI RQAY Gndc >3 Mdp >3 c>13
PE| pon > Mo ®p > pn >
Volume de laéaction (PBS) | 0.1ml 0.25mL 1mL

Tableau 2¢ Quantités requises pour des transductions lentivirales avec des plasmides

de deuxiemegénération.

2.1.3 Transductions

t 2dzNJ RSOGSNXYAYSNI £ YdzZf AL AOAGS RQAYFSOGA2Y R
dans une plaque a 96 puits a fond rondvires a été dilué a des concentrations finales d2a

a 1: 2000 avec 5g/ml de protamine sulfate (Sigraldrich) pendant une nuit & 37°C. Le milieu a

été changé le lendemain et les cellules ont été laissées au repos pendant 48 heures avant I'analyse

LI NJ Qe ili2YSUNRS Sy FfdzEd [ | Ydz inke tdurbe@aloilée aRS f Q
LI NG AN Rdz LI dzNDSy i3S RQSELINB&aaArAzy RS %ADNBSY

21493&l A RQIFOGAQGFGUA2Y RS& OStfdzZ Sa ¢
Les cellules Jurkat exprimant les MARC ou les CAR ont-étdtivées avec soit des cellules JY
soit des cellules NALMG6, chacune exprimant des rapporteurs fluorescents compatibles pour les
différents tests (Lae€2mRFP, ou mCherry), aux ratios E:T inéégpendant 16 heures. Ensuite,
les cellules ont été marquées avec I'a@bD69efluord50 sur glace pendant 30 minutes puis
analysées par cytométrie en flux. Les cellules T Jurkat WT ont été utilisées comme contrdle

négatif.

2.2 Microscopie

L'imagerie de la synapse immunologique a été réalisée dans des boites en plastique contenant
une lamelle de verre lavée a l'acide (MatTek Corporation). Brievement, les cellules(&Wles

exprimant LacC2RFP sont lavées dans une solution de Ringer et remises en suspension a
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0,51CF° cellules/mL. 200uL sont ensuite ajoutés au centre de la lamelle de verre et les cellules
sont laissées a adhérer pendant 5 minutes. Quatre champs de vision, comprenant environ 30
cellules cibles par champ, sont sélectionnés comme régions d'intérét (E@sslite, 50uL de
cellules T exprimant lesMARC (19 cellules/ml dans la solution de Ringer), qui expriment
également ZsGreen, sont ajoutés et I'imagerie est initiée. Les cellules sont imagées pendant un
total de 60 minutes, toutes les 15 secondes, alternant entre les ROIs. Les images ont été
acquises avec un microscope LSM880 utilisant un objectitAflanhromae 63x/1.4 OIL DIC

M27. ZsGreen a été excité par la ligne laser Argon 488nm, tandis que RFP a été excité avec la ligne
laser HeNe 568. Les photons émis ont été capturés par des détecteurs GaASP spectraux. Les
cellules T ZsGreéentrant en contact direct avec les cellules cibles ont été évaluées pour leur
capacité a former une synapse immunologique stable ou une kinapse. Les contacerasaing

des changements clairs dans la polarité cellulaire associés a une réduction significative de la
mobilité cellulaire durant plus de 10 minutes ont été considérés comme une synapse stable. Tous

les autres contacts ont été considérés comme des kiesps
2.3 Cellules primaires

2.3.1 PBMC

Les cellules ont été obters du Laboratoire du Dr Je&€bastien Dedie. Les cellules seront
maintenues a 37°C en présence de 5% de C€» cellules ont par la suite été culBgdans
TexMACS (Miltenyl Biotech) supplémenté avec 100U/ml de pénicilline>gi@D de

streptomycine.

2.3.2 Cellules de sang de cordon

Les cellules ont été obtenues thboratoire deDr Guy Sauvageagt toutes les unités de sang de
cordon ombilical ont été collectées avec le consentement des méres a I'Hépital Charles LeMoyne
(Greenfield Park, QG anada)Les cellules sont décongelées dans du milieu IMDM (Gibco)
supplémenté avec 10% de FBS etd/ihl de DNAse. Les cellules sont maintenues a 37°C en
présence de 5% de @Qes cellules sont cultivées dans du milieu CellGsupplémenté avec

1>g/mL de Gentamycine. On ajoute ensuite des cytokirl&¥)>>g/mL de SCF et de FIt3 3fmL

102



de TPO et H6. Aussi on ajoute 3/mL du composé UM171 filtr&ar la suite, nous allons
calculer le nombre de Cellulesiclééesotalesviables (VTNC) selon la formule suivante : VTNC =
(Volume final / 1000) x Concentration de cellules viables. Pour étre dans des conditions optimales,

il faut ensemencer 0,2*10/TNC par mL.

2.3.3 Production lentivirale

Pour la transduction des cellules T primaires, les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une
boite de culture de 10cr{Tableau 2¢ ). Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec les

L FaYARSAa RUSYLN |jdesdi F @63 YRMZtpPtA! -RS S +tc >3 Rdz
utilisant du PEI selon le protocole du fabricant (Polysciences, concentration d’ADN 4X). Le milieu
cellulairea été remplacé apres 12 heures d'incubation par du milieu HEK293T contenant 10% de
FBS Les surnageants ont été récoltés 36 heures apres le changement de milieu. 3 plagues sont
nécessaires par condition virale pour obtenir un volume final de 30ml de surnageant par condition
virale. Les 30ml de surnageant ont été centrifugés pendant 5n300yLJdzA & FAf G NBaA 067
Ensuite, 27ml de surnageant viral filtré ont été transférés dans des tubes coniques
d'ultracentrifugation et 3ml de gradient de sucro2&% ont été ajoutés au fond du tube conique.

Le virus a été concentré par ultracentrifugation a 30 000 rpm pendant 1 heure 45 min a 4°C en

dzG At Aalyd dzyS dzf NI OSY(dNRARFTdzaASdzaS { 2Nttt 2. wmn
virus a été resugmdu pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, le virus a été congelé rapidement

sur glace seche é¢s titres viraux ont été déterminés dans les cellules Jurkat
2.3.4 Culture cellulaire et transductions

2.3.4.1 PBMC

A jour 0, les PBMC sont décongelés dans du milieu TexMACS (Miltenyl Biotech) supplémenté avec
100U/ml de pénicilline, 10&y/ml de streptomycine préalablement chauffé a 37°C. Ensuiteis

allons stimuler nos cellules pour les préparer a la transduction, gotaire nous préparons une
az2fdziAazy H- O2YL}2asSa ROlayER30@.Aigknl) edb aRCDIABS v & €
(0.5ug/ml) et de cytokine@Miltenyl Biotech): 7 humain (5ng/ml) et HL5 humain (5ng/ml).

Ensuite ajouter cette solution dans le fond de la plaque 24 putRE{(Wilson Wolf) Ensuite
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apposé 2x10*6 cellules PBMC par puits, puis laissé la plaque a 37°C en présence de 5% de CO
2x10*6 cellules PBMC ont été transduites, 48 heures apres l'isolement, avec une multiplicité virale
d'infection de 4 avec de la Vectofusihe(Img/ml avec un ratio de :1 vectofusine et virus

concentré. Le lendemain, les cellules ont été agrémentéesitieu TEXMacs pour un volume

final de 8 ml et cultivées avec des cytokingsl-t S { -15=hOkaln grade premium (Miltenyi

BioTech). Tous les deux jours, ndusar 2 dzii S NB \Sdim pRAB [y & OKIF Odzy RSa Lz
de transduction a été déterminée par analyse de la fluorescence ZsGreen par cytométrie en flux

au ?22dz2NJ) RQSELI yaArzy RS&a OStfdzZ Sa ¢ LINAYI ANBad
transduction a été déterminée par analyse de la fluorescence ZsGreen par cytométrie en flux.
W2dzNJ ¢ RQSELI yarazys tS8& OSt t dz Stén dé 2oyigélatiGn2 Y LIG S ¢
CryoS1{§StemCetlL00-1061) ou utilisées directement pour des transptations de souris NGS.

Réactifs Concentration solution Concentration stock
1X 2X

Anti-CD3 0.2>g/mL 0.4>g/mL 100>g/mL

Anti-CD28 0.5>g/mL 1>g/mL 100>g/mL

Human IL7 15>g/mL 30>g/mL 100000 ng/mL

Human IL15 5>g/mL 10>g/mL 100000 ng/mL

Tableau 3¢ Quantités requises pour la solution de stimulati@anjour O.

2.3.4.2 Cellules desang de cordon
/] 2ttt SOGSNI t QSYGASNBGS RSa OStftdzZ Sa YAaa Sy Odz

8min (acc.9 dec.9). Retirer le surnageet resuspendre dans 1mL de StemSpan supplémenté de
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35uM de UM171. Compter les cellules via le compteur cellulaire (Lab Sauvageau G) avec une
dilution %2 avec du bleu de trypan. Nous calculons le volume de cellules nécessaires pour avoir un
total de 40.000 cellules par puits. Nous ajoutons également comreatatg transduction du
polybréne (3g/mL- stock a 6mg/mL) et du lentiboost (1 Xtock a 100X). Laisser la plaque dans

un incubateur a 37°C pendant 12h.

Ajour7,c2 YLIGSNJ f Sa RAFFSNByidiSa O2yRAGAZ2Yy & OSft € dzf | ;
Oeli2YSUNARS Sy FtdzEd b2dzd | dzZNBy & dzy Y NJj dzSdzNJ T
de transduction via le pourcentage de cellules @G ! 2dza 1 SNJ S NB &dza LISy R
conditions entre0.3-0.8*10° cellules/mL

2.3.5 Essai de prolifération cellulaire

Tous les tests de cytotoxicité ont été réalisés avec des cellules T contenant des quantités égales
de cellules ZsGreéfcellules effectrices). La fréquence des cellules ZsGremres des cellules T

Mock transduites, CAR et MARCs a été normalisée en utilisant des cellules T non transduites

expandues a partir du méme lot de PBMCs.

Chaque cellule effectrice a d'abord été déposée dans plagque 96 puitsa fond rond pour
suspension10.000cellules T transduites Z8&TL, MARCs, CAR)OuL) Les cellules T ont été

ajustées avec des cellules T non transduitesessin méme donneur de PBMEnsuite30.000

cellules cibles (NALMBmetrine)(100uL) pour obtenir un ratio B& dzLJLX SYSy G4 S2 | ¢SO
(20U/mL) pour chaque putLes cellules ont été centrifugées brievement pendant 1min a 200g
puisincubée® | yS LI I [jdzS LI NJ 22dzNJ RQlI OljdzAaAGA2y Sa&ai
des plaques, les cellules ont été centrifugéed40@ pendant 5 minutes ensuitesuspendues

dans 200uL deACSuffer froid (PBS, 0.5% FBS, 2mM EDTA, 10 mM HEPES, gitig.dhalysé

par cytométrie en flux. Cette procédure egpétéea J1, J3, J5 et J7.

Nous avons détermile pourcentage de cellulggZsGl @I y i  Qb) &tidan®le iehpBy 06 ¢
(Ty) pour chaque conditiorl.e suivi de la prolifération des cellules Zd&J0 a J7 a éteé réalisé en

calculant le ratio (ZsQx/ ZsG To), normalisé par rapport au CTL.
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2.3.6 Essai de cytotoxicité

Tous legests de cytotoxicité ont été réalisés avec des cellules T contenant des quantités égales
de cellules ZsGreéfcellules effectrices). La fréquence des cellules ZsGremres des cellules T

Mock transduites, CAR et MARCs a été normalisée en utilisant des cellules T non transduites
expandues a partir du méme lot de PBMCs. Les cellules non transduites marquées au CellTrace
Violet (CTV) ont également été utilisées commetdile négatif des cellules effectrices. Chaque
cellule effectrice a d'abord été dépasélans les puits et normalisée a 100 puL avant que 100 pL
de cellules cibles (2*P0cellules/mL NALM&me) ne soient ajoutés pour obtenir des ratios
effecteur:cible de 5:1, 1:1, 1:5. Les cellules ont été centrifugées brievement pendant 1min a 200g
puis incubées pendant 24h pour initier la cytolyse. Les puits contenant uniquement des cellules
cibles ont été utisés pour évaluer la mort cellulaire non dépendante des cibles. Le lendemain,
les cellules ont d'abord été marquées avec dAAD puis analysées payteométrie en flux.
L'efficacité de la cytotoxicité a été mesurée en comptant le nombre de cellules mChaAp

encore présente aprés d@acubation par rapport aux cellules mChefRAAD dans la condition

cellules cibles seule.

2.3.7 Essai de sécuritéCRS)

Ce test de sécurité complet évalue les interactions cellulaires dans plusieurs conditions
expérimentales, incluant des PBMCs autologues avec des cellules T, des cellules NALM avec des
cellules T, des cellules T seules, des cellules T sous stimulatioroRdMAy/tine, et une condition
combinée PBM®IALMcellules T. Toutes les expériences sont réalisées dans des plaques 12 puits
utilisant du milieu R10, maintenant un ratio cellulaire de 1:1 avec un million de cellules de chaque
type par puits.

[ Q9yaSYofS RSa OStfdZ Sa az2yid NBO2fG4SSa Sa 02Y
CD3ZsG est ajusté si nécessaire, et les PBMCs sont décongelés et comptés. Apres ajustement
du pourcentage de ZsGn utilisant des cellules T non transduites, toutes les cellules sont
centrifugées a 400g pendant 5 minutes a température ambiante. Les cellules sont ensuite remises
en suspension dans du milieu R10 frais a des concentrations spécifiques : cellulegrila 1M

NALM6 et PBMCs a 2M/mL, avec une préparatle solution de PMA/ionomycine 2Rour
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I'ensemencement, les cellules T sont déposées a 1mL par puits, tandis que les PBMCs et les
cellules Nalm6 sont ajoutés a 500@puits. La condition de stimulation PMA/ionomycine recoit
1mL de solution 2X par puits, avec des volumes finaux ajustés a 2mL avec du milieu R10 si

nécessaire. Les cultures sont ensuite incubées a 37°C avec 5% menGant 48 heures.

Apres lincubation, les surnageants de culture cellulaire sont soigneusement récoltés sans
perturber les cellules et centrifugés a 400g pendant 5 minutes. Les surnageants sont ensuite

aliquotés, avec 300t conservés a20°C

L'analyse ELISA ultérieure implique un coating des plaques pendant une nuit avec l'anticorps de
capture (100uL/puits) a température ambiante, suivi de lavages et d'un blocage avec du RD 1X.
Les échantillons sont traités par vortex et centrifugati@®8g pendant 5 minutes avant transfert

dans de nouveaux tubes. L'essai se poursuit avec l'incubation des échantillons, I'ajout d'anticorps
de détection, l'application de Streptavidist#RP (dilution 1:40), et le développement du substrat
TMB. Apres une incubat de 20 minutes a I'obscurité, la réaction est arrétée, et les plaques sont

immédiatement lues a des longueurs d'onde de 450nm et 540nm.
2.4 Expériencesn vivo

2.4.1 Souris

Les souris NSG femelles (NOD.CgPrkdcscidll2rgtm1Wijl/SzJ; The Jackson Laleorigery)
femelles NS&G&GM3 (NOESCIDL-2R243null 3/GM/SF; The Jackson Laboratory)été élevées
et maintenues dans un environnement exempt pathogénes a l'animalerie de I'Institut de
Recherche en Immunologie et en Cancérologie selon le protocole numé&rb®8pprouvé par

le Comité de Déontologie de I'Expérimentation sur les Animaux de I'Université de Montréal.

2.4.1.1 Transplantation et récoltes des organes

Les cellules ont été transplantées par injection dans la veine caudale desN8@GMNSGSGM3

femelles agés de 8 a 10 semaines, préalablement irradiées a une dose sublétale (250 cGy, <24
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heures avant la transplantation). Les cellules de moelle osseuse des sousB@NEGont été

prélevées par aspiration fémorale aprés 8 et 13 semaines

Les cellules de moelle osseuse des souris NSG eSS83par « flushing »des 2 fémurs, tibias

et hanches lorsque les animaux ont été euthanasiéssanaaine 13INSGSGM3) ou décrit dans

les Iégendes des figures pour les NS® SLISY RI yi RS  QFobkruiptRhlSsy OS N
expériences, les souris de méme portée et de méme sexe ont été réparties aléatoirement dans

les groupes expérimentaux. Les souris étaient considérées comme greffées si le chimérisme

humain était >0,1%.

Les stratégies de fenétrage pour le tri cellulaire par cytométrie en flux (FACS) utilisés pour suivre

la prise de greffe humaingans les NSGGM3 sont présentéatans la figure supplémentai

2.4.2 Etude d'éradication tumoralein vivo avec injections individuelles de

cellules T.
Pour former desumeurs 0,5*10° de cellules NALM@&xprimant la Luciférase améliorédALM6
R-A_uc) ont été injectées par voie intraveineuse dans des souris NSG. Quatre jours plusférd, 1
de cellules ITTAR ou MART ZsG ont été injectées aux souris porteuses de tumeurs. Les
injections de cellules T Mock ont été normaliséesiambrede cellules CAR et MARGelon le
total de cellules ZsGre&nNous avons realisgeuxinjections intrapéritonéales d'IL15 humaine
recombinante (rhlL15§J5 et J8pprés l'injection des cellules @our maintenir le groupe de
cellules T actives. L'imagerie par bioluminescence a été réalisée deux fois par semaine tout au
long de I'expérience avec l'injection de 150 mg/kg deudiférine stérile fraiche (PerkinElmer).
Les images dorsales et ventrales ont été obtenues 10 m&uaprés les injections
intrapéritonéales de E.uciférine en utilisant un IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina System,
Caliper LifeSciences). Les images ont été analysées avec le logiciel Living Image version 4.5 pour
Windows (PerkinElmer). Lesowsis receveuses ont été sacrifiées au joLy aprés la

transplantation tumorale.
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2.4.3 Etude d'éradicationR Qdzy' S T 2 Niin&alenKviviNdes injections

individuelles de cellules T.

Pour former des tumeurs, 0t80° de cellules NALM6 exprimant la Luciférase amélioréd (H6

RF.uc) ont été injectées par voie intraveineuse dans des souristi&Gours plus tad 0.5*1C°

de cellules ITTAR ou MART ZsG ont été injectées aux souris porteuses de tumeurs. Les
injections de cellules T Mock ont été normaliséesiambrede cellules CAR et MARGselon le

total de cellules ZsGre&nNous avons réalisé deux injections intrapéritonéales d'IL15 humaine
recombinante (rhlL15) (J9 et J12) apres l'injection des cellules T poaoteniaile groupe de
cellules T actives. L'imagerie par bioluminescence a été réalisée deux fois par semaine tout au
long de I'expérience avec l'injection de 150 mg/kg deubiférine stérile fraiche (PerkinElmer).

Les images dorsales et ventrales ont été obtenues 10 ménuhpres les injections
intrapéritonéales de E.uciférine en utilisant un IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina System,
Caliper LifeSciences). Les images ont été analysées avec le logiciel Living Image version 4.5 pour
Windows (PerkinElmer). &esouris receveuses ont été sacrifiees au jour 17 apres la
transplantation tumorale. La rate et la moelle osseuse (MO) ont été prélevées pour des analyses

en cytométrie en flux.

2.4.4 Calcul de la progression tumorale.

Pour normaliser les données de bioluminescence, nous avons établi un ratio pour chaque souris
expérimentale. Ce ratio a été calculé en divisant le signal de bioluminescence de chaque souris
par le signal de fond moyen mesuré a partir d'un groupe de 3soaritréle non traitésle méme

jour. Cette méthode normalise le bruit de fond a une valeur de 1 pour chaque jour d'imagerie,
minimisant ainsi les variations non spécifiques quotidiennes et isolant les effets attribuables aux

constructiondVIARCSCART.
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2.4.5 Cytométrie en flux

[ NI GS SG fF ah 2yd S0S AYRAGARAZStEtSYSyd Gty
sont récoltées par lavage avec du tampon de rincage (IMDM supplémenté aved=B&t4 00

>3kY[ RS 5b!aSood [Sa OStftdzZ Sa azyid AyOdzmSSa L.
un tampon de lyse des globules rouges (1X) (BD Pharmlyse 10X). Les cellules sont centrifugées
pendant 8 minutes a 300g puis lavées avedatnpon de lavagéPBS supplémenté avec 2% de

FBSet 2mM d'EDTA). Les cellules sont ensuiteqbées avec une solution d'anticorps non
spécifiques (Human TruStain FcX, Biolegend) et marquées avec un cocktail d'anticorps pendant

30 minutes sur glace pour l'analyse en cytométrie en flux. Toutes les expériences de cytométrie

en flux sont réalisées ga@ur un Canto Il (Becton Dickinson), ZE5-R&id) ou Fortessa (LSR 1) et

analysées avec FlowJo (TreeStar), en utilisant les anticorps suivants
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2.4.5.1 Expériencen vitro et in vivodans le modeleNSG

42

Antigene | Clone Cible Fluorochrome | Référence | Compagnie Dilution
CD19 HIB19 human | APCCy7 302218 Biolegend 1:25
FMC63 | REA1297 |human | APC 130127 | Milteniy 1:200
344

PD1 EH12.2H7 | Human | BV785 329930 | Biolegend 1:160
TIM-3 F382E2 Human | BV510 345030 Biolegend 1:80
CTLAM BNI3 Human | Bv421 369606 | Biolegend 1:320
LAG3 11C3C65 | Human | BV650 369316 Biolegend 1:320
CD4 OKT4 Human | APCCy7 317418 Biolegend 1:200
CD8 OKT8 Human | APC 344122 Biolegend 1:100
CD69 FN50 human | eFluor450 480699 | Thermo Fisher |1:200
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CDo62L DREG6 human | PerCRCy5.5 | 337210 Biolegend 1:25
CD44 BJ18 human | BV785 338834 Biolegend 1:400
CD45RA | HI100 Human | APCCy7 304128 Biolegend 1:50

Tableau 4¢ Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie en flux dans les NSG

2.4.5.2 Expériencean vivodans le modeleNSGSGM3

Antigene | Clone | Cible [ Fluorochrome| Référence | Compagnie  [Dilution
CD34 581 human | APC 555824 BD Bioscience{l:100
CD38 HIT2 | human | PE 555460 BD Bioscienceyl :50
CD45 HI30 human | V500 560777 BD Bioscience{l:100
CD45.1 | A20 mouse | eFluor450 48-045382 | Thermo Fisher(1:200
CD19 HIB19N[ human | APCCy7 302218 Biolegend 1:25
CD33 WM-53 [ human | PE 555450 BD Bioscience{l1 :100
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CD68 Y1/82A| human | APC 333810 Biolegend 1:50
CD14 M5E2 | human | BV785 301840 Biolegend 1:25
CD56 B159 [human | APC 555518 BD Bioscience{l :40
CD3 SK7 human | BV786 563800 BD Bioscience{l :200
CD4 OKT4 | human | APGCy7 317418 Biolegend 1:200
CD8 SK1 human | APC 344722 Biolegend 1:100
HLADR |L243 |[human |APC 307610 Biolegend 1:100

Tableau 5¢ Liste des anticorps utilisés en cytométrie en fiiaxs les NSGGM3.

2.5 Statistiques

¢2dziSa fSa R2yySSa az2yid NBLNBaSyidsSa O2arysS f 1
déviation standard€{ 50 2 dz f QS NNB dzNJ ASEM)Y bR d'échaintiionsfeg & Sy y ¢
de répétitions expérimentales sont indiqués dans la légende des figures (n). La significativité
statistique a été analysée avec Prism 10 (GraphPad) et le test statistique utilisé est indiqué dans

chaque figure. La signifiancesstique a été considérée lorsque< 0.05
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3 Chapitre 3¢ Le MARC, un nouveau récepteur antigénique
chimérique modulaire, ameéliore les immunothérapies
anticancéreuses basées sur les lymphocytes T en prévenant
I'épuisement précoce desellules T et en augmentant leur

persistance
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The MARC, a novel modular chimeric antigen receptor, improves T cellbased cancer

immunotherapies by preventing early T cell exhaustion and enhancing persistence.
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3.2 Abstract

Chimeric Antigen ReceptT cell (CAR) based immunotherapies have reshaped the therapeutic
landscape of cancer treatment, in particular for patients afflicted with leukeddiawever,
defects in CAR behaviors and clinical complicatianse hindered their widespread application
across diverse cancer typeShief among theseéefectsis the issue of high tonic signaling
defect absent in native activating immune receptomhich accelerates T cell exhaustion and
undermines treatment efficacyWe hypothesized that these limitations arise because current
CAR architectures fail to replicate the modular design of native activating immune receptors,
which integrate distinct receptor and signaling modul€ghis modular assembly is crucial for
maintaining proper receptor regulation and functiomherefore, ve set forth to develop a
modular chimeric antigen receptdeveragingthe same assembly principles found in native
activating immune receptors to reestablish the intrinsic safeguards in receptor expression and
signaling. The resultindodular Actiation Receptor Complex (MARC) displayed surface
expression levels akin to its native immune recemtounterpart the NK cell receptor KIR2DS3,
while eliminating tonic signaling. In a clinically relevant mouse leukemia model, WARIZ
exhibited remarkable lorterm persistence,and a less exhausted phenotype compared to
conventional CAR cells. With its modular architecture, the MARC offers unparalleled
opportunities for optimization and broad applicability across different cell types, paving the way
for transformative advancesnts in ceHbased therapies. This innovation holds immense promise

as a nexigeneration therapeutic tool in clinicakttings.
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3.3 Introduction

B-cell acute lymphoblastic leukemia-M.L) is the most common form of childhood leukemia,
representing approximately 80% of ca&6]. The advent of Chimeric Antigen Receptor (ERAR)
cell therapy has provided a transformative option for treating relapsed and refractcALB.
These therapies primarily target surface antigens such as CD19, CD20, and CD22, which are
consistently expressed on malignant B ¢883]. However, despite their efficacy, CARherapies
face significant limitations that restrict their broader applicability across different carsred
demographics

One major challenge with CARcell therapy arises from the shared expression of target
antigens, such as CD19, on both malignant and healthy B cells. Thigjet) offtumor activity
leads to thelongterm depletion of normal B cells, resulting in prolongeaddl aplasia and
ddz0aSljdz2Sy i feYLK2LISYAlII gKAOK aS@OSNB{[888.02 YLINE
This problem is compounded in childhood leukemia due to the number of years the surviving
patient would have to live without a fully functional immune sysf8&9]. In addition, CAR
therapies often induce serious immumeediated toxicities, including cytokine release syndrome
(CRS) and immune effector eafisociated neurotoxicity syndrome (ICANS)]. These
complications,increase the bedside costsnd limit CAR therapies for a broader patient
population[391].

Another significant limitation of CARcells is thphenomenon of tonic signaling, which occurs
when CARs are constitutively active in the absence of target engagiB@2htThiscan lead to
premature exhaustion of T cells, reducing their ability to persist and function effectively in

vivg393, 394] The root of the discrepancidsetween native activating immune receptors and
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CARdikely lies in the structural design of CABglike the linear signaling architecture of current
CARs, native immune receptorgicluding TCRs, BCRs, and NK cell activating receptorsiNKRS)
utilize modular assemblies consisting of distinct lighnmaling receptor modules (RcMods) and
signaling moduleg§SigModgqB95-401] These multsubunit receptors assemblgaa simple yet
effective process dictated by electrostatic interactions within trensmembraneg(TM) regions
enabling specific and high affinity assemldyprocesswe have termedthe transmembrane
assembly registry (TARD2]. This modularity provides critical safeguards, including stringent
requirements for full receptor assembly before surface expression, resulting in lower basal
expression levels and requiring discriminatory signalingupon receptor engagement
Furthermore, the distribution of electrostatic charge across multiple cytoplasmic chains reduces
steric hindrance during adaptor protein recruitment and facilitates trphesphorylation by Lck,
ensuring proper signaling dynami483-407].

In response to these challenges, we sought to design noveltGAdtspitulate normal immune
receptor modular assembly and signaling kinetwbkich could significantly improve treatment
outcomes and mitigate current limitations and pitfalls observed in single chain CAR technologies.
To achieve this, we engineered synthetic TARs capable of driving specific receptor assembly and
efficient surface expressiolVe further optimized the signaling capabilities of these recegptior
provide robust activation signalsyhile minimizing tonic signalingOur resulting receptors,
termed Modular Actuation Receptor Complexes (MARCSs), displayed superior gignafpuats,
minimal tonic signaling, andytolytic activity to target cells displaying lower target densities
preclinical model of CD38ositiveleukemia, MARG cells eradicated leukemia more effectively

than conventional 2BCARSs by preventing early exhaustion and promoting-tenm persistence
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These findings establisthe MARC as a transformative synthetic signaling platform, offering
significant improvements over traditional CAR designs and holding immense promise for

advancing celbased therapies

3.4 Materiel and Methods

3.4.1 Mice
NSG (NOD.CgPrkdcscidll2rgtm1Wijl/SzJ; The Jackson Laboratory) female mice bred and

maintainedin a pathogenfree environmentat the Institute for Researctin Immunologyand
Cancernimal care facility under a protocol Number:-@B9 approved by the University of

Montreal Deontology Committee on Animakperimentation

3.4.2 Cell lines

All cell lines were maintained at 37°C in presence of 5% CO2. Jurkat E6.1 T cells (human
male) and NALM6 (WT, RFP anBIl&k) cells were cultured in RPMI + GlutaMAX (Gibco)
supplemented with 10% FBS, 100U/mL penicillin >g00L streptomycin. HEK293T cells
(humanfemale)were culturedin DMEM+ GlutaMAX(Gibco)supplementedwith 10%FBS,
100U/mL penicillin, 108y/mL streptomycin and 10mM HEPES pH 7.4. HEK293T cells
maintainedat passag@&umbersbelow15.HEK293Tellswere passage@very2 daysusinga

PBS solution containing 0.5% FBS, 2mM EDTA pH 8.0, and 10 mM HEPES pH 7.4 for cell

detachment.

3.4.3 Generation of the TAR screening library.

The coding sequence devoid of the transmembrane domain of the RcMod (KIR2DS3) and
SigMod were separately clone into lentiviral backbone veceashexpressingan IRES

driven fluorescentreporter. Insteadof the TM domain,a unique BamH]I site was inserted

and used to clone each of the TAR libraries. The TAR library was desigioederedfrom

IDT as long single strand DNA (ssDNA)comprisingthe desired TAR and 22 nucleotide

overhangs used for cloning. The RcMod and SigMod containing vectors were digested with
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BamHI and the TAR libraries were cloned using Gibson assembly according to
YIydzFl OGdzNBENDR&a LINRP(i202¢t ad

3.4.4 Generationof the MARCs:

The KIR2DS8erived MARCwas built by fusingthe CD19specific single chain variable
fragment (scFv) derived from the FMC63 monoclonal antibody to the first Ig domain of the
extracellular domain oKIR2DS3 for each the TAR tested using overlap PCRRARE
SigModwasgeneratedbyreplacinghe DAP12ntracellularby CD3zandwasordered atIDT
asaGblock.TheCD8aderivedCAR&ind MARGwere built by fusingthe CD19specific single

chain variable fragment (scFv) derived from the FMC63 monoclonal antibody to the
extracelluladomainof CD84T138). TheCARslsoutilizedCD8arMdomainandeither CD3z

or CD28CD3z cytoplasmic domains. The MARC utilized the mentioned TARs and CD28
cytoplasmic domain along with the registnyatched SigMods indicated in the figures.

3.4.5 Lentivirus production.

Lentivirus production and titration protocols have been described elsewhere

3.4.6 TransductiomandstableJurkatcelllines.

Transductioradestablishmenof JurkatT stablecells lines have been descried elsewhere

3.4.7 Jurkat T cells TAR screening.

For the TAR screening assay, jurkattroseduced with RcMod and SigMod TAR components
were analyzed by flow cytometry using the aktRDS (antCD148aA647) antibody. Cells
were gated on ZsGreen only (SigMod) as negative control, mCherry only (RcMod) to
ascertain unassembled receptor leakiness, ZeGreen+/mCherry+ to ascertain assembled
receptor surface expression. Assembly factor was @asulated by first subtractinthe
geometric meanfluorescence of amtCD148astaining from the ZsGreen+ celis the
mCherry+ and ZsGreen+/mCherry+ cells, and then dividing the values from the

ZsGreen+/mCherry+ by the mCherry+ cells (assembled surface expression/leakiness).
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3.4.8 Jurkat T cell activation assay.

MARC or CABxpressing Jurkat cells were-coltured with either JY1 cells or Nalm6 cells,
each expressing fluorescent reporters compatible for the various agsadmetrine,or
LactC2mRFPpr mCherry),at indicate E:Tratios for 16 hours. Following this, cells were
labeled with aniCD69%fluore450 on ice for 30 minutes and then analyzed by flow

cytometry. WT and RcMednly Jurkat T cells were used as negative control.

3.4.9 JurkatT cellssignalingkineticsassay.

BeforestimulationassaysJurkatT cellsandderivatives werencubatedin plainRPMifor 60
minutesat 37°Cin order to reducebasalphosphorylationof the TCRCDS3 chaing’. JurkatT
cells(200ul,1x10 cells/mL)expressingither the A6 TCR, described in Connolly et al 2021,

or MARC were stimulated with T@&alactC2RFPIY1 cell{200ul, 1x10 cells/mL) for
indicated times in plain RPMI supplemented with 1ra&C2. Cellswvere first mixed,spun

at 2000rpmfor 5 secondsandthen incubatedat indicatedtimes. Activation was stopped by
adding equal volume of a 2X lysis buffer (2% NP40, 20mM HEPES, NslthM100mM

NaF, 2mM NaVv@Q) 2X protease inhibitors, 2mM PMSF, 20 mM iodoacetamate)
incubated for 30 minutes on ice. Following this, lysates were spun at 10K rpm for 5 minutes
and 750ul of the supernatant was recovered. Of that, 150ul was precipitated using the
Wessel Fluege method (ref). The rest was either frozen or used for immprewpitation of

the MARC. Proteiextractsof precipitateswererun of a BisTrisacrylamidegels(Invitrogen)

using the MES buffer, and then transferred onto PVDF membranes according to
YI ydzFlI OG dzNBENXD & LINE (v 2ut akcorting® @xpediédyholéddilay” S &
weight of the desiredtargets and probed for phosphaespecific signals of CD28 (Tyr191,
mAb#16399), CD3z (Tyrl42, #67748), ZAP70 (Tyr342, #2701), and LAT (Tyr220, #3584), and
loading controls ZAP70 (mAb#2795) and LAT (mAb#45533) all fro8igbelling. Primary
YR aSO2YyRI NE IyGAo2Re alFAYyAy3a 6SNB  LISNF?2
recommendations. Luciferase signals were acquired with a BioRad bioimager and analyzed
by Fiji.
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3.4.10Transduction of primary T cells.

On day 0, PBMCs were thawed in qwarmed TexMACS mediuriMiltenyi Biotec)
supplementedvith 200U/ml penicillinand 100>g/ml streptomycinat 37°C. Cells were then
stimulated for transduction preparation using a 2X solution of antibodies (Miltenyi Biotec):
anti-CD3 (0.2g/ml) and antiCD28 (0.5g/ml) and cytokines (Miltenyi Bioted)umanlL-7
(5ng/ml) andhumanlL-15 (5 ng/ml). Thissolutionwasaddedto the bottom of a 24-well G-
REXplate (Wilson Wolf). Then, 2x1¢ PBMCswere added per well and the plate was
incubatedat 37°Qwith 5%C022x1® PBMCsveretransduced48 hoursafter isolation,with

aviral multiplicity of infection of 4 usingVectofusinl (1 mg/ml final concentration)at a 1:1

ratio of vectofusinl to concentrated virus. The next day, TexMACS mediunadaed to a

final volume of 8 ml and cells were cultured with cytokines: premium grade hurviaand

IL-15 (Miltenyi Biotec).Cytokinerenewal every 23 days (samdinale concentrationas
activation) and stop expansion at day 9 after activation. Transduction efficiency was
determined by analyzing ZsGreen fluorescence by flow cytometry on day 8 of primary T cell
expansion. On day 9 of expansion, cells were counted and either frozen in Ciye&ing

solution (StemCell, 1600.061) or used directly for NSGomse transplantation.

3.4.11Immune synapse imaging and analysis.

Immune synapse imaging was performed in plastic dishes that contain aiwaskkd
coverslip (MatTek Corporation). Briefly, L&2RFP expressingtarget cells (Toledo or
Nalm6) are washedin w A y 3s®Itkibrsand resuspendedat 0,5x16 cells/mL. 200uL is

then added to the center of the glass coverslip and cells are left to adoeBeminutes.
Fourfield of view, encompassingoughly 30 target cellsare presentper field of view, are
selected as regions of interests (ROIs). After which, 50 uL of CAR or MARC expressing
primary T cells (1(° cells/mlin w A y* 3sSINiBh} that alsoexpressZsGreenis added and
imagingisinitiated. Cellsareimagedfor atotal of 60 minutes,everyl5secondsandcycling
between the ROIs. Images were acquired with a LSM880 microscope using-a Plan
Apochromat 63x/1.OILDICM27 objective.ZsGreemwasexcitedby the 488nmArgonlaser

line, while RFP was excited with the 568 HeNe laser line. Emitted photons were capture by

spectral GaASP detectors. ZsGreen+ T Cells engaging in direct contact with target cells were
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assessed for their ability to form stable immune synapse or kinapse. Contacts that resulted
in clear changes in cell polarfigiredwith asignificantreductionin cellmobilitywhichlasted
more than 10 minuteswas deemed a stable synapse. All other contacts were deemed

kinapses.

3.4.12Cytotoxicity assay.

All cytotaicity assays were performed with T cells containing equal amourdsGfeen+
cells(effectorcells).Thefrequencyof ZsGreen<ellsfrom Mocktransduced CAR andMARC
Tcellswerenormalizedusinguntransducedr cellsexpandedrom the samebatchof PBMCs.
Untransduced labeled witth CellTrace Violet (CTV) cells alsceused as negative effector
cells control. Each effector cell was first plated in the wells and normalized to 100 pL before
100pLoftargetcellstargetcells(2X10 cellsimLNalmémCherrywereaddedto achieve 5:1,
1:1,1:5effectorto targetratios.Cellsverepulsedspinedfor Lminat 200gandthenincubated

for 24h to initiate cytolysis. Wells containing only target cells were used to assess non target
dependentcelldeath. Thenextday,cellswerefirst stainedwith 7-AADandthen analyzedy

flow cytometry. Cytotoxicity efficiency was measure by counting the number of
mCherry+/7AADBstill present after cancubation versus mCherry+/7AAD cells in the target

cell only condition.

3.4.13In vivotumor eradication study: individual T cell infusions.

To form tumors, 0.25*1®of NALM6 (5X10cells/mL) expressing enhanced Luciferase
(Nalm6Luc) cells were injected intravenously into NSG. Four days later® EMO63 CAR

or MARCT cells were injected tumdrsearingmice.MockT cellinjectio9nswerenormalized

to CARand MARGCT cell numbers according to total ZsGreen+ cells. We performed four
intraperitoneal injections of recombinant human 1115 (rhIL15) every 3 days after T cells
infusion, starting on day 5, to maintain the activec&llspool. Bioluminescenimagingwas
performedtwiceaweekthroughoutthe experimentwith the injection of 150 mg/kg of fresh
sterile BLuciferin (PerkinElmer). Dorsal and ventral images were obtained 10 minutes after
the intraperitoneal injections of fuciferin using an VIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina

System, Caliper LifeSciences).demwere analyzed using LivingageSoftwareversiord.5
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for Windows (PerkinElmer) Recipientmice were sacrificedat day 22 following tumor

transplant. Speen and bone marrow (BM) were harvested for FACS analyses (see below).

3.4.14In vivotumor eradication study: mixed CAR/MARTcell infusions.

To form tumors, 0.25*1®of NALM6 (5X10cells/mL) expressing enhanced Luciferase
(NalméLuc) cells were injected intravenously into NSG. Four days later, 2.6M063
CAR (ZsGreen) and MARCcells (mCherry)were mixed at equal rations and injected
tumor-bearing mice. Mock T cell injectionswere normalizedto CARand MARCT cell
numbersaccordingo total transducedcells. We performed four intraperitoneal injections
of recombinant human 1115 (rhIL15) every 3 days aftegllsinfusion,startingonday5, to
maintainthe activeT cellspool. Bioluminescenimaging wagperformedtwice a weekfor
three weeksandthen oncea weekfollowing this with the injection of 150 mg/kg of fresh
sterile D-Luciferin(PerkinElmer)Dorsalandventralimageswere obtained10 minutes after
the intraperitoneal injections of fuciferin using an VIS Spectrum (IVIS10Qlvigna
SystemCaliperLifeSciences)magesvereanalyzedisingLivingimage Software version 4.5
for Windows (PerkinElmer). At day 28, adoptively transferred mice were rechallented
1*10° of NALMG6(5*10° cells/mL)and tumor progressionwas monitored once a week.
Recipient mice were sacrificed at day 51 following tumor transplant. Speen and bone

marrow (BM) were harvested for FACS analyseskiskav).

3.4.15 Tumorprogressioncalculation.

Tonormalizebioluminescencealata, we establisheda ratio for eachexperimentalmouse.
Thisratio wascalculatedoy dividingthe bioluminescencsignalof each mouse by the mean
background signal measured fromgeoup of 3 untreated control mice on the same day.
This method normalizes the background to a value of 1 for each imaging day, thereby
minimizing daily nosspecific variations and isolating effects attributable to dAR
constructs. This approach ensuresnmaccurate comparison between different groups and

experimental timepoints by reducing the impact of technical fluctuations on results analysis.
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3.4.16 HumanT cellphenotypeanalyses.

Spleenand BM were individually sievedthrough 70>m filters and cells are collected by
washingwith FlushingBuffer IMDM supplementedwith 2% FBSand 100>g/mL DNAse).

Cells are incubated for 15 minutes at room temperature with red blood cell lysis buffer (1X)
(BD Pharmlyse 10X). Cells are centrifuged for 8 minutes at 300g then washed with washing
buffer (PBS supplemented with 2% FBS and 2mM EDTA). Celisratdocked with non
specific antibody solution (Human TruStain FcX, Biolegend) and subsequently stained with
an antibody cocktail for 30 minutes on ice for flow cytomeinalysis. All flow cytometry
experiments are either performed on a Canto Il (Becton Dickinson), ZER48)oor
Fortessa (LSR Il) flow cytometer and analyzed with FlowJo (TreeStar)., CD19 1:25 HIB19
(Biolegend), 1:200FMC63 clone REA1297 (Milteniy), PD1 1:160 clone EH12.2H7
(Biolegend),TIM-3 1:80 clone F32E2(Biolegend), CTH4A1:320 clone BNI3(Biolegend),
LAG3 1:320 clone 11C3C65(Biolegeriip41:200clone OKT4(Biolegend;D81:200clone

OKT8 (Biolegend), CD62L 1:25 clone DBEBEBiolegend), CD44 1:400 clone BJ18
(Biolegend), CD45RA 1:50 clone HI100 (Biolegend) in FACS buffer for 30 minutes on ice.

3.4.17  Statistical analyses.

All raw data were compiled into Excel to calculate fold change or any ratiometric
calculations. Algraphs were prepared using GraphPad and analyzed for significance using

various tests indicated in each figure legend.
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3.5 Reslts

3.5.1 Modular activating immunereceptorcomponentscan be reprogrammedo

drive differential assembes

As model immune receptanodelfor our study, we chose to use the NK cell activating receptor
complex KIR2ZDS3/DAP({g1A. The electrostatienteraction found in this TAR provided by
K562 within theRcMod and D32 within theSigMod (FiglBCO. To determine whether the
KIR2DS3/DAPIPARcould bere-engineeredto accommodate the creation of a neactivating
immune complex without competing for endogenous componews shifted the charged amino
acid within the TARsof RcModand SigModby four positions in order maintain the relative
orientation of the chargesvithin the TM scaffold[408]. The positional shifts were termdd-)
when towards theouter leaflet and(4+) when they occurred toward the inner leaflet of the
plasma membraneRigLB-C). We also shifted the TB®in opposingashion to that of K562 in order
to maintain itsputativerole as stabilizing partnevithin the TAR409]. Interestingly, changing the
positioning of these key amino acids greatly modified, in some cases, the hydrophobic profile of
the TM domains within the RcMod and SigMédg(LBCO). With this approach,we produced a
small library ofRcModand SigModcontaining variousrfARsand cloned each library in vectors
containingdifferent fluorescent reporters. As such, the RcMod libracg-expressed mCherry
while the SigModlibrary co-expressedsGreerand Jurkat T cells were t@mnsduced at MOI 0.5
(FigSLA). To determine the efficiency at which the combination of RcMod and SigMod enabled
receptor assembly and surface expression, cells were stained with Alelafl@&d anti
KIRD2DS3 and then analysed by flow cytoméiiylD. The dual reporter approaclalsoallows

us tomonitor for RcModeakinessi.e. surface expression in the absence of the SigNtgdyating
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on mCherry(mCH)only cells, whereas gating on the ZsGré2seGpnly cells acted as a negative
control (FigS1B. For each RcMod variation, we calculated the asserfddior, i.e. the increase
in surfaceexpression when cexpressed with a given SigMadd also measured leakiness

As expected, th&VT RcModwas minimally expressed at the surface when expressetsblf
but displayed a substantial increase in surface expression whesxmp@ssed with the WT
SigMod but failed to assemble witltharge shiftedSigMods FigID-E FigSLB). Interestingly,
although the4+RcModshoweda small but significarihcreasein leakinesomparedto that of
its WT counterpart, it couldhowever,assemble withboth the WT or 4+ Shod, albeit more
effectively with the 4+ SigMo(Fig.J=G). Conversely, the-4displayed higHevels ofleakiness,
with minimal ability to assemble with any of the RcMods tesfedgether, these results indicate
that the positional chargeshat enable the formation of th& ARare the main driver of immune
receptor assemblyOf note, the 4SigMod did not assemble productively with any of the RcMods,
and in some cases caused a reductionRcMod surface expressidndicating that it was
deleterious to receptostability within the membraneKig1G. These findings were confirmed
with another model immune receptor complex NKG2D/DAP12, wherdrttidodis found as a

type Il transmembrane proteirF{g.1FG, FigSE).
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1: Figure 1. Reprogramming of modular receptor TARs

JurkatT cells were ctransduced to express the indicated RcMod and Sigh\stably expressing

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of Bigfisiod.
shown is representative of 4 independent experiments. Schematicrepresentation of the
different components that make up the modular immune receptor KIR2DS3 representing the
RcMod and DAP12 representing the SigMod. The transmembrane assembly registry (TAR) is
indicated as well as the engineered TARs (eTAR) used fecrgneningB: Hydrophobicity profile

of the RcMod transmembrane domain encompassing the TAR for each of the TARsThsted.

position of the original charged residue is indicat€dHydrophobicity profile of the SigMod
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transmembrane domain encompassing the TAR for each of the TARs fEistefdosition of the
original charged residue is indicatdd: FACS plots displaying surface expression of the various
modular immune receptors created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells
were stained with APGbeled antiKIR2DS$ antibody. Eachsubpopulationcontaining either
RcMod only, SigMod only or both is indicatéstperiment is representative of four experiments.
E:Heatmap displaying the level of surface expression of the various RcMods tested in the absence
or presence of a variety of SigMods testedRcMod leakiness as determined in the RcMod only
population according to the various TARs test€d Assemblydependent increase in surface
expression for each of the RcMod and SigMod combination was calculated and is displayed as

assembly factor.

3.5.2 Modular receptor TM domains only require charged residues for assembly

To bettercharacterize the elementdat regulateRcModeakiness, we created a syntheliéRs
comprised entirely of leucingpL) fromG557 to 1567 inclusivelyusing the KIR2DS3 TAR as starting
point andpositioned the lysine to recapitulate eithére WT pLO) or shiftedpositions(pL4+,plL4-

) performed ealier. We alsogeneratedRcModsthat contained twolysines :one at position® 1 Q
and the other at the shifted position (pt, pL4+Kdlue to thepreviouslyobserved leakiness of
the 4+ and 4 RcModa (Fig2A. While the pLOand pL4+RcMod preferentially assembled with
their registrymatched SigModthey also displayed significant leakine@3g2B-Q. Also, &
previously observed for the-&RcMod, he pL4 RcMod displayed significant leakiness andace
expression was not increased whene&mresed withany of the SigMod@igRA). Contrastingly,

in bothpL4+K and pLK, RcModeakinessvas greatly reduce(Fig2BC FigRA). Moreover, while

both of them could assemble with WT SigMod, assembly optde KRcModwith its registry
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matched SigMod was significantly enhand€th2BC Fig2B). Together, these results suggest
that although therelative position of the charged amino acwithin the TMof each modulere
critical, they remainsomewhat permissive for receptor assembiymismatchedlT ARsThis also
suggests thabverallTAR hydrophobicitgf the RcModdictatesits leakiness

To test this we performed a mutagenesis screen at t@ositionwithin the pl4+TM domain.
We chose a variety of namydrophobic, hydrophobic and aliphatic amino acids that possessed
different hydrophobic indexes (H.lgjving rise to a variety of TM hydrophobic profil€sg@D
FigS2§410, 411] Individual RcMod were transduced in WT Jurkat T cells or cells already
expressing the 4+ SigMod ame measured RcMobbakiness and assembliependent surface
expression FiREF). Except for histidine, itere was a clear correlation between the
hydrophobicity index of the amino acid at positi@fwithin the TAR and leakingssuggesting
that poorly hydrophobic TM domains enabled retention or degradatbérthe RcModin the
absence of SigMofFi2G). Indeed when histidine was included at positi®#@Qthe RcMod was
efficiently retained from surface expressidespiteit mid range in terms olfiydrophobic index
and faciitate SigMod dependent assembly and surface expresdBigRGH, FigS2¥
Interestingly, the pL4+H RcMod was more discriminatory than pL4+K for it ability to assemble

with Registrymatched SigMods di was unable to do so with the WT SigMieig$ 2.
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2. Figure 2.Impact of TM identity and charge positioning in TARS& receptor
assembly and leakiness

Jurkat T cells were epansduced to express the indicated RcMod and Sighstably expressing

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of Bafisiod.
shown is representative of 4 independent experimemsHydrophobicity profile of the RcMod
transmembrane domain encompassing the TAR for each of the RcMod TARs tested. The position
of the originallysineresidue is indicated as 0, while regisstyifted lysineresidues are indicated

as 4 or 4+.B:FACS plots displaying surface expression of the various modular immune receptors
created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained with APC
labeled antiKIR2DS$ antibody. Eaclsubpopulationcontaining either RcMod only, SigMod only

or both is indicatedExperiment is representative of four experimerfsHeatmap displaying the

level of surface expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety
of SigMods tested.D: Hydrophobicity profile of the RcMod transmembrane domain
encompassing the TAR for each of the RcMod TARs tested. The position of the original charged
residue is indicated as 0, while regisslyifted charged residue is indicated as EH-ACS plots
displaying surface expression of the various modular immune receptors created by different
combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained witHab@d antKIR2DS
antibody. Each subgmlation containing either RcMod only, SigMod only or both is indicated.
Experiment is representative of four experimenk.Heatmap displaying the level of surface
expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety of SigMods
tested.G:RcMod leakiness as determined in the RcMod only population according to the various
TARs tested. Amino acids presented esx}§ are ranked according to their hydrophobicity index.

H: Assemblydependent increase in surface expression for each of the RcMod and SigMod
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combination was calculated and is displayed as assembly factor. Amino acids presemntaxi®n X

are ranked according to their hydrophobicity index.

3.5.3 Reprogrammed modular receptorsra superioractivating antigenspecific
receptors

Next, we tested whether the novel reprogrammed modular receptors could be us€dhRs

and whether signaling could be optimized. To dovgefirst modifiedthe extracellular portion of
the KIR2DS3 extracellular domdap truncating the distal Ig domain and replaced it wiltie
CD1%argeting single chain variable fragmea¢rived from the FMC63 antibod¥igSA). We
tested various RcMod TARs, namely the WT, the 4+ and the phdreléfter name RS for RcMod
synthetic TAR) for their ability to assemble with SigMods containing either the WT or 4+ (hereafter
named DS for DAP12 syntheliéR TARsWe also compared the activating potentialether
the DAP12 (D) of CB&2) cytoplasmic domain (Cyto.D) in Jurkat T cells. As obsgreeidusly,
all RcMods tested maintained their assembly specificity and requirement for efficient surface
expression indicating that modification of the extracellular portion of the receptor had no effect
of on the underlying mechanisms of assem@lig3A FigSB).

To determine the activation potency of theSBARGupon target cell recognition, we incubate
the MARGexpressing Jurkal cell lines wittor without Toledo cells, £D19+patient-derived B
celllymphomaovernight followed by CD69 staining and flow cytometry analysiggB)[412]. In
the absence of target cellso CD69 surface expression could be detected indicating that these
receptors did not provide high tonic signaling, contrary to wkiaspreviouslyobserved foother
28ZCARsSKRIBGD)[413-415] When target cells were added, all MARBXpressing Jurkal cells

displayed a significargurface expression of CD@AEBGCD). Registry matching of the 4+ and RS
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RcModules with the DS SigMods resulted in an increase in activation status, as determined by
relative abundance of CD69+ cells. Also, except for the WT RcMod conditions, there was a clear
increase in activation potential when comparing the DSD and DS#@gsawith either the 4+ or
RS RcMod indicating a clear impact of the number of ITAMs on activahimresulted im near
4-fold increase in cell activating potentiak the RS and DSZ pariwgen compaedto the native
KIR2DS/DAP1@QNT/WT)used in preious studies making this MARC a prime candidate for
benchmarkindFig3C FigSB)[409].

To benchmarkthese novel MARCsagainstclinically relevantlst and 29 generation CARs (Z,
282) we firstchanged the extracellular domain of tiReMod of theMARC to contain the CD8
hinge to match that of the tested CARsd added the CD28 cytoplasmic domain (RS28) to more
directly compare it to the 28ZAR(Fig.3D. We alsoincluded the WT KEDS3/DAP12 (DD)
receptor as comparison, as several iterations of this receptor had been tested as CARs in various
effector cell$409, 416] We cloned the differenCD19MARCss a 2A fusion protein to drive the
expression of both components under a unique promo@ells expressing the 2A version of the
MAROisplayeda small but statisticallinsignificant reduction of surface expressed recefnd
target celldependent activatiorand neither of the CDIMARC configuration inducesignificant
basal activatior{FigSD-F).

Compared to both generations of CARs (Z, 282), all three MARC (DD, ZZ, 28ZZ) displayed highly
reduced surface expression three days post transducta8E). However, with the exception of
the DDMARC, all receptors were able to robustly activate the cells follogtingulation with
CD19expressing target cell&ig8E). As expectedthe JurkatT cells expressing the 2&8AR

known to provide high tonic signalindisplayedhigh basalactivation, whereas the 282dARC
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expressing Jurkat T cells did nBtg3F. This trend wa®bserved in all 28BZARs tested bwas
exacerbated in CAR constructs known to promote interchain scFv refolding, such as the GD2 and
CD33 sck{393, 417] Nevertheless, the MARC equivalent displayed little to no tonic signaling
despite this FigSG). Because of this, we investigated the effects of basal activation in the context
of the CD1S%targeting 28ZCAR or 28ZKIARC. Cells transduced with either receptoere
analyzed every three daywer the course ofwelve days for theitbasal activation statugs well
asfor their ability to survive, maintain activation potency and receptor expression. Th&€C28Z
expressing cells laa significant proportion daying basal activation on day 3, which
diminishedover the course ofwelve days. This reduction in basal activation coincided with a
reduction in cell survival, activation potency and CAR surface expres&anyhighlighting the
deleterious effects of high tonic signaling and activationthe cells(Fig3G,Fig8H-K). On the
other hand,the 28ZAVIARC expressing cells maintained a -Hactivated resting state, cell
viability, activation potential and receptor surface expressoggesting low to no basal signaling
To validate this and to gain insights into the signaling dynamics of theM8RXL, we perform
a signaling kinetic assay usifigixLactC2RFPIY1(TJY)cells which express high surface
expression of CD19 as well as the H@leved Tax peptide recognized by the A6 TCR as described
in our previous worf418]. MARG or A6JurkatT cellsstimulatedwith TJYcells lysedandthen
processed for Western blot analyses. Contrary to what is known about CARs, thel2BZZdid
not display any basal phosphorylatioRig.3H. However, following target recognition MARC
components (CD28 and CD3and downstream effectors (ZAP70 and LAT) were rapidly and
efficiently phosphorylated Signaling kinetics for CB3ZAP70 and LAT were similar to those

observed following TCR recognition of cognatdHC (Fig3H[414, 415, 419] Conversely,
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signaling kinetics of the CD28 moiety within the MAWRE@ more sustainedhen theCDZ moiety
of the MARQFigSJ). These results suggest thtite recapitulaton of the normalcytoplasmic
topologies of both activating and edimulatory receptors within the modular nature of the
MARC provides similar signaling potencies and kinetics to their native countemestting in

an increase in MART cell function sustainability.
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JurkatT cells were transduced with the various constructs detailed in panel A and tested for
surface expression of the receptors and their ability to activate followingh@abation with
CD19expressing target cell&: Heatmap displaying the level of surface expression of the various
RcMods tested in the absence or presence of a variety SigMods teé3t&tkample of flow
cytometry analysis and CD69 gating used to generate the data presented in panel C. Experiment
is representative of four experiment&: Heatmap displaying the level of cell activation of the
various RcMods tested in the absence or presence of a variety of SigMods tested as identified by
the percentage of CD&8ostive cells following an incubation in the absence or presence of-CD19
expresang target cellsData sown is representative of 4 independent experimebtsSchematic
representation of the various CARES 28Zand MARCEDD, ZZ, 28Z1i¥ed for the assayg&.:Left:

FACS analyses of surface expression of the virous CARs and MARCs presented as histograms
anti-FMC63 stainingCenter: FACS analyses of activation status of the various cell lines expressing
CARs or MARC as determined by CD69 surface stélomging ceincubationwith target cells

Blue: ZsGreen negative ceWsT jurkat cellsRed: ZsGreen positiv€ AR or MARC expressing
Jurkatcells Right: recapitulative analyses of surface expression of the CARs and MARCs and
activation potenciesZsGreen+ cells: red; WT Jurkat T cells:,Na&. Error bars indicate SEM.
Significance was determined usinggdFWAY ANOVAwith multiple conparisons, using Tukey
posthoc test.F: Tonic activation status of the 28ZAR and 2824ARC as determined by the
expression of surface CD69, in the absence of target Zsidteen+ cells: red; WT Jurkat T cells:
blue.G:Jurkat T cells were transduced with either ZBEAR or 28ZKMIARC and were repeatedly
stimulated over the course of 12 days wRIALM cells. Cells were analyzed for tonic activation

(% of CD69cells), cell survival (relative ratio of ZsGreen positive cells to day 3), responsiveness
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(relative ratio of CD69ositive cells to day 3) and receptor surface expression every three days
(relative ratio ofanti-FMC63+ cells to day 3): Top: 28ZAMARC expressing Jurkat T cells were
co-incubated with TastactC2RFPJY1 cells for indicated period of time. Following this, cells were
lysed and analyzed for MARIEpendent signaling using Western blot analyses. Bottom:
recapitulative and compative analyses of MARC and Td&Rendent signaling kinetics. Phospho
signals were normalized to loading control for three separate exposure times. Data

representative of three separate experiments.

3.5.4 Primary MARCT cells are efficient at killing lovdensity target cellshrough

stable immune synapsérmation.

Considering the potency and dynamics of MA&ghaling, we next tested whether this
translated into enhanced functionalities in primary human T cells. To do so, we transduced
primary T cells expanded from PBMCs to express either th€28Z(CAR) or 28KIARC (MARC),
or just ZsGreen (Mock). As obged in Jurkat T cells, CAR surface expression was greater than
that of the MARC, despite the cells showing a reduced ZsGreen gt Fig3A). Despite
evident tonic signaling in CARs, there were no significant differences in CD4:CD8 ratios, memory
phenotype, nor exhaustion status between CARd MARECT cells following in vitro expansion
(FiglB-D). It is important to note however,that following T cell expansiomccording to our
culture conditions, all T cells expresslow levels of Tim3. For this reason, we considered Tim3
Hi cells as more indicative of exhaustidig®@D). We nextinvestigaed receptor behaviour
following target cell recognition. For this, wémulatedCARand MARET cells with target cells

(NALMB-mCherry) and monitored receptor surface expresgieig3E). Here again, we observed
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no statistical significance between thems both receptors were efficiently internalized following
stimulation (Fig.4B. Finally CAR and MARTCcelldisplayed similafunctional avidity toNALM

cells this despite the fact that MARTcells express roughly 4 times less receptors at the surface.
(Fig4CFig®h. Together, these resultsuggest that MARGEe more potent as receptorthan
CARa&nd that MAREG cells may not require as much ligand to engage #féxctorfunctions.

While CARand MARET cells were equally capable of killing high target derdAyM6cells
at various E:T ratios, cytolytic activity towards cells that present lower density targets was greater
for MARGT cells(Fig4D,FiglG-H). Lack of cytotoxicity towards Jurkat T cells, which do not
express CD1®nd T cellonly expressing the RcMdddicate that the observed difference in
cytotoxicity toward lower target densities was not due to n@pecific killingMoreover, lack of
cytolytic activity inT cells only expressing the RcMaidatethe lack ofaberrant assemblyvith
endogenous receptorand a necessityfor the registrymatched SigMod forefficient surface
expression and functiorF(g3H).

Finally we looked at whether the MART could form stable immune synaped#iowingtarget
recognition as it is well established that GAgellsform transient ceHcell interactions with target
cells, also known dgnapsg420-422]. CAR and MARTCwere stimulated with laa-C2RFP Toledo
cellsand imaged for 60 minutes. CAR and MAREIIs that interacted for a prolonged period of
time (minimum of 5 minutes) were monitored for their ability to form stable synaps&ingpses
with its targetcell Fig4B We found that MARG cells primarily formed stable synapses with
their target, while CAR primarily formed kinapses, as previously repor{€th4f. We also

observed instances, only with MARQells, where a single cell was able to lyse a targengl
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the course of imaigg. These observations may explain why MAREIlIs were more efficient

than CART cells in killing target cells with lower target densitieg#&H).
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4: Figure4. MARCT cells form stable immune synapse and efficiently kill tumor

cells.

Primary human T cells we stimulated, transduced with eif&Breen (controlCD19targeting

28ZCAR (CARY 28ZZMARC (MARGNd expanded according to the Gagliardi protocol and

144



analyzed A: Top FACS analyses of transductefficiencies and surface expression of the CAR
and MARCBottom left: FACS histograms displaying differential surface expression of the CAR
(red) of MARC (blue) after staining the cells with-&MC63, Bottom right: recapitulatiserface
expression of the MARC or CAR from three separate transductions of primary T cells. Surface
expression is presented as arbitrary units. Untransduced cells are presented iBdrefy: FACS

plots displaying surface expression of the CAR and MARC receptors by wayrM@68 staining

in ZsGreen+ cells before and after overnight incubation the NALM6 target cells. Right: relative
receptor internalization efficiencies following tatgeell ceincubation.N=3.C:NALMb cells were

loaded onto the Lumicks flow cells and let to adhere for 30 minutes. Following this, control or
CD1%argeting CAR or MARC T cells were added and left to interact for 5 minutes. Cells were then
analyzed for functional avidity using the standapproach. Left: relative abundance of T cells
attached to NALM cells at various resonance intensities in gimwton. Right: relative
abundance of cells still attached MALM cells at 1000 picblewton. Statistical significance was
determined usingfwo-WAYANOVAwith multiple comparisonsusing Tukey pogtoc test.N=3.

D: Untransduced (UTD), ZsGreen of§ock), CD1%argeting CAR or MARC T cells were co
incubated with mChersNALMb cells at differenieffector:target ratios (E:T) for 24 hours, and
relative cytolysis of mCherMALM cells was assessed by FA&WAYANOVAwith multiple
comparisons, using Tukey pokt2 O (SadG® t @FtdzS F2NI I ff al w/ &c
For activation with matched CARtatistical significance was determined usiivgo-WAYANOVA

with multiple comparisons, using Tukey pbosic test. N=3Statisticalsignificancebetween CAR

or MARC vs Mock are indicated within the bars, differences between CAR and MARC are displayed

above the bars.E: CD1%targeting CAR and MARCcells were mixed with Lact@ZRFP
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expressinglYcells in a flow cell chambext a ratio of 1 to Sand imaged over the course of 60
minutes The formation of effector (E) and target (T) cells conjugates were analyzed for synapse
or kinapse formation depending on the duration and morphology of the contact. Black line
indicates stable contact between E:T, white line represents 10mm, numbecsiaedhe minutes

after initial E:T contact-: Cumulative analyses of synapse and kinapse formation between CAR
(red) or MARCT (cyan)cells andToledocells(magenta)as determine by images acquired&EnA
minimum of 50 cells were used per conditioBtatistical significancef synapse of kinapse
formation between CAR and MARG@Gs determined usingfwoWAY ANOVAwith multiple
comparisons, usin§idakposthoc test. N=3minimum 15 synapses per. 8: MARC expressing

CDS8 Teells(cyan)were sorted and mixed with Lact@2RFP expressirigpledocells(magenta)n

a flow cell chamber at a ratio of 1 to 5 and imaged over the course of 60 minutes. Images show
an example of a single MARGCcells attackingnd killing and targef oledocell over the course

of imaging.

3.5.5 MARGT cells efficiently eradicate leukemia, persist more and are less

exhausted than CAH cells.

Considering the increase in stable immune synapse formatdrcgtolytic activity of MARCT
cells, we tested their efficiency for eradicating tumors in a celldieeved xenotransplant model
in NSG mice usingdALMs-Luciferase, as commonly done. Primary human T cells transduced with
either ZsGreen (Mock) or CDi#&rgeting 282ZCAR (CAR) or 28KIARC (MARC) were infused four
days after tumor transplant.rénsferred MockT cells were unable to block tumor progression,
with all mice having to be euthanizesh day 22. Conversely, both CAR and MAREzlls

efficiently eradicated the tumor cell&~ig5AB, Fig$B). We recovered nearly twice as many
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MARCT cells than CAR from the spleens of infused animauggestingan increase ireither
proliferation or persistenceHigcCFigS0). CAR and MART cells also differed in their CD4/CD8
ratios, with CAR displaying a near 1:1 ratleetween these subtypeswvhereas MARCT cells
significantly favored CD8 T celBgSC. MARCT cells displayed a significant reduction in PD1+
and LAG3+ frequencies, witlifferences inTim3+ frequenies beingnear statistical significance
(Fig5D FigSD). In generalCART cells displayed a significant increasearlyand intermediately
exhausted phenotypg as demonstrated with the expression either one or two exhauson
markers when compared tdMARGCT cells(FigSE). T cell exhaustion profiles did not favor the
CD4 nor CD8 in any of the receptor expressing T cells, withlf GARllarly displaying increased
exhaustion phenotypeompared to MARQ cell{FigbE, FigaF).

As it is difficult to assess whether these differences may have been the result of natural
variations across a small group of animals, pegformed a similar study where both CAR
(ZsGreenand MARCT cels (mCherry)were cainjected in the same tumebearing animalsnd
tumor progression was monitored as befdfag5FEFigS®&-H). CAR/MARC infused mice rapidly
controlled tumor growth and returned to baseline levels within days following treatment,
whereas mice infused with control T cells failed to control tumor groviAig5G. Longterm
protection of the CAR/MART cells infused mice wadetermined absence of tumor growth
following a rechallengeon day 28(FigS%i). All mice were able to control tumor transplant and
subsequently euthanized 4 weeks later and CAR/MARSEIIfrequencies and phenotypeere
assessed HighG. As observed in oumprevious in vivoassay MARECT cells significantly
outnumbered CAR cells, andiirtually no CD8 CAR could be harvested from spleen or bone

marrow (0.02% spleen, 0.0% BMf the mice while CD8 MART cells were readily observed in
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the spleen(62%+24) but minimally in the BM2,5%=0.3)Fig5HI, FigSl-J). Finally, PD1+ CD4
MARGCT cells were significantlgssprevalent thanCART cells in both the spleen and BWig5J

K, Fig$Ll). Unfortunately, as there were little to no CD8 GARellswe coulddo a comparison
with MARCT cells. On the other hand, PD1+ CD8 MARSEIls were significantly less prevalent
than their CD4 counterpadin the spleen but not in the BMIogether, these results highlight the
potency of the MARQT cells enablingefficienttumor eradication, all the while maintaimg T cells

functionality and persistence.
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5: Figure5: MARCT cells are more persistent and display a less exhausted
phenotype to CAR cells in an in vivo leukemia model.

Control, CD1%targeting CAR or MARECT cells were infused intdNSG mice previously
transplanted with 5eBIALM 6-Luc cells. Tumor burden was determined by imaging the mice at
indicated days usinipeLabeoTech OiS300 In Vivonaging chamber. Mice were then sacked one
day after the last images were taken and T cells were harvested and amslyzepresentative
images showing tumor progression following the injection-afuiferin at various days following
tumor cell injectionsSaturation point is set to 10ghotons/seconds/cB8 mice per groupfront
image captureB:Analysesof tumor progression as determine by fold change in Luciferase activity
to nontumorbearing mice3 mice per groupC: Relative abundance of CAR and MARC T cells
ZsGreen+/CD3+ T cells fraction harvested for the mice at day3®ice per groupStatistical
significance was determined using unpaired, -tvay Student test. N=3 D: Exhaustion
phenotype of CAR and MARC cells based on 1A 4, PD1, LAG3 and Tim3. 3 mice per group.
Statistical significance was determined gsimpaired, tweway Student test. N=3 E: Analyses

of co-expression of exhaustion makers expressed on CD4 (top) and CD8 (bottom) CAR and
MARC-T cells. 3 mice per groupStatistical significanceof frequency of one or multiple
exhaustion markers between CAR and MARE&Ss determined usingwo-WAY ANOVA with
multiple comparisons, using§idak posthoc test. N=3F: Representative images showing tumor
progression following the injection of-Duciferin at various days following tumor cell injections.
Saturation point is set to 10photons/seconds/é@nAt day 28, mice were rechallenged witb6
NALM 6 and imaged for an additional 22 days. Arrow points to potential early relapse in one of
the mice. 5 mice per groufs: Analyses of tumor progression in 3 mice as determined by fold
change in Luciferase activity to ndamorbearing mice. At day 28, mice were rechallenged with

1e6 NALM 6. 5 mice per groupH: FACS analyses showing the characterization and relative
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abundance of CAR and MART cells based on CD3, CD19 and CD8 expression. 5 mice per
group | : Analyses displaying frequencies of CD4 and CD8 CAR and MARC from FACS data
presented in H. 5 mice per grougtatistical significance of the frequency of ZsGré€AR) or
mCherry (MARC) cells within the CD3+ population was determined using unpairedwsyo
Studentt test. Statistical significance of frequency CD4 or CD8 CAR or MARCells was
determined usingwo-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Sidak pbsic testN=5.

J: Exhaustion phenotype analyses in CD4 (§D&nd CD8& CAR and MARGT cells as
determined by PD1 expressigmalyses of PD1+ frequencies in CD4 (Glp8nd CD8 CAR and
MARC-T cells. Statistical significance of frequenof PD1+ cells fromCD4 or CD8 CAR or
MARC-T cells was determined usiigvo-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Sidak

posthoc testN=>5.

3.6 Discussion

While CARs have revolutionized turdtargeting immunotherapies, several limitations have
hindered their effectiveness across diverse cancer types. A key shortcoming is the high tonic
signaling observed in many 28&rived CARs, independent of the hinge, ddnains, and scFv
employed. This tonic signaling often triggers early T cell exhaustion and restricts signaling
dynamics after receptor engagemé#23]. Primarily driven by the CD3TAMSs, this signaling
imbalance is influenced by the electrostatic properties of the CAR's cytoplasmic domains. Efforts
to address this issue have included adding the cytoplasmic domain &f @D@&hole or part, to
restore electrostatic balan¢413-415, 424] Other groups have modified the CDBTAMs by

either deleting ITAMS, or by exchanging the functional tyrosines within them to phenylalanine as

to maintain the overall hydrophobicity of the motif but eliminating its ability to become
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phosphorylatef425]. While these strategies reduce tonic signaling, they often compromise

receptor signalingpotency.

We sought to create a modular chimeric antigen receptor akin to activating immune receptors
by preproducing the same assembly requiremeatsl modular context Several studies had
shown he potential of using activating KIR receptors as scaffolds for CARSAR&However,
these shared signaling modules with other NK receptors often led to limited surface expression
due to competition for DAP12 utilizatip409, 416] We first reasoned that by changing the
position of the charged amino acid within the TM domains of both the RcMod and SigMod, we
would be able to recreate a TAR capable of assembly with its regisiighed counterpartOur
findings revealed that while registimatched TARs significantly enhanced assembly in both type
| and type Il RcMod architectures, residual assembly persisted in mismatched TARs. This
phenomenon is consistent with other modular activatimgnunereceptors integrating DAP12 or
Fe , where mismatched TM positions by one helix turn still permit intera¢®@9, 426] The large
side chain found in lysine may accommodate for such distant interactiongaddition,the
presence of poleucinewithin our synthetic TAR (R®jpy enabldoosercompaction of the TM
helix bundlealso facilitating such interactiof@27, 428] The overall hydrophobicity of the TR
on the otherhand, seem to dictate the requirement for assemfay surface expressign.e. the
leakiness, of the RcMod. Indegd the context of the pLO and pL4+, the RcMod were readily
expressed at the surface in the absence of the SigFModinstance, RcMods with pLO and pL4+
TARs showed high surface expression even without SigMods. Altering the amino acid at position
0' in the polyleucine TAR demonstrated a strong correlation between hydrophobicity index and

RcMod leakiness, except forshdine (Fig2G. Interestingly, his amino acid had already been
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tested in the context of modular recept®in previous studielBut had failed to enable assembly
in in vitro assay{399]. One feature found in histidine which may explain this is its ability to
become protonatedin acidic conditions and within the hydrophobic region of the cell
membrang429][430]. Protonation of histidines introduces a positive charge, which greatly
changes its hydrophobic indekut may not occur in theestricted andcontrolled settings of in
vitro assaysand may explain theediscrepancies.

hLIGAYATFGAR2Y 2F GKS a!w/ Qa aAayrtAiy3a O LI oA
cytoplasmic tail by that of CR23thereby increasing the total number of ITAMs from 2 to 6. This
led to a more potent receptor capable of efficiently activating Jurkat T cells to levels comparable
to that observed for CABxpressing cells, despite its significantly lower surface denEitg.
signaling kinetics of the MARC more closely resembled that ctié@#hdent signaling with rapid
phosphorylation of receptor tyrosines and immediate downstream effector proteins such as
ZAP70 and LAT. Intriguinglyjthin the MARCthe kinetics of CD2 phosphorylation were
different to that of the CD31TAMs which differs from previous findings with the 28B2ARusing
a phosphoproteomics approapti4]. Difference in signaling kinetics between the CD28 and
CDZ moieties in the context of the MAR@ay become possible due to thgiresenceon
separate proteins with each recapitulating the native topologies of endogenous receptors.
Indeed, whereas activating immune receptors, such as the TCR, signal through adsemble
SigMods, CD3 costimulatory proteins signal through the same polypeptide chain responsible for
ligand biding. Another possibility fancouplingthe signaling kinetics of these components in the
MARC is that the SigMod may become dissociated from the receptor during immune synapse

formation, asobserved for the CDX3component of the TJR31, 432] Being physically separated
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from its RcMod, the C2Zcontaining SigModnay differently encounter regulatory elements,
such as phosphatases and ubiquitin ligases, thereby altering its state differently to that of the
CD28 component of the RcMod, a feature that could not occur in the context afje-shain
designed CAR.

The recapitulation of the native topologies of activatinglao-stimulatory components wit
the MARC may also be at the source of its lack of tonic signaling. It is now widely accepted that
electrostatic interactions govern the signaling capabilities of f&kking SigMods such as
CD%, CD®, Fg DAP12, as well as costimulatory receptors such as[@@28403, 424, 433]
With native cytoplasmic domain sequences and topolofpesd in the MARCthe electrostatic
signatures found within them are unaled and enable normal regulatory mechanisms to
function. As mentioned above, high tonic signaling is at the root of rapid onset ofTCAR
exhaustion, often occurring even prior to patient infusions. However, our primary T cell
transduction and expansion protols, we could not discern any sign of early onset of exhaustion
in CART nor MARQ, as expected exhaustion markersrev@ot expressed. Conversely, in vitro
benchmarking highlighted significant functional differences between CAR and -MARIZ
Stable immune synapse formation, an important defect in-TARIls, was a common occurrence
for MARCT cells, which resulted in their ability to more efficieriiljtarget cells presenting lower
target densities. This feature may become critical when integrating this technology for the
treatment of solid tumor where target expression heterogeneitg antigen escape argome of
the more critical caveats of current CARrials. More importantly, the ability of a single MARC
cellto kill its target may also ultimately lead to a reduction in CRS. Indeed, a$ GAR typically

require multiple transient interactions to lyse their target, this leads to leaching of cytoplasmic

153



context of the target cells, such as DNA and other DAMPs, into the environment prior to its death
by apoptosis. This in turn is likely to engagenocytes and neutrophils to engage the cytokine
pathways associated to CRIS4-437].

Sgnificant differences between CAR and MARE2IlIs were observed in vivo. Our data clearly
demonstrate that MARQ cells out surpassed CGARells in many metrics. Indeed, MARCells
outnumbered CAR and displayed significantly reduced exhausted phgmedin a clinically
relevantmouse leukemia modeln our ceinfusion and rechallenge model, MARC T cells largely
outnumbered CAR at 50+ days post infusion with the CD8 TAdells being virtually absent in
the animals. MARC cells also displayed a significant reduction in the exhaustion marker PD1.
Ou results also provided insights into honing of the CAR and MABdIs. Interestingly, the
majority of CD8 MART cells were absent in the bone marrow, favoring the spleen for residency
Additional work would be neestito determine the transcriptional wations between CAR and
MARCT cells during tumor rejection as to get a sense of what these cells are experiencing
differently.

Together, our workpresentsa novel architecture for cebbased immunotherapy that employ
chimeric receptors thatecapitulatethe topologies and assemhigquirementsof native immune
receptors synthetically. Because these architectures and mode of assemblies are shared among
all immune cells, one could envision the design and optimization of the MARC of each type of
effector immune cell. More work is needed to determaiif CD28, or-4BB for that matter, are
the optimal costimulatory signals to providetims novel architectural setting and whether the
MARC, with its lack of tonic signaling, would be more amendable to HSCs or iPSCs. Indeed, CAR

HSC is the last frontier for célased immunotherapies enabling constant regenerative potential
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of immune effector cells. Designing optimal receptors for the desired immune effector cells and
enabling lineagespecific expression in the context of GARC wouldusherin a new era for

cancer immunotherapy.
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1: Figure Sup 1Reprogramming of modular receptor TARS.

Jurkat T cells were eéoansduced to express the indicated RcMod and SigMod. Sgaiplsessing
cell lines were analyzed for RcMsdrface expression in the presence of absence of Sigblatz
shown is representative of 4 independent experimenfs. Schematic representation of
transmembrane screening approach used to reprogram modular receptor BARACS profile
presenting the gating strategy for analyzing modular receptor assembly surface expngghion

mCherry (RcMod) and ZsGreen (Sig. Mod) markeZs Hydrophobicity profile of the RcMod
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transmembrane domain of NKG2D encompassing the TAR for each of the TARs tested. The

position of the original charged residue is indicated. Sequenced presented here fremm @

N-term. D: FACS plots displaying surface expression of the various modular immune receptors

created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained with APC

labeled antKIR2DS antibody. Each subpolulation containing either RcMod only, brisot

indicated.Experiment is representative of four experimenisHeatmap displaying the level of

surface expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety of

SigMods tested.
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2: Figure Sup 2. Impact of TM identity and charge positioning in §AR
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Jurkat T cells were e@oansduced to express the indicated RcMod and SigMod. Séxipisessing

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of Bafisiod.
shown is representative of 3 independent experimetsRcMod leakiness as determined in the
RcMod only population according to the various TARs te&pfissemblydependent increase in
surface expression for each of the RcMod and SigMod combination was calculated and is
displayed as assembly factdZ: Hydrophobicity index of all 20 amino acids. Amino acids are
ranked according to their hydrophobicity indé&x.FACS plots displaying surface expression of the
various modular immune receptors created by different combinations of RcMod and SigMod
tested. Cells were stained with AfRfbeled antiKIR2DS antibody. Each supplation containing

either RcMod only, or both is indicateBxperiment is representative of four experimenks.
Assemblydependent increase in surface expression for each of the RcMod and SigMod
combination was calculated and is displayed as assembly factor. The amino acid at position (0)

are ranked according to their hydrophobicity index.
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