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Traitement de tumeurs par des préparations de lymphocytes T

La présente invention concerne le domaine de la thérapie cellulaire des cancers. En
particulier I’invention a trait au traitement des hémopathies malignes, apres rechute ou

en premiére intention.

ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE DE L’INVENTION

L'efficacité de la greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) allogéniques pour
le traitement des hémopathies malignes, dont les leucémies, repose a la fois sur la
my¢loablation induite par le conditionnement mais aussi sur le transfert, au sein du
greffon, de cellules immunocompétentes du donneur exergant un effet anti-leucémique.
Cet effet est dénommé "graft versus leukemia" (GVL) en anglais. L’existence d'un tel
effet GVL a ¢té initialement suggérée par des modéles animaux et des analyses
statistiques rétrospectives effectuées chez I’homme comparant les taux de rechute de la
leucémie entre les patients greffés avec un donneur allogénique ou syngénique, entre
ceux recevant un greffon non manipulé ou T-déplété, et entre ceux ayant développé, ou
pas, une maladie du greffon contre I’hote (GVH) aigiie ou chronique (Horowitz, et al.
1990). Plus récemment, la démonstration d'un effet GVL a ét¢ apportée par la
transfusion de leucocytes provenant du sang périphérique du donneur chez des patients
en rechute aprés la greffe de CSH allogéniques. En effet, chez des patients présentant
une rechute de leucémie myéloide chronique (LMC) aprés greffe, il a ét¢ montré que
l'injection de leucocytes provenant du donneur initial (injection de lymphocytes du
donneur ou ILD) pouvait induire une nouvelle rémission, sans nécessiter de
chimiothérapie ou de radiothérapie complémentaire (Kolb, et al 1990). Cette stratégic
est devenue un traitement de premicre intention chez ces patients et a été développée
pour d'autres pathologies hématologiques récidivantes aprés la greffe telles que les
myelodysplasies, les leucémies aigue lymphoblastiques (LAL) et les leucémies aigue
my¢élobastiques (LAM), certains lymphomes, ou les myélomes. Initialement utilisée
apres greffe avec un donneur familial HLA géno-identique, I'lLD est aujourd’hui aussi
utilisée dans le cadre des greffes avec un donneur volontaire de CSH non apparentés

(Porter, et al. 2000 ; Dazzi, et al. 2000a).
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Chez des patients en rechute aprés greffe, pour lesquels il y a peu d'alternative, et dont
le pronostic est sévere, I'ILD constitue une option thérapeutique acceptable, a laquelle
on peut néanmoins espérer apporter des améliorations.

Précédemment, plusieurs stratégies ont ét¢ développées dans le but d’amplifier la
réponse anti-tumorale apres ILD.

La premiére, développée par I’équipe de S. Slavin, visait & stimuler les Lymphocytes T
du donneur soit in vitro avant 1’injection soit a la fois in vitro mais aussi in vivo apres
’injection, par de I’interleukine 2 (IL-2) recombinante humaine (Slavin, et al, 1996).
Une telle injection de Lymphocytes T du donneur « activés » était réservée a des
patients ne répondant pas a une injection de Lymphocytes T du donneur frais. Ainsi,
chez 5 patients en situation de rechute cytologique de ’hémopathie maligne, I’injection
de Lymphocytes T activés a permis d’obtenir une rémission compléte de 1’hémopathie
qui n’avait pas été obtenue aprés injection de Lymphocytes T du donneur frais. Dans
cette ¢tude, il est néanmoins difficile d’attribuer I’efficacité de la seconde injection a
I’activation des Lymphocytes T dans la mesure ou il peut exister un effet cumulatif
bénéfique des injections de Lymphocytes T du donneur, méme a I’état frais (Dazzi et al,
2000b). Il faut aussi noter que depuis 1996, cette stratégie d’activation des
Lymphocytes T par 1’ IL-2 n’a pas fait ’objet de publications venant confirmer son
efficacité. De ce fait, son utilisation n’a pas connu de développement & une large
échelle.

Une autre stratégie en cours de développement vise & améliorer la présentation des
antigénes tumoraux par les cellules leucémiques et les rendre ainsi plus sensibles a
I’effet GVL. Elle repose sur des données obtenues in vitro sur des cellules de leucémies
my¢loides, qui peuvent étre différenciées en cellules dendritiques a I’aide de cytokines
telles que I'interleukine 4 ou le granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-
CSF) (Brouwer, et al 2000 ; Chen, et al, 2000). L’utilisation de GM-CSF in vivo est
ainsi envisagée pendant la période entourant I’injection de Ilymphocytes T du donneur
afin d’amplifier I’effet GVL attendu (Kolb, et al, 2004).

Une autre stratégie, proposée par Miller et al, 2007 consiste en un conditionnement du
patient par une chimiothérapie lymphopéniante, avant une ILD. Ce conditionnement a

conduit a une expansion des lymphocytes avec une activation immunitaire accrue.
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De leur c6té, Powell et al ont essay¢ d’administrer des lymphocytes autologues déplétés
en lymphocytes T régulateurs a des patients atteints d’un mélanome (Powell et al,

2007).

RESUME DE L’INVENTION

Les inventeurs proposent maintenant d’effectuer une injection de lymphocytes T du
donneur, combinée a un conditionnement lymphopéniant, myéloablatif ou non, du

patient, dans le but d’augmenter I’effet anti-leucémique des lymphocytes injectés.

Plus précisément 1’objet de 1’invention est I'utilisation de lymphocytes T, déplétés en
lymphocytes T régulateurs, et exprimant une molécule permettant leur destruction
spécifique, pour la préparation d’une composition destinée a traiter une tumeur chez un
patient, la composition étant destinée a étre administrée au patient aprés un traitement

lymphopéniant, my¢loablatif ou non, de préférence non-my¢loablatif.

Est ¢galement décrite une méthode pour traiter une tumeur, la méthode comprenant :
- le conditionnement du patient par un traitement lymphopéniant, de préférence
non my¢loablatif ;
- D’injection au patient de lymphocytes T, qui ont été préalablement déplétés en
lymphocytes T régulateurs, et expriment une molécule permettant leur

destruction spécifique.

Cette procédure permet de diminuer le rejet immunitaire contre les lymphocytes T,
d’augmenter I'effet anti-leucémique des lymphocytes T injectés, et d’injecter des
lymphocytes T provenant d’un fonds génétique différent de celui du premier donneur et

du receveur.

Est également décrite une méthode pour traiter une tumeur en premicre intention, la
méthode comprenant :
- le conditionnement du patient par un traitement lymphopéniant, myéloablatif ou

non;
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- Dinjection au patient de cellules souches hématopoiétiques déplétées en
lymphocytes T ; et

- D’injection au patient de lymphocytes T, qui ont été préalablement déplétés en
lymphocytes T régulateurs, et expriment une molécule permettant leur

destruction spécifique.

Selon les cas, on peut en effet utiliser des lymphocytes T autologues ou allogéniques,

comme décrit en détails ci-apres.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L’INVENTION

Définitions

Les lymphocytes T sont « déplétés » en lymphocytes T régulateurs, a savoir que la
préparation de lymphocytes T administrée au patient ne comprend pratiquement plus de
lymphocytes T régulateurs. De préférence, elle comprend moins de 10 % de la fraction
des lymphocytes T régulateurs avant déplétion, de préférence encore moins de 1%. de la
fraction des lymphocytes T régulateurs avant déplétion.

Les lymphocytes T expriment une « molécule permettant leur destruction spécifique ».
Il peut s’agir d’une molécule codée par un transgéne ou une molécule exprimée
naturellement par les lymphocytes T, lorsque ceux-ci sont allogéniques. Le terme
« destruction spécifique » signifie que seuls les lymphocytes T administrés au patient
seront détruits, pour empécher le développement d’une réaction de GVH.

La «molécule permettant leur destruction spécifique » peut &étre par exemple un
antigéne du systétme HLA, les molécules Thy-1, récepteur NGF ou une forme tronquée
du récepteur, ou encore un antigéne non-immunogene et non exprimé naturcllement par
les lymphocytes T. Les lymphocytes T portant 1'une ou l'autre de ces molécules
peuvent alors &tre détruits spécifiquement par un sérum anti-lymphocytaire, ou des
anticorps dirigés spécifiquement contre lesdits antigénes.

La « molécule permettant la destruction spécifique » des lymphocytes T peut également
8tre une molécule codée par un « géne suicide ».

Le terme « géne suicide » se référe a un géne codant pour une molécule toxique pour la

cellule qui ’exprime, de maniére conditionnelle.
2
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Les lymphocytes T peuvent étre utiles pour traiter le patient apres une allogreffe de
cellules souches hématopoietiques, en particulier dans le cas de rechute.

Le terme « rechute » signifie que la tumeur, qui avait montré un régression ou une
stagnation, a repris son développement ou, le cas ¢chéant, a métastasé.

Les lymphocytes T peuvent aussi étre administrés en premicre intention, c’est a dire
pour traiter des tumeurs qui n’ont pas ét¢ soignées auparavant chez le patient par une

greffe de cellules souches hématopoiétiques,

Sources des lymphocytes T

Le donneur est de préférence humain, et peut étre un foetus, un nouveau-né, un enfant,
un adulte.

Les préparations de lymphocytes T sont obtenues par exemple de sang périphérique, du
produit sanguin d’une lymphaphérése, de ganglions lymphatiques périphériques, de la
rate, du thymus, du sang de cordon, etc.

Avant d’étre administrés au patient, les lymphocytes T peuvent étre manipulés ex vivo
de manic¢re a exprimer une molécule permettant leur destruction spécifique, aprés
¢limination des lymphocytes T régulateurs. De préférence les lymphocytes Treg sont
¢liminés avant introduction transduction d’un géne codant pour la molécule permettant

la destruction spécifique des lymphocytes T.

Dans le cas d’un traitement d’un patient ayant déja re¢u une greffe de cellules souches
hématopoietiques, les lymphocytes T proviennent de préférence du premier donneur de
cellules souches hématopoietiques. Mais il est également possible que lymphocytes T
ne proviennent ni du donneur ni du receveur de la greffe de cellules souches

hématopoiétiques.

Déplétion en lymphocytes T régulateurs (Treg) :

En 1995, le groupe de Shimon Sakaguchi au Japon a identifi¢ les lymphocytes Treg
comme constituant une sous-population de lymphocytes T CD4+, représentant environ
5 % d’entre cux, et sont caractérisées par une expression forte et constitutive du
marqueur CD25, qui est le récepteur de I’IL-2 (Sakaguchi, et al, 1995).

Des données plus récentes montrent que les Treg humains répriment ’expression du
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CD127, qui est le récepteur de I'IL-7 (Seddiki et al, 2006a). 1l a ¢galement ét¢ montré
que les Treg avaient un phénotype de cellules naives CD45RA+ (Seddiki et al, 2006b).

De maniére avantageuse, la déplétion en lymphocytes T régulateurs est réalisée ex vivo
par sélection négative des cellules CD25+ ou sélection positive des cellules CD127+.

L’¢limination des cellules Treg peut &tre réalisée en utilisant des techniques de
séparation par affinité, notamment la séparation magnétique, utilisant des billes
magnétiques recouvertes d’anticorps, la chromatographie par affinité, des agents
cytotoxiques liés a un anticorps monoclonal ou utilisés en combinaison avec un
anticorps monoclonal. Les techniques de séparation peuvent utiliser par exemple des

trieurs de cellules actives par fluorescence.

Les réactifs d’affinité peuvent &tre des récepteurs spécifiques ou des ligands des
marqueurs indiqués ci-dessus. De préférence il s’agit d’anticorps, qui peuvent é&tre
conjugués par exemple a des billes magnétiques, a de la biotine, ou a des
fluorochromes. Des détails sur les techniques possibles de séparation sont présentés
dans la demande de brevet US2006/0063256.

Comme dans Attia et al, 2006, qui élimine les lymphocytes T régulateurs sur la base de
leur expression du CD25 pour augmenter I’effet antitumoral d’une injection de
lymphocytes T dans le cas de cancers solides, on peut d’abord séparer les cellules

CD4+, puis parmi celles-ci les cellules CD25+.

Dans un mode de réalisation particulier, les donneurs subissent une cytaphérése
correspondant & deux-trois masses sanguines en utilisant de préférence une machine
Cobe Spectra. Cette technique de prélévement permet d’obtenir en moyenne 1 a2 x 10
cellules mononucléées contenant 20 a 30% de monocytes, 70 a 80 % de lymphocytes T,
B et cellules NK. Les cellules sont ensuite déplaquettées et lavées en circuit clos sur
machine COBE 2991 permettant ainsi de recueillir une population cellulaire contenant
au moins 5 x10° lymphocytes T.

La stratégie de déplétion des lymphocytes Treg est réalisée a partir de cellules
provenant soit de produit frais de cytaphérése ou soit de produit congelé de cytaphérése

notamment lorsque les donneurs n’ont pu étre prélevés dans un des centres impliqués



WO 2009/053629 PCT/FR2008/051842

10

15

20

25

30

dans I’essai. La déplétion des Lymphocytes Treg repose sur 1’¢limination des cellules
CD25-positives. Pour cela un kit de séparation cellulaire en circuit clos Miltényi est
utilisé. En bref, les cellules fraiches ou décongelées sont marquées avec un anticorps
monoclonal anti-CD25 directement couplé & des billes magnétiques. Les cellules sont
ensuite déposcées sur colonne de purification et séparées par I’appareil CliniMACS. La
fraction positive est enrichie en cellules CD25, la fraction négative est déplétée en
cellules CD25. Cette procédure permet de dépléter & plus de 95% les cellules CD25"
tout en conservant une population cellulaire contenant plus de 2x10° lymphocytes T.

Tandis qu’une fraction des cellules est destinée aux tests de controle qualité, a la
constitution d’une cellulothéque, la majorité de cellules est remise en culture pour étre
transduites, amplifiées en culture et sé¢lectionnées avant d’étre conditionnée en poches

de fagon a étre injectées aux patients.

Transduction de molécules permettant la destruction spécifique des lymphocytes T :
Dans un mode de réalisation particulier, les lymphocytes T sont modifiés de maniére a
exprimer un transgeéne codant pour une molécule permettant la destruction spécifique
desdits lymphocytes T.

De maniére préférentielle, le transgéne est un géne « suicide ». Par exemple il peut
s’agir d’un géne qui code pour une molécule apte a phosphoryler un analogue de
nucléoside en une molécule monophosphatée, elle-méme convertible par des enzymes
cellulaires en nucléotide triphosphaté incorporable dans des acides nucléiques en cours
d’¢longation sous I’effet des polymérases avec pour effet I'interruption d’¢longation des
chaines. Ledit analogue de nucléoside peut étre par exemple [’acyclovir ou le
gancyclovir. Ladite molécule exprimée par le géne « suicide » peut étre notamment la
thymidine kinase (TK) du virus de I'herpées simplex de type 1.

La thymidine kinase du virus de I'herpes simplex 1(HSV1-TK), est apte, lorsqu'elle est
présente en une concentration suffisante dans les cellules en cause, a phosphoryler des
analogues de nucléosides, tels que l'acyclovir (9-t(2-hydroxyethoxy)méthyl]guanine) ou
le gancyclovir (9-[1,3-10hydroxy-2- propoxyméthyl]guanine), en des molécules
monophosphatées, elles-mémes convertibles par des enzymes cellulaires en nucléotides

triphosphatés incorporables dans des acides nucléiques en cours d'¢longation sous ['effet
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des polymérases au sein desdites cellules, avec pour effet l'interruption d'é¢longation de
chaines et la mort cellulaire qui s'ensuit.

En cas de GVH, on administre alors au patient I’analogue de nucléoside (par exemple le
gancyclovir).

On peut avoir recours a toute technique adéquate pour transférer le transgéne,
notamment par infection in vitro des cellules correspondantes par une pseudo-particule
virale de type Moloney amphotrope. Ces particules virales sont produites par une lignée
cellulaire dite de "packaging" que l'on aura construite au préalable. Une lignée de
packaging est capable de fabriquer tous les €léments structuraux constituant une
particule virale, mais est incapable d'introduire dans des particules virales en voies de
maturation les ARNs viraux produits par cette lignée cellulaire. C'est pourquoi, ces
lignées dites de packaging fabriquent en permanence des particules virales vides.
L'introduction d'une construction génétique approprice, qui contient I'’ADN recombinant
tel qu'il a ¢été défini plus haut, permet a ces lignées de packaging d'étre introduites dans
les particules virales vides réalisant ainsi des pseudo-particules virales. Ces pseudo-
particules virales sont capables d'infecter différentes cellules cibles, cellules cibles qui
varient selon la lignée de packaging qu'on a utilisée au départ. Par exemple, si cette
lignée de packaging est dérivée d'un virus dit de Moloney amphotrope, les particules
virales produites infectent parfaitement les cellules hématopoiétiques humaines.

Les techniques classiques pour la production de lignées de cellules transformées par un
vecteur rétroviral (voir par exemple Danos et al, 1988 et Markowitz et al, 1988),
peuvent &tre transposées a la production de lymphocytes. De méme les techniques de
transfert génétique mettant en ocuvre de tels systémes (Kasid et al, 1990) peuvent étre
appliquées au transfert, chez I'homme, des cellules telles qu'elles ont été définies plus
haut.

Selon un mode particulier de réalisation de 1’invention, les lymphocytes T peuvent étre
modifiés génétiquement en utilisant un vecteur rétroviral SFCMM-2 codant pour le
geéne « suicide » de fusion HSV-TK/Neo, sclon le procédé de transduction décrit dans
Ciceri et al, 2007.

Un exemple de protocole de transduction comprend une premiére phase de culture
cellulaire de 1 & 6 jours pour induire 1’activation et la mise en cycle des cellules puis

une deuxiéme phase d’infection rétrovirale de 24 heures. L’activation et la mise en
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cycle des lymphocytes est obtenue en 1 a 6 jours aprés activation par un anticorps anti-
CD3 en milieu RPMI contenant 10% de sérum humain et 600 Ul/ml d’interleukine 2
recombinante humaine. La veille de I’'infection, le milieu de culture est renouvelé.
L’infection proprement dite est réalisée avec du surnageant contenant soit des particules
rétrovirales pseudotypées avec une enveloppe provenant du virus de la leucémie du
Gibbon (GALV) soit des particules lentivirales pseudotypées avec une enveloppe
provenant du virus VSV et contenant le vecteur rétroviral bicistronique Thy-1-IRES-
HSVI1-TK. Apres infection rétrovirale, les cellules sont remises en culture avant d’étre
sélectionnées.

La sélection des lymphocytes transduits peut étre effectuée grace a la présence du géne
rapporteur Thy-1 qui permet de sélectionner les lymphocytes T transduits a 1’aide de
billes immunomagnétiques. Ainsi, les lymphocytes T sont incubés en présence d’un
anticorps monoclonal anti-Thy-1 directement couplé a la biotine. Les cellules sont
ensuite incubées avec des microbilles couplées a la Streptavidine puis déposées sur une
colonne magnétique. Les cellules transduites Thy-1 positives sont séparées par
technique immunomagnétique. Apres sélection immunomagnétique, une population de
lymphocytes T Thy-1 positifs purifiée au moins 90% est obtenue. Apres sélection, les
lymphocytes sont soit injectés au receveur soit congelés dans I’attente d’une utilisation

ultérieure.

Validation phénotypique et fonctionnelle des préparations cellulaires:

De préférence, les préparations de lymphocytes T sont testées pour vérifier leur
phénotype. Des exemples de tels tests sont décrits ci-apres.

a) Analyse immunophénotypique : les populations cellulaires sont étudiées par
cytométric en flux avant et aprés déplétion en cellules CD25, avant et apres
modification génétique, avant et aprés culture, avant et apres sélection des cellules
transduites. Pour cela, des techniques de double triple voire quadruple marquages des
cellules par des anticorps monoclonaux sont utilisées. Les pourcentages de cellules B,
NK et monocytes sont déterminées avec les marqueurs CD19, CD14, CD16, CD56,
CD45. Les sous-populations de lymphocytes T sont étudiées en utilisant les marqueurs

CD3, CD4, CDS8, CD45RO, CD45RA, CD62L. Le pourcentage de Lymphocytes Treg
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10

est ¢valu¢ sur le marqueur CD25 et sur le marqueur FOXP3 ou CD127 ou CD45RA
seul et en combinaison de marqueurs

b) Analyse fonctionnelle :Les lymphocytes T sont analysés sur le plan fonctionnel
avant et apres chacune des ¢tapes de manipulation selon deux méthodes :

- Stimulation allogénique : Les cellules du donneur déplétées ou non en Lymphocytes
Treg sont mises en présence de cellules mononucléées irradi¢es du receveur, les cellules
mononucléées irradi¢es provenant d’un volontaire sont utilisées comme contréle positif.
La prolifération cellulaire dans ces différentes conditions, ¢évaluée par test
d’incorporation en thymidine tritiées, permet de comparer si la déplétion en
Lymphocytes Treg induit in vitro une augmentation de l’alloréactivité. Dans ces
conditions de stimulation allogénique, on peut ¢tudier également par cytométrie de flux
la sécrétion intra-cytoplasmique de cytokines (IFN-Gamma, 1L-2, 1L-4, IL-10) par les
lymphocytes T.

- Réponse aux antigenes de rappel : Les cellules déplétées ou non en Lymphocytes Treg
du donneur sont cultivées pendant 4 jours en présence de cellules dendritiques
autologues irradiées chargées ou non avec différents antigénes tels que la toxine
tétanique, la tuberculine (PPD) et/ ou la candidine. Les cellules dendritiques générées a
partir des monocytes du donneur servent de cellules présentatrices. La prolifération
lymphocytairce T en réponse a ces antigénes de rappel est ¢évaluée par test
d’incorporation de thymidine triti¢e. On peut ainsi apprécier in vitro si les populations
déplétées en Lymphocytes Treg ont une meilleure capacité ou non a répondre a des

antigénes classiques de rappel.

Patient

Le patient vis¢ est un humain, quel que soit son age et son sexe. Lorsque le patient est
agé, une greffe de cellules souches hématopoiétiques n’est pas indiquée. On préfeérera
alors administrer les lymphocytes T en premiére intention.

Le patient est atteint d’une tumeur, en particulier d'une tumeur cancéreuse. Il peut s’agir
d’une tumeur solide ou d’une hémopathie maligne.

Parmi les tumeurs solides, on peut citer les cancers du poumon, peau, rein, vessie, 0s,

foie, pancréas, ovaires, sein, utérus, prostate, colon, colorectal, téte et cou, etc.
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Parmi les hémopathies malignes, on peut citer la leucémie aigué, la myelodysplasie, ou
le syndrome lymphoprolifératif (tel leucémie lymphoide chronique, myélome,
lymphome). les myelodysplasies, les leucémies aigiies lymphoblastiques (LAL) et les
leucémies aigiies my¢lobastiques (LAM), des lymphomes, ou un my¢lome.

Le patient peut notamment souffrir d’une rechute tumorale, par exemple une rechute
d’hémopathie maligne.

Dans un mode de réalisation particulier, le patient a subi une allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques. Dans ce cas, les lymphocytes T administrés peuvent ne
provenir ni du donneur ni du receveur de la greffe de cellules souches

hématopoiétiques.

De préférence D'allogreffe antérieure de CSH provient d'un donneur familial, de
préférence HLA géno-identique, ou d'un donneur volontaire non apparenté. Il peut
s’agir d'une greffe a conditionnement myelo-ablatif ou non myelo-ablatif, et elle peut

avoir été¢ T-déplétée ou pas.

Le patient visé peut présenter une rechute moléculaire, cytogénétique, ou cytologique de
I'hémopathie quelle qu’en soit la date apres la greffe.
Les critéres de rechute sont définis selon I'hémopathie traitée.
Par exemple, pour une Leucémie aigué (LAM ou LAL) et myelodysplasie:
persistance de blastes sanguins et/ou exceés de blastes médullaires (>5%), et/ou
en cas de maladie résiduclle analysable sur le plan moléculaire: absence de
diminution (d'au moins un log) du signal moléculaire par rapport au point pré-ILD, ou
diminution suivie d'une réascension (d'au moins un log par rapport au nadir).
en cas de maladie résiduelle analysable sur le plan cytogénétique (classique ou
FISH): absence de diminution (d'au moins 50%) du nombre de mitoses portant la(les)
anomalie(s), ou diminution suivie d'une réascension (d'au moins 50% par rapport au
nadir).
Pour un my¢lome:
Stabilité ou augmentation du pic monoclonal par rapport au point pré-ILD.
My¢lome a chaines légéres: Stabilité ou augmentation des parameétres ¢valuables

(lésions osseuses, protéinurie, infiltration médullaire plasmocytaire).



WO 2009/053629 PCT/FR2008/051842

10

15

20

25

30

12

Absence de diminution, diminution suivi d'une réaugmentation, ou apparition
d'une tumeur plasmocytaire.
Pour une leucémie lymphoide chronique, des lymphomes:

Stabilité ou augmentation du clone (évalué par cytométric de flux, biologie
moléculaire) par rapport au point pré-1LD.

Absence de diminution ou diminution suivi d'une réaugmentation du syndrome

tumoral (évalu¢ sur le plan clinique et/ou radiologique) par rapport au point pré-ILD.

Lorsqu’ils sont destinés a étre administrés au patient en premiére intention, les
lymphocytes T peuvent &tre autologues vis & vis du patient. Ils expriment alors un
transgeéne, de préférence un géne « suicide », permettant leur destruction spécifique. Les
lymphocytes T administrés peuvent aussi étre allogéniques. Ils peuvent alors exprimer
un transgéne permettant leur destruction spécifique, ou peuvent étre détruits par un
sérum antilymphocytaire.

Lorsqu’il sont destinés a étre administrés a un patient ayant déja subi une allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques, les lymphocytes T sont allogéniques, ou proviennent
de tiers (2 savoir ni du patient, ni du donneur de la premiére greffe). Ils peuvent alors
exprimer un transgéne permettant leur destruction spécifique, ou peuvent étre détruits

par un sérum antilymphocytaire

Conditionnement du patient

Avant ’administration des lymphocytes T, le patient regoit un traitement lymphopéniant
non-my¢loablatif.

De préférence le traitement lymphopéniant non my¢loablatif est appliqué de 2 a 8 jours
avant I’administration des lymphocytes T.

Le patient peut aussi recevoir un traitement lymphopéniant et my¢loablatif auquel cas il
recoit en plus une greffe de cellules souches hématopoiétiques plus la préparation de
lymphocytes T

Une revue de ce type de traitement est présentée dans Petersen, 2007.

Le patient peut étre totalement irradi¢ (« total body irradiation », par exemple a 2Gy),
et/ou recevoir une chimiothérapie a base de cyclophosphamide, fludarabine, et/ou

endoxan. Par exemple Miller et al, 2007, décrivent un traitement lymphopéniant non
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my¢loablatif, qui comprend une injection IV de cyclophosphamide 50mg/kg une fois a
J-6 et J-5, et injection de fludarabine 25mg/m? de J-6 a J-2 (J étant le jour de la greffe
des lymphocytes T). Powell et al; 2007, décrivent un autre protocole comprenant
I’injection de fludarabine 25mg/m” pendant 5 jours et d’endoxan 60mg/kg/jours pendant

2 jours.

Exemple de protocole
Selon un mode de réalisation particulier, la composition a injecter au patient a traiter

comprend des lymphocytes T modifiés obtenus par :

i lymphaphérése du donneur ;
ii. ¢limination des lymphocytes T régulateurs
iii. transduction d’un géne codant pour une molécule permettant la destruction

spécifique des lymphocytes T,

iv. puis culture des lymphocytes T ainsi modifiés pendant dix a 21 jours.

Plus précisément, le protocole suivant peut étre appliqué:

Vers J-15, on préléve des lymphocytes T du donneur et on élimine ex vivo les T
régulateurs.

Puis le méme jour on active in vitro (par exemple OKT3/IL-2) pendant une durée de
quelques heures a 6 jours, puis on infecte les cellules en présence d’un surnageant viral
(rétro ou lentiviral) comprenant le géne suicide codant pour la TK et un géne de
sélection membranaire, par exemple Thy.1.

Puis on cultive les lymphocytes T jusqu’a I’obtention du nombre de cellules désirées
(par exemple 15 jours). Les lymphocytes exprimant le géne TK seront sélectionnés sur
la base de I’expression du géne Thy-1 utilisé comme géne rapporteur.

A J-6, on administre le traitement lymphopéniant au patient.

A JO, on injecte les lymphocytes T TK+ Treg déplétés, a des doses comprises entre
2.10%¢t 10° CD3+/keg.

En cas de GVH, du ganciclovir est administré quelque soit le moment post injection des

lymphocytes T du donneur.
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Revendications

Utilisation de lymphocytes T, déplétés en lymphocytes T régulateurs, et
exprimant une molécule permettant leur destruction spécifique, pour la
préparation d’une composition destinée a traiter une tumeur chez un patient, la
composition étant destinée a étre administrée au patient aprés un traitement

lymphopéniant.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la tumeur est une hémopathie

maligne.

Utilisation selon la revendication 2, dans laquelle I’hémopathie maligne est une

leucémie aigiie, une my¢lodysplasie ou un syndrome lymphoprolifératif.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la tumeur est une tumeur

solide.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle les lymphocytes T expriment

un gene « suicide » permettant leur destruction spécifique.

Utilisation selon la revendication 5, dans laquelle le géne dit « suicide » code
pour une molécule capable de réagir avec un analogue de nucléoside pour

conduire a la mort desdits lymphocytes T.

Utilisation la revendication 6, dans laquelle ladite molécule codée par le géne
« suicide » est une molécule apte a phosphoryler un analogue de nucléoside en
une molécule monophosphatée, elle-méme convertible par des enzymes
cellulaires en nucléotide triphosphaté incorporable dans des acides nucléiques en
cours d’¢longation sous l’effet des polymérases avec pour effet I’interruption

d’¢longation des chaines.
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Utilisation selon la revendication 7, dans laquelle ledit analogue de nucléoside

est I’acyclovir ou le gancyclovir.

Utilisation selon la revendication 7, dans laquelle ladite molécule codée par le

gene « suicide » est la thymidine kinase du virus de I’herpés simplex de type 1.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle le patient souffre d’une

rechute cancéreuse, aprés une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

Utilisation selon la revendication 10, dans laquelle lesdits lymphocytes T ne
proviennent ni du donneur ni du receveur de I’allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle les lymphocytes T sont
destinés a étre administrés au patient en premicre intention, ledit patient n’ayant

pas subi de greffe de cellules souches hématopoiétiques.

Utilisation selon la revendication 12, dans laquelle les lymphocytes T sont
autologues vis 4 vis du patient et expriment un transgéne permettant leur

destruction spécifique.

Utilisation 1'une des revendications 1 a 9, dans laquelle les lymphocytes T

administrés au patient sont des lymphocytes T allogéniques.

Utilisation selon 1’'une des revendications 1 a 14, dans laquelle la déplétion en
lymphocytes T régulateurs est réalisée ex vivo par s¢lection négative des cellules

CD25+ ou sélection positive des cellules CD127+.

Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 15, dans laquelle le traitement
lymphopéniant est non myéloablatif et consiste, de préférence, en une

administration de cyclophosphamide, fludarabine et/ou endoxan.
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17. Utilisation selon 1’'une des revendications 1 a 16, dans laquelle la composition
est destinée a étre administrée de 2 a 8 jours apres le traitement lymphopéniant

non my¢loablatif.

5
18. Utilisation selon 1’'une des revendications 1 a 17, dans laquelle la composition
comprend des lymphocytes T modifiés obtenus par :
i. lymphaphérése du donneur ;
ii. ¢limination des lymphocytes T régulateurs
10 iii. transduction d’un géne codant pour une molécule permettant la

destruction spécifique des lymphocytes T,
iv. puis culture des lymphocytes T ainsi modifiés pendant 10 a 21

jours.
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