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Que peut on faire de mieux « modestement » coté Aphérèse après 2 ans 
d’expereince !!!  

Pour améliorer les X % de patients non répondeurs aux CART  

1/ Pré Aphérèse 
Gestion des conditions cliniques pré-aphérèse, course contre la montre: la 
maladie progresse!! 

Période Wash-out thérapies antérieures ; période wash-out recommandé 
Corticoïdes et rationnel - impact sur aphérèse ?  

influence des autres lignées sur la collecte et la manufacture du CAR T : PNN, 
monocytes ; transfusion nécessaire ?  

Aphérèse 
Analyse qualité des cellules récupérées 
Extrapoler nb de cellules collectées à partir taux lymphocytes => Rendement 
Cible quantitative, qualité des lymphocytes collectés – voir références en PJ 

Post Aphérèse 
Produits « out of specifications » :  

paramètres et range – peut-on le communiquer ? 
-incidence des OOS, observations biologiques,  
% de 2è aphérèse nécessaire 

Facteur influençant la réponse 
Collecte précoce 
Expansion  
Persistance 
Fitness 
Epuisement 

Logistique : hospitalisation, volume traité

Introduction : Challenges 

Traitement

Chimioresistance

Histoire de la maladie des patients CAR T



Période d’exclusion  
Impact de l’exposition à la  Bendamustine sur le pic d’expansion CAR 
T : Etude Zuma 2

Data on File, Kite Pharma.



Période de wash-out Axicabtagene Ciloleucel suggérées

ZUMA-1 Study Cessation of Therapies 
Prior To Leukapheresis1 

*Au moins 2 semaines ou 5 demi-vies, selon la période la plus courte, entre toute 
thérapie systémique et la date prévue de l’aphérèse (sauf pour molécules inhibitrices/
stimulatrices de point de contrôle immunitaire) 

Réf: 1.RCP Yescarta®; 2.Neelapu et al, N Engl J Med. 2017 Dec 28;377(26):2531-2544; 3.Données Internes, Gilead Sciences 

Ces wash out sont 
suggérés  
Faut il être partisan 
d’augmenter les 
marges quand c’est 
possible? 



Période de wash-out KTE-X19 suggérées

Timing of Cessation of Therapies Prior To Leukapheresis (ZUMA-2)3,4 

Réf: 1. Données Internes, Gilead Sciences; 2. Wang et al, N Engl J of Med 2020; 382(14): 1331-42; 3. Supplement to: Wang et al, N Engl J of Med 2020; 382(14): 
1331-42; 4. Protocol for: Wang et al, N Engl J of Med 2020; 382(14): 1331-42.

aAu moins 2 semaines ou 5 demi-vies, selon la période la plus courte, 
entre toute thérapie systémique (sauf pour molécules inhibitrices/
stimulatrices de point de contrôle immunitaire) ou radiothérapie et la 
date prévue de l’aphérèse (voir figure 2 ci-dessous)  
b >5 mg/jour de prednisone (ou doses équivalentes d'autres 
corticostéroïdes). 

aAu moins 2 semaines ou 5 demi-vies, selon la période la plus courte, 
entre toute thérapie systémique ou radiothérapie et la date prévue de 
l’aphérèse 
bexemples : ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab, 
agonistes OX40, agonistes 4-1BB. 



Recommandations pour Tisagenlecleucel 



Exclusion traitement / médicaments avant le recueil:  
 Aphérèse garant de cette exclusion 
 

Informations aux médecins 
Hématologues, locaux régionaux 
Interne  

Information aux Coordinateurs 
Information aux patients : 

Orale à la consultation 
Notification dans le consentement éclairé  

Traçabilité : 
A la consultation: 

Au jour du recueil 
• Tracer l’absence de prise médicamenteuse



Analyse de l’expérience de Montpellier à partir des données d’une étude publiée: 

60 patients adultes collectés entre le 01/02/2019 et le 01/03/2021 
Age médian 64 ans (min = 18, Max = 79)  

Diagnostic 
DLBCL (n = 43, 71%) 
LNH folliculaire tranformé (n = 10, 17%) 
high-grade B-cell lymphoma (n = 7, 12%) 

Produits 
axi-cel (82%) 
tisa-cel (18%) 

Suivi médian 
6.9 mois (0.5–26.1 mois). 

Séparateur cellulaire et programme 
OPTIA CMNC (continue) 

Volumes sanguins traites 
Médiane: 3,03; ET= 0,43;  Min : 2,2 ; Max = 4,2

Analyse sur 3 points  
Données du sang à prélever 

• Lymphocytose/ Lymphopénie 
Rendement des séparateurs 
cellulaires 

• sur Ly, CD3 .. 
Relation avec le produit final



Evaluation de la lymphopénie en cytologie 

Sur 57 patients CART  
18 (31%)  < 0,5 G/Litres 
21 (36%) entre 0,5 et 1 
Giga 
18 (31%) > 1g/l 

Patients en 2ème ou    
3ème ligne de chimio 
A terme: prédiction  

Etudier la prédiction de la 
lymphopénie  

Historique Chimio ou dose cumulé 
Type de chimio ( Bendamustine ..) 

Evaluation de la lymphoménie sanguine au jour de la collecte (57 cytaphérèses)
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Phénotypage lymphocytaire
« Photographie » 
qualitative  
Majorité des 
lymphocytes sont 
CD3+ 
Répartition 
homogène d’un 
patient à l’autre 
Lymphodéplétion B 
constante rapport 
avec le Anti CD20 

Phénotypage lymphocytaire le jour de la collecte CART 
60 patients
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Rendement de collecte: le Concept
Concept: Rapport exprimé en pourcentage 

Quantité totale de cellules traitées dans un séparateur cellulaire  
Quantité totale de cellules récupérées dans la poche

Rendement Séparateur cellulaire 
80%

Volume sanguin traité (-ACD) (L)

Rendement 

 

(%) = [𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑝𝑜𝑐h𝑒 (𝐺/𝐿) 𝑥  𝑉𝑜𝑙 𝑃𝑜𝑐h𝑒(𝐿)
[𝑐𝑒𝑙𝑙] 𝑝𝑟é + [𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑝𝑜𝑠𝑡(𝐺/𝐿

2  𝑥 𝑉𝑜𝑙 𝑡𝑡𝑡(𝐿)

Ref in : Heuft HG, transfusion 2011 (CE 1)

Nombre de cellules traité: 
Exemple: 100

Volume collecte (L)

[Cell]  
Pré 
G/L

[Cell] 
Post 
G/L

[Cell]  
Poche 
G/L

Nv Cell 
collectées 

Exemple: 80

Nb cell  
retournées au 

patient 
Ex: 20

Si le rendement est 
une donne fiable 
constante dans le 
temps et d’un patient 
à l’autre  

• Alors je peut m’en 
service pour des 
prédictions 

 



Rendement Recueil CART

Equivalence des rendements? 
Analyse sur 47 aphérèses: 

CD3 (cytométrie) 
Lymphocytes (cytologie) 
CMN cytologie 

Cl équivalent

Analyse sur 57 Aphérèses 
Volume moyen traité 13,88 L 
Résultat de 74,72 % 
Ecart type = 19,26 
Toutes sur OPTIA et le 
programme CMNC 
Rendement supérieur à celui de 
CD34 (analysé sur 891 Cyta) 

Comaraison des rendement 
CD3 / Lymphocyte / CMN
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Rendement: baisse du taux de Lymphocytes en post Aphérèse
Analyse faite sur 55 cytaphérèses avec 
données avant et après 
Intérêt de l’évaluation  baisse en post cyta 

Avec un Rendement à 74%, en ttt 1 masse 
sanguine je doit m’attendre à une baisse 
significative 
or ici avec 3 masses ttt il n’y a qu’une baisse 
moyenne de 25% 

Conclusion: 
=> pas de phénomène d’épuisement de la 
ressource avec le vol ttt  
Je continue à être efficace même après 3 masses 
sanguines. 

Baisse à pondérer par un phénomène de 
dilution par l’ACD 
Analyse faite sur 55 cytaphérèses avec 
données avant et après sur 2 paramètres 
non épurés 

Hémoglobine: baisse de 15,9% 
Protides: baisse de 17,5

Evaluation pré - Post Aphérse CART de paramtères sanguins collectés
Lymphocytes
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Moyenne de 74,72 
Ecart type de 17 

Intervalle de confiance: 
quel risque je prends de 
me tromper si je prends 
cette moyenne comme 
référence. 
distribution des 
rendements gaussienne 
=> intervalle de confiance 
prend toute sa valeur 
Jamais de rendement 
inférieur à 40% (hors 
problème technique) 

  Rendement sur collecte: Intervalle de confiance

Rendement de collecte
 en CD3
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Rendement sur collecte:Répartition 

Une de nos préoccupations est 
de collecter efficacement les 
patients ayant un taux de 
lymphocytes bas. 

Analyse du rendement en 
fonction de la lymphodéplétion 
dans le sang 

Le rendement est constant 
quelque soit le taux de 
lymphocyte. 
Surtout pour les lymphopénies 
sévère < 0,2G/L =n = 8

Analyse des rendements de collecte moyen en CD3 sur OPTIA Mode CMNC
En fonction du taux de CD3 

53505055
6159

737370
808286

0

20

40

60

80

100

120

0-0
.2 

 (n
=8)

0.2
-0.

4  
(n=

10
)

0.4
-0.

6  
(n=

9)

0.6
-0.

8 (
n=

7)

0.8
-1 

(n=
10

)

1-1
.2 

 (n
=4)

1;2
-1.

4  
(n=

3)

1.4
-1.

6  
(n=

1)

1.6
-1.

8  
(n=

1)

1.8
-2 

(n=
1)

2.4
-2.

6  
(n=

1)

3.2
-3.

4  
(n=

1)

Taux de lymphocytes CD3 + par regroupeemnt de 0,2 G/L

re
nd

em
en

t e
n 

po
ur

ce
nt

ag
e 

« source interne »



Application d’un algorithme

Rendement  

Rendement 

Exemple Collecte de CMN 
Objectif  CMN: 5 Giga
Concentration Sang 1 G/L
Rendement : 70% mais pondéré - 30% = 40%

 = 12,5 L

(%) =
[𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑝𝑜𝑐h𝑒 ( 𝐺

𝐿 ) ∗ 𝑉𝑜𝑙 𝑃𝑜𝑐h𝑒(𝐿)

[𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑠𝑔( 𝐺
𝐿 ) ∗ 𝑉𝑜𝑙 𝑡𝑡𝑡(𝐿)

(%) =
𝑂𝑏𝑗𝑒𝑐𝑡𝑖𝑓 (𝐺𝑖𝑔𝑎)

[𝑐𝑒𝑙𝑙]𝑠𝑔( 𝐺
𝐿 ) ∗ 𝑉𝑜𝑙 𝑡𝑡𝑡(𝐿)

𝑽𝒐𝒍 𝒕𝒕𝒕 (𝑳)  =
𝑶𝒃𝒋𝒆𝒄𝒕𝒊𝒇 (𝑮𝒊𝒈𝒂)

[𝒄𝒆𝒍𝒍]𝒔𝒈(𝑮/𝑳) ∗ 𝑹𝒆𝒏𝒅% 𝒑𝒐𝒏𝒅é𝒓é

𝑉𝑜𝑙 𝑡𝑡𝑡 (𝐿) =
5  (𝐺𝑖𝑔𝑎)

[1](𝐺 /𝐿) ∗ 0,4

Critère pour appliquer 
l’algorithme/ Rendement: 

Stables dans le temps au 
delà de 3 masses sanguine 
sans épuisement de la 
ressource 
En moyenne de 72% mais 
modéré à 40% => intervalle 
de confiance 99% 
Stable quelle que soit la 
concentration de la cellules 
à récupérer 

Au total: fiable pour 
extrapoler nb de cellules à 
collectées  



Objectif CART 
Axi-cel 

5 X 109 CMN totaux  

Tisa-cel  
>= 1X109 CD3+ 
>= 2 X 109 TNC 
>= 3% de CD3 / TNC 

BMS



Objectif >5 10^9 CMN totaux (Axicabtagene Ciloleucel )

Objectif Axi cell: >5 
10^9 CMN totaux 
63 collectes 
Prélevés sur OPTIA 
CMNC 
1 échec relatif/ 63 à 
4,47 109CMN 

Ly 0,17 G/L 
Mono 0,4 G/L 
Vol ttt = 2 masses 
sanguine

Objectif collecte Axi cel >CMN totaux => 5 Giga  
 63 collectes
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Objectif 1: Tisa-cel 

CD3 collectés totaux >= 1X109

Objectif collecte Tisa cell > 1 Giga Lymphocytes CD3+
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Dynamique des sous-
ensembles phénotypique 
Collecte versus 
fabrication de CAR T 

CM: Naive central memory 
EM: effector memory 
EMRA: effector memory RA 

Relation collecte versus transformation CART

Clinical and Product Features Associated with Outcome of DLBCL Patients 
to CD19-Targeted CAR T-Cell Therapy S Lamure Cancers 2021, 13(17), 
4279



Clinical and Product Features Associated with Outcome of DLBCL Patients 
to CD19-Targeted CAR T-Cell Therapy S Lamure Cancers 2021, 13(17), 
4279



Epuisement de cellules CART
À J10 dans le sang périphérique un fort taux de cellules CART 
exhausted (lag3+ Tim3+) est retrouvé chez les non répondeurs 

Clinical and Product Features Associated with Outcome of DLBCL Patients 
to CD19-Targeted CAR T-Cell Therapy S Lamure Cancers 2021, 13(17), 
4279



L’épuisement/exhaustion est un phénomène qui limite la réponse immunitaire a l’issue d’une  
stimulation très soutenue et prolongée par l’antigène tumoral ou infectieux   

L’exhaustion observée à l’issue de la production des CART semble pouvoir être associée à une mauvaise 
qualité du produit. 
Item CD8 mémoire

Epuisement de cellules CART



Impact d’une collecte précoce

L’étude Zuma-12 est en 
première ligne 
On constate qu’il y a un 
taux plus élevé de cellules 
mémoires CXCR7 dans 
Zuma 12 /Zuma 1 
Ces Cellules CxCR7+ => 
homing des Lymphocytes 
=> rôle potentiel pour la 
persistance de l’effet CART 
Ce taux élevé est associé  

Expansion plus 
importante 
Auc plus importatne 

cette étude montre qu’un 
prélèvement de cellules 
moins prétraitées 
serait associé à une 
meilleure expansion, 
suggérant un meilleur 
fitness des cellules " 



EU, European Union; MA, Marketing Authorization; OOS, Out of Specification; PBMC, Peripheral Blood Mononuclear Cells; QP, Qualified Person.

Non-conformité => OOS (Out Of Spécification)  
=> données 

Axi cel September 6, 2018, until September 5, 
2020,  
1074 patients from 15 countries production aux 
US 

1074 leukapheresed patients,  
1002 axi-cel lots were manufactured one time  
988 lots within specifications for QP release.  
14 lots were OOS and were released by 
exception on  

19 patients (1.8%) from frozen PBMC  
19 patient (1.8%), from new leukapheresis 



Conclusion
Sur la technique d’Aphérèse et les objectifs, 
sont atteints mais une optimisation est possible 

Peu de données réellement prédictives 
biologiques en pré Aphérèse 

Cliniquement rôle important des équipes sur la 
gestion des médicaments interdits et ainsi la 
prévention  des  non conformités 

De l’importance d’un prélèvement plus en 
amont sur les lymphocyte moins pré traités 


