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INTRODUCTION

Le secteur des médicaments de thérapie innovante (MTI) est en plein essor ces derniéres
années. Les MTI sont distincts des traditionnels médicaments de biothérapie et des molécules chi-
miques, puisqu’ils contiennent des cellules actives ou une construction génétique, qui engendrent des
effets métaboliques, immunologiques, génétiques ou d’autres mécanismes d’action pharmacologique.
Une nouvelle législation européenne encadre un large panel de technologies et d’indications ; telles que
les étonnantes découvertes en médecine régénérative a partir de cellules souches, les technologies no-
vatrices d’ingénierie tissulaire, mais également les avancées phénoménales en thérapie génique dans la
lutte contre les cancers et les maladies orphelines. Autant de technologies maintenant regroupées sous
cette dénomination de médicament. Dés lors qu’il s’agit de médicament, la profession pharmaceutique
joue un réle majeur dans son développement. Ces évolutions technologiques récentes, couplées aux
manques de connaissances de la profession sur ces thématiques, ont été le moteur d’élaboration de

cette revue de la littérature sur le développement des MTI : enjeux et perspectives.

Dans la premiere partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la situation des MTI dans le

monde en 2018, afin d’en ressortir les diverses problématiques. En réalisant une analyse approfondie
des nouvelles |égislations encadrant ces thérapies disruptives, nous avons mis en lumiére la méthode de
classification des différents produits de thérapie cellulaire et génique par 'agence européenne du médi-
cament (EMA). Puis, dans le but de comprendre la complexité du développement, nous avons détaillé
'ensemble des étapes : du financement de la recherche jusqu’a 'obtention de I'autorisation de mise sur
le marché (AMM) en Europe et aux Etats-Unis. Enfin, nous avons complété cette premiere partie par un
exposé minutieux des différentes spécialités actuellement sur le marché mondial, un résumé des essais
cliniques en cours et des MTI en devenir, afin de donner des pistes aux actuels et futurs acteurs de ce

circuit.

La promesse d’'une remarquable performance a fortement attiré 'attention sur ces nouvelles théra-
pies, mais qu’'en est-il de leur réelle efficacité clinique ? Dans la seconde partie, nous nous sommes
donc consacrés a la description littéraire des tenants et aboutissants des différentes techniques utilisées
pour générer ces MTI. C'est seulement en reprenant les bases fondamentales et expérimentales de
chague technologie que nous pouvions mieux appréhender les résultats des essais cliniques. L'objectif
de cette étude rétrospective est donc de définir spécifiquement I'état de développement (pré-clinique,
essai clinique, commercialisation) des thérapies cellulaires (cellules souches, immunothérapies), d’'ingé-
nierie tissulaire (mode de cultures en trois dimensions, biomatériaux), et géniques (vecteurs viraux et
non-viraux, cellules génétiquement modifiées, édition du génome) afin de critiquer leurs applications en
regard des premiers résultats cliniques publiés. Ce travail a pour objectif de ressortir les candidats aux

plus grands potentiels et de déterminer les indications pertinentes selon la technologie utilisée.
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Outre l'efficacité clinique de ces traitements, I'identification des différents obstacles a surmonter, au
cours de chaque étape du développement pharmaceutique, nous semblait important d’étre extrait de

ces expériences.

« L'Homme sage apprend de ses erreurs, 'THomme plus sage apprend des erreurs des autres. »

Confucius

Cette citation du philosophe chinois fait sens dans I'évolution des procédés de fabrication de ces
MTI, puisqu‘un succeés clinique n’est pas toujours un gage de réussite commerciale ; c’est pourquoi ap-
prendre des erreurs d’autrui et des siennes est primordial. Soumis a des textes réglementaires que sont
les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF), de nouvelles structures dédiées a la production de MTI ont
vu le jour, telles que les établissements pharmaceutiques (EP) de I'Etablissement Francgais du Sang (EFS)
et du Centre de Transfusion Sanguine des Armées, mais également des industriels comme CELLforCure
ou YposKesi (AFM-Téléthon) pour les maladies rares. La composante labile de ces thérapies engendre
de nombreux défis dans la mise en place de tels centres de production. Il s’agit de problématiques
complexes comme le controle des matieres premieres, I'établissement de tests de fonctionnalité libéra-
toires, le conditionnement aseptique, la cryoconservation, ou encore la gestion des flux de transports. Le
lot de médicament une fois certifié par le pharmacien responsable de la production BPF est envoyé dans
les pharmacies a usage intérieur des hopitaux pour leur reconstitution, libération et administration. Ce
circuit des MTI a I'hopital est en pleine création et la confrontation des centres hospitaliers aux défis
d’accessibilité et de remboursement vise a confirmer l'intérét de notre étude. Ces travaux nous ont donc
amenés, dans une derniere partie, a la nécessité d’établir un lien entre les défis scientifiques et ceux de
leur mise en pratique. Ainsi, nous posons les différentes problématiques rencontrées lors du circuit de

production de ces MTI jusqu’a leur administration et tentons d’y apporter des solutions concrétes.
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CHAPITRE | : SITUATION MONDIALE DES MTI EN 2018

1. Cadre réglementaire et classification des MTI

1.1.Contexte réglementaire

Depuis 2007 et la directive n°1394/2007, les médicaments de thérapie innovante (MTI) sont
considérés comme une classe a part entiere en Europe également appelés en anglais : « Advanced The-
rapy Medicinal Products » (ATMP). En effet, certains produits, considérés initialement par les textes fran-
cais comme des « préparations de thérapie cellulaire » ou « préparations de thérapie génique »
changent de statut pour devenir des « médicaments de thérapie innovante ». Ces changements de sta-
tut impactent a plusieurs niveaux la réglementation, que ce soit pour les produits eux-mémes, ou pour les
autorisations que doivent obtenir les établissements qui souhaitent les produire ; du fait notamment de
I'évolution des standards et référentiels en termes de production qui passent des bonnes pratiques tis-
sus / cellules aux bonnes pratiques de fabrication (BPF) applicables aux médicaments. De plus, leur
distribution en France dans le cadre d’essais cliniques, compte tenu du monopole pharmaceutique
(L4211-1 Partie IV livre 2 du code de la santé publique), est désormais exclusivement réalisée par les

pharmacies a usage intérieur (PUI) des établissements de santé.

Les MTI étant couverts par le reglement européen n°1394/2007 ainsi que la directive 2001/83/CE (re-
lative aux médicaments a usage humain), leur mise sur le marché est gérée au niveau européen. Selon
I'agence nationale du médicament et des produit de santé (ANSM) et émanant des directives de I'« Eu-
ropean Medicines Agency » (EMA), un médicament est considéré comme une thérapie innovante s’il
subit des modifications substantielles et/ou si sa fonction essentielle n’est pas la méme chez le

donneur et le receveur.

Le réglement ne décrit pas les modifications substantielles, il liste uniquement des manipulations
qui ne sont pas considérées comme substantielles comme :
- le découpage, broyage, faconnage, centrifugation, trempage dans des solutions antibiotiques ou
antimicrobiennes,
- la stérilisation, l'irradiation, la séparation, concentration ou purification de cellules,

- lafiltration, lyophilisation, congélation, cryoconservation, vitrification.

Une modification est considérée comme substantielle si elle entraine « une modification des proprié-
tés biologiques initiales des cellules ou du tissus » selon 'Annexe | de la directive 2001/83/CE. On peut
citer comme modification substantielle : la culture cellulaire ex vivo (amplification) ou la transfection de
gene d’intérét dans des cellules. Il est a noter qu’une succession de modifications, chacune non sub-
stantielle, peut conduire a un procédé qui modifie les propriétés de cellules / tissus et constituer au final

une modification substantielle.
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En ce qui concerne la fonction essentielle, si on prend le cas des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) triées depuis du sang total (via le CD34+) afin de reconstituer 'hématopoiése d’un individu aprées
irradiation alors ces cellules ne sont pas considérées comme un MTI. Par contre si ces mémes CSH sont
utilisées pour régénérer des tissus ou pour lutter contre des pathologies auto-immunes ou cancéreuses

(ce qui n'est pas leur fonction premiére), alors elles répondent a la définition d’'un MTI.

Par ailleurs, ce reglement européen définit deux exceptions :

- « L’exception éthique » dans laquelle il importe que la réglementation des MTI au niveau commu-
nautaire ne doit pas porter atteinte aux décisions prises par les Etats membres concernant I'opportuni-
té d’autoriser I'utilisation de tel ou tel type de MTI (ex. les cellules souches embryonnaires, ou les cel-
lules animales) ;

- Et « I’exemption hospitaliere » créant les MTI préparés ponctuellement (MTI-PP) selon des
normes de qualité spécifiques (non BPF), et utilisés au sein du méme Etat membre, dans un hopital,
sous la responsabilité professionnelle exclusive d’'un médecin, pour exécuter une prescription médi-
cale déterminée pour un produit spécialement congu a lintention d’un malade déterminé. Elle est
transposée en droit frangais par I'arrété du 4 février 2013 fixant le contenu des demandes d’autorisa-
tion initiale, de renouvellement d’autorisation ou de modification d’autorisation des MTI-PP, et étabilit le
fait que des établissements ou organismes non pharmaceutiques ont le droit de produire ces MTI-PP.
Seulement, a la suite de la forte exploitation de cette exemption hospitaliere pour réaliser des essais
cliniqgues hors BPF, la réglementation va évoluer une derniere fois. Depuis la modernisation du systeme
de santé Francais, le décret du 15 novembre 2016 relatif aux MTI définit que les MTI-PP expérimen-
taux (dans le cadre des recherches biomédicales) peuvent désormais étre importés ou exportés mais
doivent répondre aux BPF. Toutefois, ce décret conserve la dérogation aux unités de thérapie cellulaire
et génique (UTC/UTG) des établissements de santé a produire ces MTI seulement expérimentaux

sans étre établissement pharmaceutique, donc sans le besoin de pharmacien pour la certification.

Enfin, ce reglement ne déroge pas aux principes fondamentaux énoncés dans la directive 2004/23/
CE relative a I'établissement de normes de qualité et de sécurité pour le don, I'obtention, le contréle, la
transformation, la conservation, le stockage et la distribution des tissus et cellules humains mais introduit
des exigences supplémentaires. Ainsi lorsqu’'un MTI contient des cellules ou des tissus humains, la di-
rective 2004/23/CE s’applique uniquement en ce qui concerne le don, I'obtention et le contréle du tissu
ou des cellules qui serviront de matiere premiére de départ a I'élaboration et la production du MTI, mais
aussi pour les préparations de thérapie cellulaire (PTC) qui ne sont pas des médicaments. Les PTC ne
sont pas modifiées de facon substantielle et sont destinées a étre utilisées pour la méme fonction essen-
tielle chez le donneur et le receveur. lls ont des bonnes pratiques spécifiques décrites dans la décision
du 27 octobre 2010 : régles de bonnes pratiques relatives a la préparation, a la conservation, au trans-

port, a la distribution et a la cession des tissus, des cellules et des PTC.
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Ces classifications sont complexes et soumises a débats (Tableau 1) ; elles détaillent trois types de
produits aujourd’hui, chacun relevant d’'un cadre réglementaire spécifique :
- les médicaments de thérapie innovante (MTI)
- les médicaments de thérapie innovante préparés ponctuellement (MTI-PP)
- les préparations de thérapie cellulaire (PTC)
Tableau 1 : Classification du CAT.

Produits

Définition

Mise sur le marché

Importation /
Exportation

Vigilance

MTI

Médicaments de
thérapie génique, de
thérapie cellulaire
somatique, issus de
I'ingénierie cellulaire.

Européenne

procédure centralisée
obligatoire EMA-CAT
2001/83/CE modifiée

Oui

Pharmacovigilance

MTI-PP

MTI expérimentaux
préparé de fagon
ponctuelle a I'attention

d’'un patient déterminé.

Européenne

décret 2016-1536 du
15/11/16

avant cette date :
Nationale

Oui (depuis 2016)

Pharmacovigilance

PTC

Cellules & effet
thérapeutique qui ne
sont pas des MTI.

Nationale

décret 2008-968 du
16/12/08 et arrété du
27/10/11

Oui

Biovigilance

Les objectifs de cette nouvelle Iégislation sont d’une part d’assurer un accés au marché a I'ensemble
des Etats Membres de I'Union Européenne (UE) via une procédure d’AMM centralisée. Une fois octroyée
par la Commission Européenne ’AMM s’'impose alors dans tous les pays de 'UE. D’autre part, les objec-
tifs sont de développer la qualité et la sécurité de ces nouveaux produits a partir de référentiels adaptés
applicables sur 'ensemble de 'UE avec une obligation de tracabilité c’est-a-dire de suivi de la sécurité
et de l'efficacité une fois le produit mis sur le marché : la pharmacovigilance. Enfin, le projet que porte
cette nouvelle Iégislation est d’améliorer I'évaluation de ces produits innovants via un comité des théra-
pies innovantes a I'EMA : le « Committee for Advanced Therapies » (CAT) assurant I'évaluation scienti-
figue dans tous les domaines que couvrent ces produits (bio-ingénierie, biologie cellulaire et moléculaire,

etc...).

1.2.Classification des MTI

Les MTI sont actuellement répartis en 4 sous-catégories, selon la classification de 'EMA (Ia-
bleau 2), en:
- médicaments issus de l'ingénierie tissulaire et cellulaire (TEP)
- médicaments de thérapie cellulaire somatique (sCTMP)
- médicaments de thérapie génique (GTMP)

- médicaments combinés de thérapie innovante (Combined ATMP)
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Tableau 2 : Définitions réglementaires des MTI selon la directive N°1394/2007.

Dénomination

Définition réglementaire

Médicament de
Thérapie
innovante (MTI)

Médicament issu
de I'ingénierie
tissulaire et
cellulaire (TEP)

Médicament de
thérapie cellulaire
somatique
(sCTMP)

Médicament de
thérapie génique
(GTMP)

Médicament
combiné de
thérapie
innovante
(Combined
ATMP)

- un médicament de thérapie génique est défini dans le Partie IV de I’Annexe | de la
directive 2001/83/CE,

- un médicament de thérapie cellulaire somatique est défini dans le Partie IV de I’Annexe |
de la directive 2001/83/CE,

- un médicament issu de I'ingénierie tissulaire et cellulaire est défini par I'Article 2.1(b) de la
réglementation N°1394/2007

a) contient ou est constitué de cellules ou de tissus modifiés, et
b) est présenté comme ayant des propriétés ou est utilisé ou administré a des étres

humains en vue de régénérer, de réparer ou de remplacer un tissu humain.

a) contient ou est constitué de cellules ou de tissus qui ont fait I'objet de manipulations
importantes de sorte que les caractéristiques biologiques, les fonctions physiologiques ou
les propriétés structurales pertinentes pour I'utilisation clinique prévue ont été modifiées,
ou de cellules ou de tissus qui ne sont pas destinés a la (les) méme (s) fonction (s)
essentielle (s) chez le receveur et le donneur ;

b) est présenté comme ayant des propriétés ou est utilisé ou administré a des étres
humains en vue de traiter, prévenir ou diagnostiquer une maladie par |'action
pharmacologique, immunologique ou métabolique de ses cellules ou tissus.

a) il contient une substance active qui contient ou consiste en un acide nucléique
recombinant utilisé ou administré a des étres humains en vue de réguler, réparer,
remplacer, ajouter ou supprimer une séquence génétique ;

b) son effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique est directement lié a la
séquence d'acide nucléique recombinante qu'il contient, ou au produit de I'expression
génétique de cette séquence.

a) doit incorporer, en tant que partie intégrante du produit, un ou plusieurs dispositifs
médicaux au sens de |'article 1er, paragraphe 2, point a), de la directive 93/42/CEE ou un
ou plusieurs dispositifs médicaux implantables actifs au sens de I'article 1 (2) (c) de la
Directive 90/385/CEE, et

b) sa partie cellulaire ou tissulaire doit contenir des cellules ou des tissus viables, ou

c) sa partie cellulaire ou tissulaire contenant des cellules ou des tissus non viables doit étre
susceptible d'agir sur le corps humain avec une action qui peut étre considérée comme
primaire par rapport a celle des dispositifs visés.

La méthode de classification par le CAT est détaillée dans I’Annexe 1.

2. Processus de développement d’'un MTI

Le développement des médicaments de thérapie innovante ne déroge pas au processus classique
des médicaments (Figure 1). Une découverte par un laboratoire de recherche académique (le plus
souvent) ou privé est vérifiée par des études pré-cliniques sur des modeles in vitro et in vivo réalisées
selon les Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL). Par la suite un dossier compilant 'ensemble des don-
nées pré-cliniques est envoyé a 'EMA pour obtenir 'autorisation d'un essai clinique. Le MTI expérimental
est alors fabriqué par un établissement soumis aux BPF pour les phases cliniques. Du fait de la rareté de
I'indication des MTI, ils suivent des essais cliniques de phase I/l puis Il avant la soumission du dossier

d’AMM et leur commercialisation.
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Figure 1 : Vue générale du développement des médicaments de thérapie innovante

2.1.Les dispositifs de soutien a larecherche académique

Si les essais cliniques des MTI sont particulierement colteux, I'existence de dispositifs de soutien de
la recherche permet d’encourager les développeurs. Aujourd’hui une grande part des produits pharma-
ceutiques en développement sont des bio-médicaments (médicaments issus du vivant) sur un marché
pharmaceutique mondial de plus de 7,5 milliards de dollars en 2017 1. Au sein de ces biomédicaments,
l'investissement total au premier trimestre 2018 dans les domaines des MTI fait état de pres de 4 mil-
liards de dollars avec une prédominance de fonds dans le développement des thérapies géniques a

hauteur de 3,1 milliards de dollars (Eigure 2).

Figure 2 : Investissement mondial dans le domaine des MTI au premier trimestre 2018 2.

Les TEP en rouge, les sSCTMP en jaune et les GTMP en bleu.
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Historiquement, la France est pionniére dans le domaine des médicaments issus de la chimie mais
prend le virage des médecines personnalisées cellulaires et géniques. Lintroduction et I'utilisation de
ces technologies innovantes et pertinentes favorables a la prise en charge des patients dans leur par-
cours de soins, sont les résultats de recherches s'inscrivant dans un continuum. Pour alimenter ce conti-
nuum, des programmes de recherche existent et sont financés par le Ministéere en charge de la santé, les
crédits de recherche alloués par ’Agence nationale de la recherche (ANR), par la Banque publique d’in-
vestissement de France (les poles de compétitivité, le fonds unique interministériel et les projets indus-

triels d’avenir) ou par le Commissariat général a I'investissement, etc...

Ces projets de recherche concourent, d'une part, au développement de technologies de santé a la
fois nouvelles et innovantes et, d’autre part, a remettre en question la pertinence des technologies de
santé actuellement mises en ceuvre. Dans ce dernier cas, il s’agit de comparer les stratégies de prise en
charge alternatives, afin de sélectionner les plus efficientes. Enfin, ces projets de recherche concourent

a I'optimisation de I'organisation des soins et des parcours de soins.

Les 5 programmes de recherche soutenus par le Ministére en charge de la santé et explicités ci-
aprés s'adressent a des projets de recherche dont le niveau de maturité technologique (Eigure 3), ou

TRL pour « Technology Readiness Level », est compris entre les niveaux 4C et 9 (inclus).

1) La recherche translationnelle évalue la transposabilité en recherche clinique d’un concept innovant
identifié lors d’'une recherche fondamentale et cognitive : elle définit le champ du programme de re-

cherche translationnelle (PRT).

2) La recherche clinique évalue la sécurité, la tolérance, I'efficacité et la faisabilité des technologies

de santé : elle définit le champ du programme hospitalier de recherche clinique (PHRC).

3) La recherche médico-économique évalue l'efficience des technologies de santé : elle définit le

champ du programme de recherche médico-économique (PRME).

4) La recherche organisationnelle évalue I'efficience des offreurs de soins et des dispositifs destinés a
améliorer la qualité des soins et des pratiques : elle définit le champ du programme de recherche sur

la performance du systéme de soins (PREPS).
5) La recherche sur les pratiques et les organisations de soins mises en oeuvre par les auxiliaires

médicaux évalue leur sécurité, leur efficacité et leur efficience : elle définit le champ du programme

hospitalier de recherche infirmiére et paramédicale (PHRIP).
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Figure 3 : Les différents niveaux de maturité technologique des projets de recherche 3.

Certains programmes de recherche se déclinent méme en plusieurs appels a projets :
- le Programme de recherche translationnelle en santé, PRT-S ;

- le Programme de recherche translationnelle en cancérologie, PRT-K ;

- le Programme hospitalier de recherche clinique national, PHRC-N ;

- le Programme hospitalier de recherche clinique national en cancérologie, PHRC-K ;

- le Programme hospitalier de recherche clinique inter-régional, PHRC-I ;

2.2.Les études pré-cliniques

Les données pré-cliniques présentées dans une demande de certification doivent étre en adéquation
avec une démonstration de I'efficacité (preuve de concept), et une évaluation préliminaire de la slreté
du MTI.

L'ensemble minimal requis de données non cliniques pour la certification est explicité par une direc-

tive européenne du 15 octobre 2010 émis par le CAT 4 faisant référence a :
a) Des données d’'une preuve de concept ou de pharmacodynamique qui comprennent I'ensemble
des études in vitro et, si possible, au moins une étude sur un ou plusieurs modeles animaux in vivo

pertinents reflétant I'utilisation clinique prévue.

b) Des données de pharmacocinétique sur la biodistribution qui sont essentielles pour soutenir la

pharmacodynamie et la sécurité du MTI (ex. le devenir des cellules souches modifiées ou les cellules
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génétiguement modifiées injectées par voie intraveineuse). L'absence de données de biodistribution

doit étre justifiée.

c) Au moins une étude de sécurité toxicologique ou pharmacologique doit étre fournie. Ces
études devraient étre de qualité et de fiabilité appropriées et suivre les lignes directrices pertinentes
le cas échéant. Elles sont tenues d'étre menées conformément aux principes et aux normes des BPL.
Dans certains cas scientifiquement justifiés, une étude de preuve de concept (par exemple, dans un
modéle de pathologie) comprenant des critéres de sécurité pertinents peut également étre considé-

rée comme une étude de toxicologie.

Selon les directives de la « Food and Drug Administration » (FDA) aux Etats-Unis sur I'évaluation pré-
clinique des thérapies innovantes expérimentales, les objectifs généraux de la recherche pré-clinique
sont semblables a ceux de l/EMA 56 ;

- Etablissement de la plausibilité biologique.

- Identification des niveaux de dose biologiquement actifs.

- Sélection de la dose de départ potentielle, du plan d'augmentation de la dose et du schéma poso-

logique pour les essais cliniques.

- Etablissement de la faisabilité et I'innocuité raisonnable de la voie d'administration clinique propo-

sée pour le produit expérimental.

- Prise en charge des criteres d'éligibilité des patients.

- lIdentification des parametres physiologiques pouvant guider la surveillance clinique.

- Identification des risques potentiels pour la santé publique (par exemple, pour le grand public, les

soignants, les membres de la famille, les contacts étroits et les contacts intimes).

Pour les thérapies innovantes, en particulier les thérapies cellulaires, le développement pré-clinique
offre également I'opportunité d'atténuer l'incertitude en aval en optimisant et en validant un processus de
fabrication évolutif en amont. Au vu des dépenses de temps et de capital nécessaires pour entreprendre
des modifications de procédé et les études de comparabilité associées a un développement clinique
tardif, il apparait plus pertinent d'investir dans une optimisation pré-clinique ou biologique précoce des

bio-procédés.

Développer une compréhension globale de la biologie intrinséque du produit et de son mécanisme
d’action est une priorité essentielle. Les connaissances générées par le développement pré-clinique
éclairent sur les parametres critiques, dont les spécifications précises et completes sont essentielles

pour un systéeme de fabrication robuste.
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2.3.Centres producteurs et systéme qualité pharmaceutique

Ces études pré-cliniques élaborées dans des laboratoires de recherche doivent transférer leur
technologie dans des centres de production agréés par les agences réglementaires du pays. Il existe
plus de 861 industriels développeurs de médicaments de thérapie innovante a travers le monde dont

233 en Europe (Figure 4).

861+

Industriels développeurs de médicaments de Europe
thérapie innovante

Amérique
du Nord

1
15
Afrique 22

Amérique Oceanie
du Sud

Figure 4 : Industries de production des MTI au premier trimestre 2018 2.

2.3.1.Centres producteurs en France
En France, les MTI sont des médicaments trés contrélés, de ce fait leur conception est restreinte a
des structures pouvant assurer ces contraintes réglementaires (Tableau 3). A la différence des PTC, les
MTI et MTI expérimentaux sont soumis aux BPF. Mettre en place ces BPF n’est pas suffisant, la structure
qui les produit doit étre autorisée en qualité d’établissement pharmaceutique selon I'arrété du 22 mars
2011 (L5124-9-1 et L5124-1). Il est a noter que les spécificités des MTI sont telles que le législateur eu-
ropéen a ressenti la nécessité de décrire celles-ci dans des BPF appropriées, qui seront applicables a

compter de mai 2018 7.

Plus récemment, l'article L4211-9-1 modifié par la loi du 26 janvier 2016 et le décret paru le 15 no-

vembre 2016 élargissent le champ de production des MTI utilisés en recherche expérimentale (définie
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par la L1121-1) aux établissements de santé (de type UTC, UTG) notamment pour promouvoir les es-

sais cliniques issus de la recherche académique.

Tableau 3 : La réglementation des centres producteurs selon la classification du CAT

Classification MTI MTI-PP et MTI-Exp PTC
Bonnes Pratiques de BPF médicaments (L5121-5 BPF médicaments Bonnes pratiques tissus
Fabrication (BPF) alinéaler) pour les établissements cellules (L1245-6)
pharmaceutiques (L5121-5
alinéa ler)

BPF spécifiques MTI

pour les établissements
autorisés non établissements
pharmaceutiques (L5121-5

alinéa 3)
Centre producteur Etablissement Etablissement Unités de thérapie cellulaire
pharmaceutique (L5124-9-1 pharmaceutique (L5124-9-1 autorisées par 'ANSM
ou L5124-1) ou L5124-1) ou établissement = (L1243-2)
Etablissement de santé autorisé par '’ANSM pour la
(L4211-9-1) et décret fabrication de MTI
15-11-2016 (médicament expérimentaux (L4211-9-1)

expérimentaux EC)

2.3.2.Systéme qualité pharmaceutique
A. Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF)

La production de MTI est soumise aux directives BPF qui ont pour objectif de garantir la sécurité, I'ef-
ficacité et la qualité d’'un produit industriel et notamment des médicaments. Ainsi, les BPF établissent des
normes pour que les médicaments fabriqués dans n’importe quel établissement pharmaceutique ou de
santé soient conformes a une utilisation clinique dans le cadre d’essais ou d’AMM. Ces exigences de
haut niveau s’appliquent durant tout le processus de fabrication des MTI, c’est-a-dire du préléevement de
la matiere premiere biologique de départ jusqu’a la libération du produit fini, et garantissent selon des
normes de qualité leur préparation, contréle, conservation et transport. D’autant plus que des lignes di-
rectrices BPF spécifiques aux MTI ont été publiées le 22 Novembre 2017 avec une entrée en vigueur le
22 mai 2018 7.

Ce systeme qualité pharmaceutique mis place par le producteur a pour but de mettre en adéquation
la production de MTI avec des directives BPF concernant :
(iv) I'habilitation du personnel avec des responsabilités claires et définies
(v) la qualification et la maintenance des équipements utilisés
(vi) la mise en place d’'un systéme de documentation adéquat
(vii) une production constante et de qualité
(viii)'indépendance du contrble qualité par rapport a la production
(ix) I'évaluation prospective des changements
(x) le management de la qualité
(

xi) la tracabilité
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Ces lignes directrices n’ont pas pour but de freiner le développement et I'innovation. Les MTI néces-
sitent donc une flexibilité réglementaire suffisante pour anticiper I'évolution rapide de la science et des
technologies. Les exigences techniques sont donc explorées plus en détail dans plusieurs lignes direc-
trices spécifiques a 'lEMA 8 9. Pour créer plus de flexibilité, la législation et les directives concernant les
MTI en vigueur recommandent aux producteurs d’utiliser une approche basée sur le risque pendant le

développement 10 ; 11,

B. Approche basée sur le risque (RBA)

L'EMA a défini 'approche basée sur le risque ou « Risk Based Approach » (RBA) comme « une stra-
tégie visant a déterminer I'étendue des données de qualité, non cliniques et cliniques a inclure dans
I'AMM, conformément aux directives scientifiques relatives a la qualité, a la sécurité et a l'efficacité des
médicaments et a justifier toute dérogation aux exigences techniques définies a I'annexe |, partie 1V, de
la directive 2001/83/CE ». Le but de la RBA est donc d’obtenir un profil des risques engendrés par le
développement des MTI (Eigure 5). Pour établir ce profil, il est nécessaire d’identifier au préalable les
différents risques associés a ['utilisation clinique des MTI, puis de déterminer les facteurs de risques

spécifiques au produit contribuant a chaque risque identifié.

Figure 5: L'approche basée sur le risque (RBA)

Par exemple pour une thérapie cellulaire : le risque de contamination microbiologique du MTI produit
découle de plusieurs facteurs de risques comme la facon de prélever la matiére premiere, les change-
ments de milieux de culture lors de I'expansion, ou encore ['utilisation d'un conditionnement final non sté-
rile. Cette RBA permettra de mettre en place des actions préventives pour diminuer ce risque ; dans

cet exemple I'écriture de procédures pour le prélevement de la matiére premiére, le changement de mi-
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lieux, le conditionnement ou encore I'habillage ainsi que la mise en place de contréles microbiologiques

environnementaux par exemple.

C. Les contréles qualité des MTI
Les controles qualité (CQ) sont impliqués dans tout au long de la chaine de production des MTI, des
matiéres premiéres (biologiques ou non), du produit intermédiaire (« in process ») jusqu’au produit fini :
le médicament au sens propre du terme. Les CQ d’'un MTI sont établis au cours du développement et
décrits lors de la soumission du dossier pour effectuer les premiéres phases d’essai clinique par les
promoteurs et les centres producteurs des essais. Les analyses réalisées sur ces produits doivent non
seulement répondre aux exigences BPF, mais également de la Pharmacopée Européenne (Ph.E.). Les

objectifs de réaliser des CQ pour les MTI sont de pouvoir évaluer leur :

Identité ou caractérisation biologique

Pureté

- Activité : tests de fonctionnalité

- Sécurité microbiologique et génique : Innocuité

Les défis des contrbles qualité (choix, développement, limites...) seront détaillés dans le chapitre 1ll,

particulierement le développement de tests de fonctionnalité personnalisés selon le type de MTI.

2.4.Recherche clinique et MTI

2.4.1.Contexte réglementaire des essais cliniques (EC)
Cette nouvelle donne en matiere de conditions d'autorisation des établissements producteurs, impose

de resituer la réglementation relative aux essais cliniques.

A. Dispositif réglementaire

En termes de recherche clinique, les MTI et les MTI-PP suivent les dispositions réglementaires sui-

vantes :

- La directive 2001/20/CE applicable aux essais cliniques de médicaments & usage humain et la
Communication 2010/C 82/01 (« CT-1 ») confirmant que les essais doivent étre réalisés dans le respect
des Bonnes Pratiques Cliniques (BPC) ;

- Le réglement (UE) n°536/2014 relatif aux essais cliniques de médicaments abrogeant la directive
2001/20/CE dont I'entrée en vigueur est attendue au plus tard en 2019 sous réserve de la mise a dis-
position du portail européen et de la base de données européenne ;

- La réglementation des Recherches Impliquant la Personne Humaine ou RIPH (décret n°
2016-1537 du 16 novembre 2016 et décret rectificatif n® 2017-884 du 9 mai 2017); les recherches sur
les MTI et MTI-PP relevent des RIPH de type |7 (recherche interventionnelle qui comporte une interven-
tion sur la personne humaine non justifiée par sa prise en charge habituelle);

- Les BPC (L. 1121-3) spécifiques aux MTI apportent des exigences et des adaptations complémen-

taires.
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Pour tout essai clinique impliguant des organismes génétiquement modifiés (OGM), les disposi-

tions suivantes doivent étre également respectées :

- La directive 98/81/CE sur I'utilisation confinée des OGM.

- La directive 2001/18/CE relative a la dissémination volontaire d’'OGM dans I'environnement et abro-
geant la directive 90/220/CEE du Conseil.

- Laloi du 25 juin 2008 réglementant I'utilisation des OGM.

- Larrété du 19 mars 2007 (2007/358) relatif a la dissémination volontaire a toute autre fin que la
mise sur le marché de produits composés en tout ou partie d'organismes génétiquement modifiés

La directive 2001/20/CE est maintenue de maniére transitoire jusqu’a I'entrée en vigueur du reglement

européen et la mise en place opérationnelle du portail et de la base de données européens.

B. Autorisations préalables avant I'autorisation d’essai clinique
Les autorisations préalables a un essai clinique de MTI ou de MTI expérimental nécessaires sont :
- une autorisation de prélevement (si applicable) octroyée par I'Agence régionale de santé (ARS)
référente du site ;
- une autorisation de fabrication du site du MTI ou du MTI expérimental (établissements pharmaceu-
tigues autorisés ou établissements de santé autorisés) conformément aux BPF ;
- une autorisation d’'importation ou d’exportation de la matiere premiére de départ et/ou du MTI ou
MTI expérimental si besoin ;
- un avis du Haut Conseil des Biotechnologies (HCB) concernant le classement du produit de thé-

rapie génique et des mesures de confinement a mettre en place pour sa manipulation.

C. Procédure actuelle de demande d’autorisation de RIPH pour un MTI en France
Le promoteur dépose un dossier de demande aupres de 'ANSM et aupres d’'un Comité de Protec-
tion des Personnes (CPP) tiré au sort. La date de réception du dossier complet du promoteur a 'ANSM
marque le début du calendrier réglementaire (JO). Le CPP veille principalement a la protection des per-
sonnes qui se prétent a une RIPH et a 35 jours pour émettre son avis favorable ou défavorable sur
I'éthique de la recherche. La déclaration ou I'autorisation de la Commission nationale de I'informatique et
des libertés (CNIL) concernant la protection des données individuelles doit également étre fournie ainsi

que l'assurance de I'essai clinique (Eigure 6).

La procédure différe selon la nature du MTI ;

- Pour les médicaments cellulaires, tissulaires ou combinés de thérapie cellulaire ou tissulaire,
I'’ANSM dispose d’'un délai de 90 jours pour évaluer la demande (période de recevabilité technico-ré-
glementaire incluse) suivant la date de réception du dossier complet. Toutefois, si TANSM estime que
des informations complémentaires, consultations ou études particulieres sont nécessaires pour lui

permettre de se prononcer sur la demande, elle peut prolonger ce délai de 90 jours supplémentaires.
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L’Agence de la biomédecine (ABM) est également sollicitée et dispose de 40 jours pour transmettre
son avis.

- Pour les médicaments de thérapie génique ou combinés de thérapie génique, 'ANSM dispose
d’'un délai de 120 jours pour évaluer la demande (période de recevabilité technico-réglementaire in-
cluse) suivant la date de réception du dossier complet. Le délai peut étre prolongé selon la durée
gu’elle estime nécessaire pour compléter les informations demandées. L'HCB est aussi sollicité par
I’ANSM concernant I'agrément des sites impliqués dans I'essai clinique et les mesures de confinement

devant étre mises en place pour le patient auquel sera administré le MTI ou MTI expérimental.

Une absence de réponse de '’ANSM a lissue du délai équivaut a un rejet de la demande d’autorisa-
tion. La recherche ne peut donc démarrer qu’aprés une autorisation expresse de ’ANSM et un avis favo-
rable du CPP. La distribution du MTI sera assuré par la PUI tandis que celle du MTI expérimental sera

faite par le site de fabrication (souvent les UTC).

Figure 6 : Démarche nationale de demande d’autorisation des essais clinigues MTI en France
avant 2019.
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D. Procédure de demande d’autorisation de RIPH pour un MTI ou MTI-PP apres entrée

en vigueur du reglement (UE) 536/2014

En 2019, lors de I'entrée en vigueur du reglement (UE) 536/2014, les changements par rapport a la

procédure actuelle seront les suivants (Eigure 7) :

- Le dépbt de la demande d’autorisation se fera sur le portail européen unique.

- L’évaluation de la demande s’effectuera en parallele avec I'examen de deux parties distinctes :
scientifique et éthique. L'évaluation de la partie scientifique sera centralisée pour tous les états
membres et coordonnée par un état membre rapporteur. Chaque état membre devra se prononcer

individuellement concernant la partie éthique. Il est a noter :

e Si le promoteur envisage de mettre en place des centres de recrutement en France alors I'autori-
té compétente francaise - ici 'ANSM - devra communiquer a I'Etat membre rapporteur son avis
scientifiqgue. De méme, I'organisme en charge de I'éthique - ici le CPP - donnera son avis pour la

partie éthique.

¢ Pour les médicaments cellulaires, tissulaires ou combinés de thérapie cellulaire ou tissulaire,
'avis de '’'ABM ne sera plus sollicité. Pour les médicaments de thérapie génique ou combinés de
thérapie génique, le fabricant devra déposer une demande a part pour 'agrément des sites impli-
qués dans l'essai clinique et les mesures de confinement devant étre mises en place pour le patient

auquel sera administré le MTI ou le MTI-PP.

Au total, une décision unique sera notifiée sur le portail européen. Le délai d’évaluation se situe entre

110 jours (aucune information complémentaire demandée) et 141 jours.
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Figure 7 : Démarche centralisée de demande d’autorisation des essais clinigues MTI en Europe

apres 2019.

2.4.2. Essais cliniques des MTI

Les petites molécules et les agents thérapeutiques similaires adhérent généralement au pro-
cessus de test clinique en trois phases traditionnelles. Cela commence par des essais a petite échelle
testant une gamme de doses chez des volontaires sains pour établir la dose la plus élevée tolérée
(phase |), avant de passer aux études précoces d'efficacité pour le test dose-réponse et I'optimisation
(phase I) et finalement de passer sur des essais congus pour confirmer et caractériser pleinement I'effi-
cacité du produit (phase lll). Les essais de phase Il constituent la base de I'analyse co(t-efficacité et de

l'autorisation de mise sur le marché ultérieure, mais les données de phase Il et | peuvent étre incluses.

Les thérapies cellulaires et géniques ne s'inscrivent pas précisément dans ce cadre, et de nouveaux
plans de développement clinique sont souvent nécessaires. En raison de la possibilité d'une persistance
a long terme des thérapies cellulaires et géniques et des toxicités liées, leur profil de risque en phase |
rend le test sur des volontaires sains injustifiable. Les essais cliniques précoces font donc généralement

partie d'une population de patients malades similaires a celle du marché ciblé, et les essais integrent
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souvent l'efficacité dans les criteres d'évaluation secondaires, aboutissant a une classification de phase |

/1l (Figure 8).

La diversité des thérapies innovantes signifie qu'il n'y a pas d'approche unique pour tous. Cette
confusion des phases d'essai traditionnelles complique le processus de développement clinique et
exige que les développeurs des MTI collaborent avec les organismes de réglementation pour ratifier leur

logique de développement clinique et concevoir des essais cliniques pertinents et validés.

La rareté de la maladie, le degré de bénéfice attendu et le profil d'innocuité prévu affecteront le
nombre de participants et d'autres aspects de la conception de chaque essai. Alors que les médica-
ments a petites molécules recrutent régulierement des centaines de patients dans plusieurs essais de
toutes les phases avant la soumission de 'AMM, les MTI sont des thérapies a plus petits marchés. Gly-
bera® (une thérapie génique de statut orphelin) a été approuvé aprés deux essais cliniques totalisant

seulement 19 sujets (plus un essai rétrospectif sur 17 des sujets précédents).

Figure 8 : Comparaison des phases clinigues de développement d’'un médicament classigue (A)

par rapport aux MTI (B).

Au premier trimestre 2018, on note ainsi la présence de prés de mille essais cliniques en cours de
thérapie cellulaire et génique a travers le monde. lls sont majoritairement constitués d’essais en phases |/
[l (> 90%). De maniere intéressante, le cumul du nombre d’essais cliniques de thérapie génigue (in vivo
et ex vivo) est 2 fois supérieur a celui des thérapies cellulaires somatiques, étant le reflet du développe-
ment clinique récent des nouvelles techniques d’édition du génome (Figure 9). Ces chiffres sont néan-
moins a prendre avec preécaution puisque la dénomination légale des sous-types de MTI n’est pas iden-
tiqgue dans le monde. Selon 'EMA, une partie de la thérapie génigue ex vivo peut étre définie comme de

la thérapie cellulaire somatique si le géne transféré n’est pas directement lié a 'effet. De plus, on observe
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des chiffres tres bas en termes d’essais cliniques d’ingénierie tissulaire (24 essais cliniques), ce qui est
la encore a corréler avec le fait que certaines thérapies cellulaires somatiques a visée régénérative sont
considérées par 'EMA comme des médicaments issus de I'ingénierie tissulaire et cellulaire. Une étude
rétrospective de 1999 a 2015 (Eigure 10) démontre la présence de 53,6% de sCTMP, 22,4% de GTMP,

22,8% de TEP et 1,2% de médicaments combinés ce qui semble plus prés de la réalité 12

Figure 9 : Essais cliniques en cours au premier trimestre 2018 selon la classification américaine. 2.

Figure 10 : Classification des essais clinigues de MTI entre 1999 et 2015 12,
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La principale indication de ces MTI en essai clinique est 'oncologie qui explose en 2018 (a plus de
50%) par rapport aux décennies précédentes (environ 25%). L'avenement des lymphocytes T modifiés
génétiqguement pour lutter contre des hémopathies malignes en est 'exemple type. Viennent ensuite les
pathologies cardio-vasculaires a pres de 10% (insuffisance cardiaque congestive, infarctus du myo-
carde, ischémie critique des membres, etc.) et neurologiques a environ 6% (sclérose en plaque, Alzeih-
mer, Parkinson, etc.) qui sont les grands défis de notre siécle liés au vieillissement des populations (Ei-
gure 11). Les demandes de classification au CAT de 'EMA refletent les tendances des futurs MTI en
cours de développement. Ce que l'on peut extraire de ces données, c’est la prépondérance des de-
mandes en chirurgie esthétique / dermatologie pour la cicatrisation d’'une plaie ainsi que les pathologies

musculo-squelettiques soulignant les besoins de la communauté médicale.

Source : EMA

2.5.L’autorisation de mise sur le marché des MTI

Lautorisation de mise sur le marché des MTI est différente d’un pays a 'autre du globe. La Corée
du Sud a été le premier pays a proposer des approbations conditionnelles en 2001, mais pas spécifi-
qguement pour les thérapies innovantes. La Food and Drug Administration de Corée (KFDA) a autorisé 18
produits cellulaires depuis 2001 et la plupart d'entre eux conditionnellement. Le Japon a été le deuxieme
pays a adopter une Iégislation d'approbation conditionnelle avec la loi de 2013 sur les produits pharma-
ceutiques, médicaux et autres produits thérapeutiques (PMDA). Grace au systeme japonais, des médi-
caments dont l'innocuité et I'efficacité potentielles ont été prouvées pourraient étre autorisés a la suite de
données d'efficacité de phase Il, évitant ainsi les études de confirmation d'efficacité de phase Il a
grande échelle 13, Les promoteurs ont alors le devoir de recueillir les données sur l'efficacité des patients

en post-commercialisation pour satisfaire les conditions d'approbation, dont les détails exacts et les exi-
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gences varient au cas par cas. Bien que ce ne soit pas la premiére loi d'approbation conditionnelle en
place, cette décision a suscité beaucoup d'attention et de conflits, certains commentateurs ayant critiqué
le Japon pour avoir «abaissé la barre» d'approbation du marché et compromis ainsi la sécurité des pa-
tients. Cette initiative pionniere et courageuse a toutefois permis une plus grande accessibilité des MTI
dans le monde notamment en Europe et aux Etats-Unis et I'élaboration de plusieurs programmes d’accé-

|ération de leur commercialisation.

2.5.1.Sur le marché européen

Dans la directive européenne 2001/83/CE1, telle que mise en ceuvre au niveau national, les MTI
doivent étre autorisés par I'EMA avant d'étre commercialisés. La procédure d'autorisation centralisée est
le mécanisme obligatoire pour les médicaments a usage humain y compris les MTI, a la suite de laquelle
les produits sont autorisés & la vente dans tous les Etats membres de I'UE simultanément. La demande
est évaluée par le dépdt du dossier d’AMM, un document important soumis par le développeur de la
technologie, qui fournit des preuves des caractéristiques du produit, de I'utilisation prévue et du profil
d'innocuité et d'efficacité démontré par un essai clinique (Figure 12). Sur présentation a 'EMA, le comité
des médicaments a usage humain (CHMP) évalue le document par l'intermédiaire de ses groupes de
travail concernés, en réalisant une analyse des risques et avantages des données présentées pour
émettre un «avis scientifique». La décision du CHMP peut étre positive, négative, conditionnellement
positive avec obligations, ou positive dans des circonstances exceptionnelles 4. L'avis scientifique du
CHMP est transmis a la Commission européenne (CE), qui dispose alors de 67 jours pour examiner l'avis
et délivrer une autorisation ou le rejet en conséquence. Dans le cas d'un refus d'autorisation de mise sur
le marché, le retour d'information est généralement fourni au demandeur, aprés quoi il peut modifier et
soumettre a nouveau son dossier d’AMM. Les autorisations de I'EMA prennent généralement plus de
temps que la FDA en raison de la période d'arrét au 120eme jour du processus de révision, ce qui per-
met au demandeur de préparer des réponses aux questions soulevées par I'EMA. L'ensemble du pro-
cessus d'approbation peut prendre jusqu'a 277 jours. Les AMM accordées sont valables pour 5 ans
lorsgu'elles sont inconditionnelles et 1 an lorsqu'elles sont conditionnelles, apres quoi elles doivent étre
renouvelées. L'EMA fournit des conseils détaillés sur la procédure d’AMM spécifiques aux MTI, dispo-

nibles sur son site Web (http://www.ema.europa.eu).

En cas d’évaluation positive, le médicament est approuvé et recoit son « autorisation de mise sur le
marché » européen. Mais cela ne veut pas encore dire que les patients ont accés a ce nouveau médi-
cament. L'accessibilité des MTI est pourtant un enjeu majeur de commercialisation de ces thérapies in-
novantes. Parce que les MTI concernent souvent le traitement de maladies rares ayant un intérét majeur
et de dernier recours, I'Union Européenne a mis en place différentes voies pour faciliter un acces rapide
de ces MTI aux patients malades (Eigure 13).

32


http://www.ema.europa.eu

Figure 12 : L es différents modules composant le dossier d’AMM.

Figure 13: Schéma des différentes programmes et dénominations pour la commercialisation de

MTI en Europe selon le degré de données clinigues disponibles 15.

Dans le cas de données cliniques suffisantes, il est généralement octroyé une légére réduction
du temps d’évaluation par 'EMA de 210 jours a 150 jours pour I'obtention de 'AMM si le MTI présente
un intérét majeur en terme de santé publique. Récemment le CHMP en concordance avec I'EMA a déve-
loppé un outil d'évaluation autonome appelé PRIME pour « PRlority MEdecine » (ou médicament priori-
taire) pour les MTI montrant une supériorité thérapeutique ou répondant a un besoin médical fort. Le

schéma des PRIME favorise par exemple un dialogue précoce, une coordination, et des conseils des
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autorités de réglementation sur le programme de développement et peut initier la procédure d'évaluation
accélérée au moment de I'AMM 16, || existe actuellement en Europe 12 MTI ayant suivi ce schéma de

développement (Tabl 4).

Tableau 4 : Liste des médicaments développés a I'aide du schéma PRIME en mai 2018 15.

Aire

Nom Description thérapeutique Indication Compagnie
SPK-9001 V(:}cteur viral adéno-associé contenant un variant du Hématologie Hémophilie B Spark )
geéne du facteur IX Therapeutics
AMT-060 Vecteur viral adéno-associé sérotype 5 contenant le anEalEte Hémophilie B uniQure
géne du facteur IX humain 9 p
Vecteur viral adéno-associé sérotype 5 contenant un
BMN 270 variant supprimé du domaine B du géne du facteur VIl Hématologie Hémophilie A BioMarin
de la coagulation humaine
Lymphocytes T allogéniques cytotoxiques spécifiques Infection par le virus d'Epstein- Atara
ATA129 du virus d'Epstein-Barr Hématologie Barr en post-transplantation Biotherapeutics
réfractaire au rituximab
Cellules souches hématopoiétiques CD34+ autologues
Lentiglobin transduites avec un vecteur lentiviral codant pour le Hématologie Béta-thalassémie majeure Bluebird Bio
géne humain de la globine bA-T87Q
AVXS-101 V(:}cteur viral adeno-aSSOC|e sérotype 9 contenant le Neurologie Atrophie r:nqscylalre spinale de AveXis
géne SMN humain type 1 (Pédiatrie)
DNX-2401 Adeﬂowrus de sérotype 5 cqntenaqt une qellgthn ) Oncologie Glioblastome récurrent DNAtrix )
partielle du E1A et un domaine de liaison a l'intégrine Therapeutics
Cellules T (CD{lf/CD8+) autologues t,ransdunes avec Sarcome synovial inopérable ou
NY- un vecteur lentiviral codant pour un récepteur Oncologie métastatioue exprimant ARG
ESO-1¢259T antigénique chimérique dirigé contre I'antigene tumoral 9 netastaq p p
I'antigéne tumoral NY-ESO-1
NY-ESO-1
Cellules T (CD4+/CD8+) autologues transduites avec ) N
JCARO017 un vecteur gammarétroviral codant pour un récepteur Oncologie tﬁmﬁ:g'g?é(i'rzﬂfaﬁgrandes #r;(:a eutics
antigénique chimérique anti-CD19 p
Cellules T autologues transduites avec un vecteur Leucémie lymphoblastique aigué
CTLO19 lentiviral codant pour un récepteur antigénique Oncologie a cellules B rechute/réfractaire Novartis
chimérique anti-CD19 (Pédiatrie)
KTE-C19
Qellules T autologues tran§dU|tes avec un vecteur ) Lymphome diffus & grandes )
rétroviral codant pour un récepteur antigénique Oncologie cellules B rechute/réfractaire Kite Pharma
chimérique anti-CD19 CD28 / CD3-zéta.
Vecteur viral associé a un adénovirus de sérotype 8 . Achromatopsie associée a des ;
AT contenant le géne humain CNGB3 Clghilinglzle anomalies du CNGB3 MeiraGTx
Date de la
recherche : 21 Source : http://www.ema.europa.eu/emal/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000660.jsp
mai 2018
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Dans le cas de données cliniques insuffisantes, les MTI peuvent tout de méme étre accessibles pour
des patients dans des cas de pathologies particulierement graves, et/ou de maladies orphelines. Pour
répondre a ces besoins, I'autorisation peut premierement étre donnée par un état membre, c’est le cas
des utilisations compassionnelles si aucun autre traitement n’est disponible, et des exemptions hos-
pitalieres (MTI-PP) dans un hopital donné pour un patient donné. Deuxiemement, il existe des autorisa”
tions centralisées (européennes) pour une approbation conditionnelle valable 1 an et renouvelable se-
lon de nouvelles données cliniques fournies (cas de Zalmoxis® et Holoclar®), ou dans des circons-
tances exceptionnelles si la situation est impossible a gérer (ex. rareté des patients) selon une balance

bénéfice / risque.

Mis a part ces autorisations, celle qui est la plus intéressante pour un fabricant de MTI est la
désignation orpheline. Un produit orphelin bénéficie de plusieurs avantages notamment financiers pour
la commercialisation (ex. réduction de frais administratifs), d'une assistance procédurale, de conseils
scientifiques et d’une exclusivité commerciale de 10 ans pour chaque indication. Quatre des six MTI du
marché sur le marché Européen répondent actuellement a cette désignation orpheline : Alofisel®, Holo-
clar®, Strimvelis®, et Zalmoxis® (Tableau 5).

Tableau 5 : Désignation des MTI commercialisés sur le marché Européen

Source : EMA

Alofisel®

Holoclar®

Strimvelis®

Zalmoxis®

Imlygic®

Spherox®

En France, il existe également I'’Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) qui permet d'utiliser un
médicament qui ne dispose pas d'une AMM frangaise ou européenne, afin de traiter des maladies graves
ou rares qui ne disposent pas de traitement adéquat (Tableau 6). Cette désignation n’est pas tres utilisée
pour les MTI mais dans le cas de MTI expérimentaux frangais pourrait étre pertinente avant le dépot
d’AMM européenne.
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Options d’acceés rapide

Tableau 6 : Acces rapides au marché Européen 15

Description / Critere d’Eligibilité

Evaluation accélérée

Offre un temps d'évaluation réduit par le CHMP / CAT pour les médicaments innovants susceptibles d'avoir un
intérét majeur pour la santé publique. Le temps d'évaluation est réduit de 210 jours a 150 jours.

PRIME Les médicaments permettant de traiter des affections dépourvues d'options thérapeutiques disponibles ou de
médicaments présentant une supériorité thérapeutique sur les traitements actuels pour une indication spécifique
sont désignés MEdicaments PRIoritaire (PRIME). Ces PRIME bénéficient des premiers avis scientifiques et d’'une
évaluation accélérée, visant a traiter les patients au plus tot.

Utilisation Les Etats membres peuvent autoriser |'utilisation de médicaments non autorisés pour traiter des patients

compassionnelle présentant un pronostic vital grave, durable ou gravement handicapant de maladies pour lesquelles aucun
médicament actuellement autorisé n'est disponible. Ce n'est pas une approbation centralisée, mais 'EMA peut
fournir des recommandations aux autorités nationales concernant I'utilisation compassionnelle de certaines
thérapies lorsqu'elles sont demandées.

Désignation orpheline Une dénomination accordée aux médicaments destinés a étre utilisés pour le traitement de maladies rares ou la
prévalence de I'UE n'est pas plus de 5 sur 10 000, ou lorsqu'’il est peu probable que la commercialisation du
produit génére des rendements suffisants pour justifier un investissement nécessaire a son développement. Un
produit désigné orphelin bénéficie d'un conseil scientifique, d'une assistance procédurale, d’une réduction des frais
administratifs et d'une exclusivité commerciale de 10 ans pour chaque indication, qui peut étre prolongée de 2
années supplémentaires apres I'obtention d'un plan d'investigation pédiatrique (PIP).

Exemption hospitaliere Une autorisation qui peut étre accordée par les Etats membres de I'UE pour des MTI non autorisés a utiliser sur
une base de patient nommé dans un hépital I'établissement dans le méme Etat membre seulement et sous la
responsabilité exclusive du médecin traitant.

Approbation
conditionnelle

Autorisation de mise sur le marché de médicaments répondant a des besoins médicaux non satisfaits sur la base
de données de sécurité et d'efficacité moins complétes que normalement requis. L'autorisation est valable pour 1
an et peut étre renouvelée sur la base des nouvelles données cliniques fournies.

Circonstances
exceptionnelles

Autorisation de mise sur le marché du médicament en I'absence de données complétes sur l'innocuité et
I'efficacité fondées sur des circonstances impossibles a gérer, par exemple, la rareté des patients. Cette
autorisation est revue annuellement par un rapport bénéfice / risque.

ATU (France uniguement) | Autorisation temporaire d'utilisation d’'un médicament qui ne dispose pas d'une AMM frangaise ou européenne,
afin de traiter des maladies graves ou rares qui ne disposent pas de traitement adéquat. L'ATU peut étre accordée
pour un patient particulier (AMM nominative), ou pour un groupe de patients (AMM de cohorte). La firme
pharmaceutique doit justifier I'efficacité présumée du médicament dont I'évaluation est insuffisante, et s'engager a
déposer une AMM dans un délai fixé.

2.5.2. Sur le marché américain

La FDA réglemente tous les tests, la fabrication et la commercialisation des MTI dénommeés
ATMP destinés a traiter les maladies humaines en vertu de la loi « Food and Drug Act » (FDCA). Les
produits biologiques sont également régis par la loi sur les services de santé publique. En ce qui
concerne les techniques de fabrication, I'application prévue et le mode d'action principal, les tissus hu-
mains et les produits cellulaires peuvent également correspondre a la définition d'un dispositif médical,

d'un médicament ou d'un produit/dispositif biologique.

Les produits biologiques sont autorisés a la commercialisation sur la base de la présentation
d’'un « Biologics License Application » ou BLA, un dossier compilant toutes les données cliniques gé-
nérées, similaire a ’AMM de 'EMA. La plupart des thérapies de pointe sont également classées comme
médicaments, selon la définition du 21 U.S.C. § 321 (g) (1): « a) les articles destinés au diagnostic, a la
guérison, a l'atténuation, au traitement ou a la prévention de la maladie et (b) les articles (autres que ali-
mentaires) destinés a affecter la structure ou toute fonction du corps humain [...] ». Ces dernieres né-
cessitent en amont le dép6t d'une demande de « Investigational New Drug » (IND) avant I'initiation de
I'essai clinique et la fabrication subséquente du médicament conformément aux pratiques BPF (GMP

pour « Good Manufacturing Pratices »).
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La désignation accélérée « Fast-Track » offre des réunions de soutien avec la FDA en pré-
paration pour le dépdt d'IND. Ce chemin est congu pour discuter de la conception d'essais cliniques de
phase | et de phase Il, des préoccupations dose-réponse, de I'utilisation de biomarqueurs, etc. Ce pro-
gramme est congu pour soutenir et accélérer le développement clinique pour des thérapies promet-
teuses. A ce jour, la majorité des thérapies innovantes utilisant la désignation « Fast Track » sont des thé-

rapies géniques.

Depuis I'apparition des MTI dans la Iégislation américaine, il existe une autre voie de commer-
cialisation suivant le type de MTI (Tableau 7). En juillet 2012, la loi de la sécurité et de I'innovation de la
FDA est signée et prévoit un chemin particulier pour les médicaments révolutionnaires dénommeés
« Breakthrough therapies » bénéficiant d’'une accélération de I'évaluation du BLA par la FDA en 60
jours ou moins. Cette mise sur le marché est basée sur des preuves cliniques préliminaires d'innocuité et
d'efficacité, avec un «examen continu» pour confirmer les données d'efficacité prévues. La FDA offre
également un soutien dans la conception de tout essai clinique supplémentaire nécessaire. Il est a noter
que la soumission d’'une BLA est bien plus rapide que son alter-ego (AMM) en Europe. Le programme

est largement utilisé par les développeurs de MTI, car il permet des ventes anticipées.

La procédure d'approbation accélérée « Accelerated Approval » est congue spécifiquement
pour répondre a des besoins non satisfaits graves ou potentiellement mortels et est comparable au mé-
canisme d'approbation conditionnelle de I'EMA. La voie d'approbation accélérée est utilisée principa-
lement dans les milieux ou I'évolution de la maladie est longue et ou une longue période de temps serait
nécessaire pour mesurer le bénéfice clinique attendu d'un médicament. Les thérapies dans le cadre de
ce programme sont sujettes a des essais de confirmation post-autorisation pour vérifier et décrire plus en
détail les avantages cliniques anticipés du médicament, tel que spécifié a l'article 506 (c) (2) (A) de la
FDCA. Le programme est similaire a celui des « Breakthrough therapies », mais se référe spécifiquement
au statut légal de l'autorisation de mise sur le marché, et tient compte des données cliniques prédictives

et substitutives.
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Tableau 7 : Résumé des programmes de développement des thérapies innovantes américaines

Source : FDA

Malgré le nombre important d’essais cliniques dans le monde, encore tres peu de MTI arrivent

jusqu’a la commercialisation. A I'neure actuelle, on dénombre en Europe seulement six MTI commerciali-

sés en 2018. Néanmoins depuis 2009, au total dix MTI ont été approuvés par 'EMA (Annexe). Parmi les
quatre MTI les plus commercialisés, deux ont été retirés : Provenge® en mai 2015 sur demande de I'ex-
ploitant, et Chondrocelect® en juillet 2016 pour des raisons commerciales. Maci® a été suspendu et enfin
Gybera® a été arrété en 2017 par manque de patients. Aux Etats-Unis, le nombre d’ATMP n’est pas
beaucoup plus élevé mais la FDA a récemment approuvé plusieurs médicaments de thérapie génique

prometteurs (Kymriah®, Yescarta®, Luxturna®).
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CHAPITRE Il : CONTRIBUTIONS TECHNOLOGIQUES A L’AVENEMENT DES
MTI

Parmi les nombreuses technologies et typologies de cellules permettant de générer des MTI, il
est important de considérer certaines d’entre elles qui ont marqué depuis un certain nombre d’années la
recherche en médecine régénératrice et en cancérologie. Nous évoquons bien ici la thérapie cellulaire a
base de cellules souches, I'ingénierie tissulaire, 'immunothérapie, ainsi que la thérapie génique et les

nouvelles techniques prometteuses d’édition du génome.
1. Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire consiste a transfuser ou transplanter des cellules humaines afin de ré-
générer la fonction d’un organe ou de lutter contre une pathologie. Il existe deux types de thérapies cel-
lulaires : I'autologue et I'allogénique. En thérapie autologue, le donneur est la méme personne que le
receveur contrairement a la thérapie allogénique, ou le donneur est différent du receveur. Le risque prin-
cipal des thérapies allogéniques est le rejet immunologique. Ceci s’explique par l'interaction des cellules
du donneur avec les cellules du systeme immunitaire du receveur. En effet, les cellules immunitaires du
receveur que sont les lymphocytes T (LT), les lymphocytes B (LB) et les cellules NK s’activent. La force
de cette réponse immunitaire dépend du degré de différence entre les antigénes du donneur (« non-

soi ») et du receveur (« Soi »).

Les antigénes impliqués dans ces mécanismes appartiennent a une famille de protéines connue

sous le nom de complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) 17.

- Les molécules du CMH de classe | se trouvent a la surface de presque toutes les cellules humaines
(a I'exception des globules rouges). Elles présentent des peptides spécifiques a la cellule et sont re-
connues par les récepteurs des lymphocytes T (TCR) exprimés sur les lymphocytes T cytotoxiques
(CTL) CD8 +. La reconnaissance par le TCR des molécules du CMH de classe | sur une cellule en-
traine la destruction de la cellule par les lymphocytes T CD8 + ou cellules NK. Ce mécanisme de dé-

fense est mis en place pour lutter contre des pathogénes infectieux.

- Les molécules de CMH de classe Il sont exprimées uniquement par les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA), telles que les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B. La présenta-
tion de I'antigéne du « non-soi » sur les molécules du CMH de classe Il conduit a I'activation des cel-

lules auxiliaires T CD4 +.

Dans le cas d’une greffe d’organe solide, les cellules du receveur peuvent attaquer les cellules

du donneur si le receveur n'est pas compatible ou s'il n’est pas suffisamment immunodéprimé. Dans le
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cas d’une greffe de moelle osseuse, le rejet immunologique des cellules peut entrainer la survenue de la
maladie du greffon contre I’'héte (GvHD) si le receveur est immunodéprimé et que les cellules du don-

neur immunocompétentes s’attaquent a 'organisme du receveur (peau, foie, intestin).

Dans le cas des MTI, la probabilité de rencontrer ces barriéres immunologiques dépend du type
des cellules et des tissus utilisés en médecine régénérative (Eigure 14). Les cellules allogéniques de tout
type sont a plus haut risque de rejet et nécessitent d’'induire une tolérance avant I'administration. La
source du tissu est également importante, car il est plus facile d'induire la tolérance vis-a-vis de certains
tissus allogéniques (par exemple, le foie) par rapport a d'autres (par exemple, la peau). De méme, les
cellules autologues peuvent étre immunogénes si elles ont été génétiquement congues pour exprimer
une protéine exogéne. Les cellules souches pluripotentes peuvent acquérir des caractéristiques immu-
nogenes au cours d'une culture prolongée. Les allogreffes de tissu décellularisé utilisé comme matrice
dans l'ingénierie tissulaire ne devraient pas rencontrer de barrieres immunologiques substantielles, car

l'immunogénicité des protéines de la matrice extra-cellulaire est généralement faible 18.

Figure 14 : Probabilité de rejet immunologique selon le type de cellule utilisée en thérapie cellu-

laire 18,

1.1.Utilisation de cellules souches

Les cellules souches (CS) sont des cellules immatures, douées d’auto-renouvellement et ca-
pables de générer un ou plusieurs types de cellules différenciées tout au long de la vie d’'un individu. Le
processus de différenciation des CS se fait par Iintermédiaire de progéniteurs déja engagés mais qui
possedent encore une certaine capacité a proliférer. Selon un modele hiérarchique, les capacités de pro-
lifération et de différenciation diminuent au fur et a mesure que la cellule se différencie, mais elle acquiert

alors les fonctions de I'organe en formation ou a régénérer (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma cellules souches humaines 19.

L'auto-renouvellement des CS est la pierre angulaire du fonctionnement tissulaire afin de ré-
générer au plus vite le tissu et maintenir son homéostasie dans le temps. L'auto-renouvellement est défini
par le fait qu’au moins une des cellules filles doit étre identique a une CS mére apres division. Si les 2
cellules filles sont identiques a la CS mére, il y a eu division symétrique. Par contre, s'il n'y a gu’une seule

cellule fille qui se différencie, il y a eu division asymétrique (Figure 16).

Figure 16 : Schéma de la division cellulaire.

Source : Laboratory of Developmental Stem Cell Biology

L'auto-renouvellement des CS est dépendant du type de CS et donc du tissu dans lequel elles ré-
sident. En effet, une CS hématopoiétique (CSH) n’a pas la méme fréquence d’auto-renouvellement
gu’'une CS de villosité intestinale (ex. cellules LG5R+). Cette capacité a s’auto-renouveler n’est pas for-
cément constante dans le temps, on I'observe principalement lors de perturbations du tissu comme par
exemple la dégénérescence tissulaire suite a une Iésion, le vieillissement ou encore des phénoménes de

mutation maligne (tumeurs).
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[l existe plusieurs types de CS : totipotente, pluripotente, multipotente, unipotente. Parmi les familles
de CS, la communauté scientifique s’est particulierement intéressée aux cellules souches de type em-

bryonnaire et aux cellules souches adultes 20 que nous détaillerons.

1.1.1.Lacellule souche totipotente

Si l'on récapitule le développement physiologique d’un individu (Eigure 17), nous provenons tous
d’'une CS totipotente appelé zygote (oeuf), stade initial de I'embryon, résultant de la fusion de deux ga-
meétes haploides (ex. ovocyte et spermatozoide). Cette cellule est donc capable de donner tous les tis-

sus constituant un individu ainsi que les tissus annexes (ex. placenta, membrane amniotique).

Figure 17 : Les étapes de I'embryogenése 21,

En France, I'utilisation en recherche ou en clinique de ces cellules trés protégées est régie par la loi
de la bioéthique de 1994 (révisée en 2004, 2011, 2013 et 2018).

1.1.2.Les cellules souches pluripotentes
e Les cellules souches embryonnaires

Pendant le développement embryonnaire, les cellules vont conserver leur aptitude a se diffé-
rencier en de multiples types cellulaires. Ainsi, les cellules souches embryonnaires (CSE) isolées de la
masse cellulaire interne du blastocyte au stade 16-40 cellules font également partie des rares cellules
pluripotentes. Ces cellules ont pour avantage d’étre utilisables en grand nombre pour la recherche puis-
gu’il est possible de les amplifier in vitro par clonage sur une couche de cellules stromales dans des
conditions de culture appropriées 22, 23, Ces conditions garantissent la conservation de tout leur potentiel
souche. Dés lors, les scientifiques ont pu engager ces CSE dans différentes voies de différenciation, par
l'intermédiaire d’inducteurs spécifiques tels que le Fibroblast Growth Factor (FGF), le Neural Growth Fac-

tor (NGF) ou encore I'Hepatocyte Growth Factor (HGF).
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L'application clinique étant alors évidente en termes de médecine régénérative et de compréhension
physiologique du développement et comportement tissulaires. Ce sont étymologiquement de vraies CS
puisque leur caractere souche a été vérifié in vivo au niveau clonal par des expériences chez le mammi-
fere de reconstitution d’'un étre entier a partir d'une seule cellule. Cependant les CSE humaines n’ont pu
étre testées dans ces conditions pour des raisons éthiques évidentes 24, Les CSE sont caractérisées par

de hauts niveaux d’expression de certains facteurs de pluripotence tel que OCT-4, SOX-2 et NANOG 25

26,

Depuis le 6 ao(t 2013, la loi n°2013-715 a modifié la loi n°2011-814 du 7 juillet 2011 relative a la bioé-
thique en autorisant sous certaines conditions la recherche sur 'embryon et les CSE apres consentement
écrit libre et éclairé des deux parents. En effet, l'autorisation délivrée par 'Agence de la BioMédecine
(ABM) et I'autorisation ministérielle nominative sont octroyées sous réserve de différents critéres énoncés

dans l'article suivant :

« Art. L. 2151-5.-1. — Aucune recherche sur I'embryon humain ni sur les cellules souches embryon-

naires ne peut étre entreprise sans autorisation. Un protocole de recherche conduit sur un embryon hu-

main ou sur des cellules souches embryonnaires issues d’'un embryon humain ne peut étre autorisé que si

« 1° La pertinence scientifique de la recherche est établie ;

« 2° La recherche, fondamentale ou appliquée, s’inscrit dans une finalité médicale ;

« 3° En I'état des connaissances scientifiques, cette recherche ne peut étre menée sans recourir a ces
embryons ou ces cellules souches embryonnaires ;

« 4° Le projet et les conditions de mise en ceuvre du protocole respectent les principes éthiques relatifs

a la recherche sur I'embryon et les cellules souches embryonnaires.

Les contraintes imposées par ce type de thérapies ont conduit a un faible nombre d’essais cliniques.
On peut citer cependant le 1e" essai a base de CSE humaines en 2009 élaboré par Geron Corporation
(Etats-Unis), afin de gérer des oligodendrocytes a ré-injecter dans le cas de traumatismes de la moelle
épiniere 27, Cet essai fut arrété en 2011 a la suite de la phase | ayant inclus 10 personnes a cause du

manque d’efficacité clinique observée, malgré I'absence d’effets indésirables graves 28,

En 2010, Advanced Cell Technology lance un essai clinique sur I'injection intra-oculaire de cellules
épithéliales pigmentées rétiniennes (RPE) dérivées de CSE. Au cours de I'essai de phase |, la vision des
patients n'a pas empiré et aucun effet secondaire négatif n'a été signalé. D’apres les communiqués, la
correction de 'acuité visuelle dans la dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA) et la maladie de

Stargardt semble prometteuse 29.
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En résumé, les CSE sont capable de s’auto-renouveler indéfiniment et de se différencier dans tous les
types de cellules du corps humain. Elles présentent donc un grand potentiel pour la thérapie cellulaire
des maladies incurables telles que les maladies dégénératives neuronales, I'insuffisance cardiaque et la
dégénérescence maculaire. Ce potentiel est encore renforcé par les données prometteuses sur l'innocui-
té et I'efficacité des essais cliniques en cours sur le traitement de la dégénérescence maculaire a base
de CSE 30, Cependant, un des principaux défis pour I'application clinique de la thérapie a base de CSE
est le rejet immunitaire allogénique par le receveur des cellules dérivées du CSE du donneur. La généra-
tion récente de cellules souches pluripotentes induites (iPSC) autologues par reprogrammation nu-
cléaire des cellules somatiques du patient peut permettre que des cellules autologues dérivées d'iPSC

puissent étre transplantées chez les patients sans le risque de rejet immunitaire 31.

* Les cellules pluripotentes induites

Prix Nobel de médecine en 2012, Shinye Yamanaka découvre que 'expression forcée de seulement 4
facteurs de transcription (OCT-4, SOX-2, C-MYC et KLF4) est capable de reprogrammer des cellules mu-
rines somatiques en cellules pluripotentes 32 (Eigure 18).

- Octamer-binding transcription factor 4 (OCT-4), intervient lors du passage de la morula au blasto-

cyste 33.

- SRY-box 2 (SOX-2) joue un réle important dans la pluripotence et la capacité d’auto-renouvelle-

ment des cellules embryonnaires 34,

- Krlppel-like factor 4 (KLF4) peut activer ou réprimer la transcription.

- C-MYC est un oncogéne exprimé dans les cellules a forte activité proliférative.

Ces cellules génétiquement modifiées sont alors appelées cellules souches pluripotentes induites
(iPSC).

Figure 18 : Génération d’iPSC 35.

Un an seulement apres ce succes, cette méme équipe réalise une reprogrammation de fibro-
blastes humains adultes a I'aide des mémes facteurs 36. En 2007, I'équipe américaine de Thomson J.A.
37, travaillant également sur des fibroblastes humains choisit d’autres facteurs pour réaliser la repro-
grammation, OCT-4, SOX-2 et deux autres que sont :

- NANOG, intervient également dans le maintien des propriétés d’auto-renouvellement et de pluripo-

tence des cellules embryonnaires 38,
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- LIN 28, exprimé au début de 'embryogenése et fonctionnant comme stimulant de la différenciation

cellulaire 39.

D’autres génes ont également été utilisés par d’autres équipes pour réaliser des cellules pluri-
potentes induites (KIf5, Kif2, n-Myc, Esrrb...). Plusieurs combinaisons de ces genes ont été étudiées afin

d’évaluer l'efficacité de reprogrammation des cellules adultes 40,

Tout comme les CSE, les iPSC ont un fort intérét en médecine régénérative mais une complexité
de mise en place plus importante. De telles lignées cellulaires peuvent proliférer indéfiniment en culture,
et en mimant la physiologie du développement, les iPSC peuvent théoriquement se différencier en tous

les types cellulaires (érythrocytes, plaquettes, etc.) 41,

Un essai clinique est actuellement en cours au Japon (Riken Center for Developmental Biology)
utilisant un épithélium pigmentaire rétinien (RPE) dérivé d'iPSC autologues ou un patient a été traité en
2015 {Mandai:2017bi}. Cet essai fut suspendu apres que des mutations dans les lignées d’iPSC utili-
sées soient identifiées. Un an aprés I'arrét de cet essai, I'étude a redémarré sous une nouvelle forme en
partenariat avec I'université d'Osaka et I'ndpital de Kobe en utilisant cette fois ci des iPSC d’une banque
en parallele de celles du patient (afin d'augmenter les contréles qualité en amont et de diminuer le cot

de production).

La 2eme gpplication clinique des iPSC vient d’étre autorisée au japon (16 mai 2018) et il s’agit de
différencier les iPSC en cellules cardiaques afin de créer un patch (de 100 millions de cellules) que les
chirurgiens vont greffer sur la zone 1ésée du coeur. Ce patch permettrait de libérer les facteurs de crois-
sances adéquats pour la régénération en cas de maladie cardiaque (médicament d’ingénierie tissulaire).
Cette étude serait “Une maniére tres élégante et intelligente de délivrer des cellules” selon Philippe Me-
nasché, chirurigen cardiaque et spécialiste francais a I'Hopital Georges Pompidou de Paris. Cependant
I'instabilité génétique des iPSC ainsi que les limites dues a leur délai d’obtention (environ 7 mois pour

obtenir un clone) en font des thérapies assez compliquées a entreprendre en 2018.

1.1.3.Les cellules souches adultes multipotentes

Les cellules souches adultes (CSA) sont des cellules rares présentes chez I'adulte dans de
nombreux tissus, au sein d’'un microenvironnement particulier ou niche 42. Elles constituent de ce fait un
réservoir de cellules régénératives nécessaires au renouvellement physiologique des cellules matures ou
apres lésion pathologique (Eigure 19). Au niveau expérimental, la preuve formelle du caractére souche
des CSA est la capacité en post-lésion a régénérer structurellement et fonctionnellement a long terme

I'organe dont elles dérivent.
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Figure 19 : L e microenvironnement (niche) détermine le devenir des CSH.

Source : © Laboratory of Developmental Stem Cell Biology

Ces CSA sont particulierement présentes dans la moelle osseuse, le foie, les muscles sque-
lettiques, le coeur, les glandes mammaires, la peau, l'intestin et le systeme nerveux central. Contraire-
ment aux CSE et iPSC, les CSA sont moins immatures. Elles ne génerent que les tissus dont elles sont
originaires et peuvent posséder des caractéristiques qui leur sont propres ; ceci explique au niveau fon-
damental les lacunes actuelles en termes d’identification précise de ces CSA. En effet, il faut trouver des
marqueurs cellulaires spécifiques permettant de les localiser in situ, de les suivre au cours du dévelop~
pement ou aprés une Iésion, et ainsi de pouvoir tracer leur descendance dans le temps. Des modéles
animaux génétiquement modifiés tels le zebrafish, 'embryon de poulet ou la souris sont tres utilisés pour

découvrir de nouveaux bio-marqueurs.

Nous détaillerons spécifiqguement deux CSA différentes au sein de la moelle osseuse parmi les
plus utilisées en thérapie cellulaire ; ainsi nous évoquerons la cellule souche hématopoiétique (CSH) et la
cellule souche mésenchymateuse (CSM) dont les perspectives et les attentes en médecine régénérative

sont immenses.

* Les cellules souches hématopoiétiques

Historiqguement, les CSH de la moelle osseuse sont les CSA les plus étudiées et décrites dans de
nombreux modeéles. Les CSH sont multipotentes, a l'origine de toutes les cellules constituant le systeme
sanguin (Eigure 20) : érythrocytes, lymphocytes T/B, macrophages, etc. D’une maniére générale, 'héma-
topoiése est un processus hiérarchique avec pour origine la CSH qui se différenciera en progéniteurs

myéloides ou lymphoides qui eux-mémes se différencieront en cellules sanguines spécialisées 43.
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Figure 20 : L’hématopoiése - Hiérarchie des cellules sanguines normale et pathologique (leucémie

myéloide chronique)
Source : © Standford Medicine Majeti Lab

Au niveau clinique la CSH (greffe) n’est pas considérée comme un MTI mais comme un produit de
thérapie cellulaire puisque ces cellules ne subissent pas de modifications substantielles et sont utilisées
pour la méme fonction essentielle entre donneur et receveur, a savoir la reconstitution hématopoiétique.
La greffe allogénique (ou allogreffe) de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une thérapeutique
validée, qui permet chaque année a un nombre croissant de patients souffrant de maladies graves du
sang, de bénéficier d'un greffon de CSH issu d’'un don. Le donneur est soit membre de la famille (don-
neur apparenté), soit non apparenté si le patient n'a pas de donneur HLA (CMH chez 'Homme) compa-
tible dans sa famille. Les sources des greffons sont triples. Les CSH sont prélevées :

- directement en intra-osseux dans la moelle osseuse en vue d’une greffe ;

- dans le sang périphérique en vue d’'une greffe, aprés mobilisation des CSH de la moelle osseuse
par des facteurs de croissance (G-CSF ou Plerixafor®) ;

- dans le sang placentaire du cordon ombilical aprés un accouchement.

En termes d’indications en 2016, la greffe de CSH traite majoritairement des hémopathies essentiel-

lement malignes (>92%), une tumeur solide (<8%) et une maladie auto-immune (<0.3%) 44.
En dehors de la reconstitution hématopoiétique, les CSH ont été montrées comme possédant un inté-

rét dans le traitement de I'angor, et lischémie cardiaque dans des modéles murins. Immédiatement,

cette observation a déclenché le lancement non seulement d’études pré-cliniques, mais étonnamment,
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aussi de nombreuses études cliniques 45, 46. Un débat général a alors émergé sur les cellules souches
somatiques, dont les CSH, qui pourraient avoir une différenciation plus large, voire un potentiel illimité

similaire aux cellules souches embryonnaires pluripotentes 47.

L'hypothése selon laquelle les CSA peuvent se «transdifférencier» est basé sur le concept que I'en-
gagement des différentes lignées de cellules peut ne pas étre aussi déterministe qu'on le pensait aupa-
ravant, et que certains facteurs peuvent modifier le devenir de lignées cellulaires 48, 49, Cependant, I'utili-
sation de technologies de suivi cellulaire et moléculaire de pointe n'a pas réussi a démontrer la reproduc-

tibilité de ces observations et a sérieusement remis en question la notion de plasticité des CSA.

Contrairement a la «transdifférenciation» hypothétique, d’autres études ont révélé que la majorité des
CSH transplantées étaient mortes ou déja différenciées en cellules hématopoiétiques, dont certaines
(cellules myéloides) pouvaient fusionner avec des cellules de type cardiomyocytes ou hépatocytes 59, 51,
De plus, une évaluation critique des essais cliniques chez des patients atteints de cardiopathies aigué
ou chronique a révélé que les cellules de la moelle osseuse ne greffaient pas de maniére significative et
ne se différenciaient pas en cardiomyocytes, engendrant un bénéfice a court terme 52, En prenant du
recul, cet épisode appelle a une grande prudence avant de pousser les résultats de laboratoire en cli-

nique et les décalages entre les paradigmes publiés et la réalité clinique.

Ces CSH peuvent également étre génétiquement modifiées pour corriger certaines mutations comme
par exemple celles retrouvées dans le déficit immunitaire combiné sévere en adénosine désaminase
(SCID-ADA). Dans les années 1990, les équipes de Blaese et Fischer ont été les premiéres a traiter les
patients atteints de SCID-ADA a I'aide d’une thérapie génique sur les cellules CD34+ 53, 54, Actuellement,
un MTI de thérapie génique ex vivo modifiant les CSH a été approuvé par 'EMA en 2016, il s’'agit de
Strimvelis® de GlaxoSmithKline. D’autres thérapies géniques a base de CSH sont en développement en
Europe afin de lutter contre I'adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-ALD) ou la béta-thalassé-

mie par exemple.

* Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) également appelées cellules stromales mésenchy-
mateuses (Eigure 21), sont des cellules multipotentes résidentes dans les tissus et donnant naissance
aux cellules de I'os, du cartilage, aux cellules adipocytaires, musculaires lisses ou encore a des cellules
stromales supportant I’'hématopoiése 55 56 57, C’est dans les années 1960-1970, qu’'Alexander Frieden-
stein, mettant en culture de la moelle osseuse murine, décrit des cellules mésodermiques non hémato-
poiétiques, adhérentes au plastique et capables de développer des colonies d’aspect fibroblastique
CFU-F (Colony Forming Unit Fibroblasts). Ces CSM encore appelées cellules souches du tissu squelet-
tique %8, possédent un grand potentiel de prolifération qui en font des cellules relativement faciles a am-

plifier ex vivo.
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Figure 21 : Historigue de dénomination des CSM.

Source : R&D systems

La premiére utilisation clinique de ces cellules a été de les combiner avec des biomatériaux pour ré-
parer les fractures des os long %9. Depuis, ces cellules ont été identifiées dans différents tissus, non
seulement dans la moelle osseuse (CSM-MQO), mais aussi dans la pulpe dentaire 69, le tissu adipeux
(ADSC), le cordon ombilical 61, le placenta 62 pour des indications thérapeutiques plus variées. L'acces-
sibilité peu invasive du tissu adipeux comparée a celle de la moelle osseuse conduit a une utilisation cli-
nigue plus importante des ADSC ces dernieres années 3. Les CSM-MO restent toutefois les plus utili-

sées encore aujourd’hui.

Un panel d’experts internationaux 6465 a voulu établir des criteres de caractérisation des CSM via une
liste de marqueurs membranaires, a savoir positives pour le CD90, CD73, CD105 et négatives pour les
molécules hématopoiétiques a savoir le CD45, CD34, et le CMH de classe Il ; et d’autre part, une capaci-
té a se différencier in vitro vers les voies ostéoblastique, chondrocytaire et adipocytaire (Figure 22). Des
données controversées suggerent que les CSM pourraient également se différencier en d’autres types
cellulaires. Il est important de noter que la capacité des CSM a se différencier dans ces voies n'est pas

identiques selon leur origine tissulaire 6.
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Figure 22 : Schéma des voies de différenciations des cellules stromales/souches mésenchyma-
teuses 67,

La capacité des CSM a se différencier in vitro et a favoriser la génération de tissus in vivo trouve de
nombreuses applications cliniques en ingénierie tissulaire notamment en orthopédie 88. En effet, le sys-
teme de culture 3D peut augmenter les potentiels d'interactions cellule a cellule, tout en favorisant la
formation de tissus structurés, ceux-ci étant entierement compatibles pour la transplantation. Habituelle-
ment, les matériaux poreux bio-mimétiques ressemblant a la composition des os trabéculaires, comme
I'nydroxyapatite, le phosphate B-tricalcique, ou les polymeres biodégradables (acide polylactique), sont
largement utilisés pour l'ingénierie des tissus squelettiques. En outre, ces matériaux facilitent I'émer-
gence de technologies avancées de bio-impression employant des CSM. Plusieurs de ces thérapies cel-
lulaires ont déja été approuvées par la FDA en tant que substitut osseux (Oteocel Plus® , Trinity Eviu-
tion® , Cellentra VCBM® , Ovation®) 6 mais encore aucune en Europe en dehors d’essais cliniques (par
exemple, REBORNE, ORTHOUNION, et MAXIBONE) démontrant certains bénéfices dans la cicatrisation
des fractures osseuses, |'ostéonécrose fémorale, ainsi que dans la reconstruction mandibulaire des dé-

fauts squelettiques craniofaciaux 7°.

In vivo, les CSM sont des cellules périvasculaires, de type péricytes ou advanticielles, et comme toute
cellule stromale construisent le microenvironnement. C’est pourquoi elles ne répondent pas de la méme
maniére en fonction des différents tissus et du contexte ; notamment lors d’'un besoin de réparation, qui
consiste a réguler le dépbt de la matrice extracellulaire, la synthése du collagene, la prolifération des
fibroblastes, I'activation des plaquettes, la fibrinolyse et 'angiogenése, et/ou en agissant sur le proces-
sus immunitaire impliquant souvent la suppression des lymphocytes T, I'activation des macrophages et le

recrutement potentiel de neutrophiles.

50



Le champ des CSM a rapidement évolué depuis la démonstration que les CSM amplifiées ex vivo
montraient des propriétés immunomodulatrices. En effet, les CSM répondent activement au stress ou aux
blessures, d'une maniere tres similaire a la fagon dont les cellules du systéme immunitaire adaptatif et
inné réagissent a lI'exposition aux pathogenes ou a I'apoptose. Les CSM adaptées a la culture sécretent
des facteurs paracrines qui modulent l'inflammation (TNFa, NO etc.), stimulent la fonction des cellules T
régulatrices (Treg) et la polarisation des macrophages M2 71, tout en diminuant la fonction des cellules
lymphoides effectrices (TGFb, IDO, PGE2 etc.).

L'effet immunosuppresseur a conduit a I'utilisation des CSM dans de nombreux essais cliniques pour
le traitement de la GvHD résistante aux immunosuppresseurs, maladie qui peut apparaitre apres greffe
de CSH allogénique, 72 73 74 jusqu’a la transplantation d’organes 75 ou le systeme immunitaire des pa-
tients doit étre régulé et revenir a la normale. Plusieurs de ces thérapies ont vu le jour en clinique via l'in-
dustrie Osiris Therapeutics sous le nom de Prochymal® (Remestemcel-L) a base de CSM allogéniques
contre la GvHD approuvées au Canada en 2008, puis par la FDA en 2012. JCR Pharmaceuticals Co.
Ltdd, exploitant la méme licence que Prochymal (Mesoblast) au Japon, lance leur premiere thérapie al-
logénigue sous le nom de Temcell® HS Inj. en 2015 76, Les propriétés immunomodulatrices des CSM sont
également utilisées dans des essais cliniques de maladies inflammatoires (ex.choc septique) 77 et auto-
immunes (ex. lupus, malade de Crohn, sclérose en plaque, sclérodermie) 78. Actuellement, Alofisel®
(darvadstrocel) utilise 'immunomodulation des ADSC pour traiter les fistules anales des a la maladie de
Crohn. Alofisel®, produit par TiGenix (Belgique), est approuvé par I'EMA depuis décembre 2017, alors
que ce méme type de thérapie utilisant des CSM-MO en Corée du Sud a été approuvée en 2012 sous le

nom de Cupistem® développée par Anterogen.

Les CSM sont également capables de produire des morphogénes et des exosomes qui favorisent
'angiogenese (VEGF, IL-8 etc.), le remodelage (EGF, FGF2 etc.) et le recrutement cellulaire (CXCL12,
SCF, IL1RA etc.). Lensemble de ces mécanismes conduit au fort potentiel régénératif des CSM 79. De
méme, les CSM peuvent également participer activement a I'activité bactéricide (IL-37). En 2011, la Co-
rée du Sud lance la premiere thérapie a base de cellules souches somatiques au monde via Hearticell-
gram® (FCB Pharmicell, Corée du Sud) consistant en l'injection de CSM autologues dans le myocarde
directement pour traiter I'infarctus aigu du myocarde. Le but étant par des effets paracrines des CSM de

moduler la réponse inflammatoire et stimuler la vascularisation et la régénération cardiaque 89,

De nombreuses études explorent I'effet thérapeutique des CSM dans le traitement de maladies neu-
rodégénératives, dont la sclérose latérale amyotrophique (ALS), la maladie de Huntington, la sclérose en
plagues, la maladie de Parkinson et la Iésion de la moelle épiniére. De tels bénéfices sont supposés ré-
sulter de la production de facteurs neurotrophiques (NGF, NT-3, BDNF, CNTF, GDNF etc.). Actuellement,
un essai clinigue en phase 1-2 évalue la valeur thérapeutique des CSM génétiguement modifiées pour

surexprimer NT-3, chez des patients atteints de ALS, et les données primaires ont révélé leur innocuité,
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avec des données encourageantes concernant I'amélioration des symptémes des patients 8. De méme,
le transfert adoptif de CSM chez des patients atteints de sclérose en plaques (SEP) avancée est venu
confirmer, stabiliser et améliorer la maladie, avec dans certains cas une récupération visuelle, attribuée a
la fonction trophique des CSM 82, Méme si d’autres utilisations thérapeutiques en médecine régénérative

sont envisageables, seul le stade pré-clinique est atteint 83.

Les CSM qui progressent vers l'apoptose expriment des signaux «eat-me» (de mort cellulaire pro-
grammée) tels que la phosphatidylsérine (PtS), et sont sensibles a I'efferocytose, ou leur phagocytose
par les macrophages conduit a I'expression de facteurs de tolérance immunitaire (Eigure 23). HLA-G
semble également participer a cette tolérance. Ces particularités permettent d’éviter un rejet rapide et
une sensibilisation immunitaire qui en font une technologie de choix en tant que thérapie allogénique.
Les CSM auraient méme la capacité de réguler la mort cellulaire in situ via le transfert de matériel tel que
les mitochondries et autres vésicules favorisant la régénération 8485, La balance entre leur viabilité et leur

apoptose serait donc responsable de leurs effets biologiques in vivo 86,

Figure 23 : Fonctions anti-inflammatoires et pro-régénératives des CSM selon leur viabilité 8.

Ces programmes de recherche clinique peuvent étre autologues, mais sont de plus en plus allogé-
niques 87. Les brevets détenus par I'entreprise Mesoblast (Australie) peuvent freiner le développement
des thérapies allogéniques a base de CSM au vu de 'accord récent réalisé entre Tigenix et Mesoblast
(versement de 24 millions $US) pouvant faire jurisprudence si d'autres industriels souhaitent commercia-

liser ce type de thérapie.
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1.1.4.Les cellules souches adultes unipotentes
Les cellules souches adultes unipotentes appelées aussi cellules adultes progénitrices, possedent
une capacité d’auto-renouvellement semblable aux autres cellules souches, mais leur particularité est
gu’elles se différencient vers un seul type de cellules spécialisées. Ce sont des cellules souches qui
permettent le renouvellement permanent du tissu dans lequel elles se situent. On peut alors citer plu-
sieurs exemples tels que I'épiderme, dans lequel les cellules basales générent seulement des kératino-

cytes ; le muscle, ou la fonction des cellules satellites est unipotente.

La connaissance de ces cellules souches unipotentes est moins fournie que celles décrites aupara-
vant, ainsi de par leur potentiel de différenciation limité et leur difficulté d’identification et d’isolement a

partir des tissus, I'utilisation en clinique des autres types de cellules souches est privilégiée.

Cependant on retrouve en clinique ces CSA unipotentes dans différentes utilisations notamment en
ingénierie tissulaire du coeur en utilisant des myoblastes (Heartsheet®), des articulations a base de
chondroblaste (ChondroCelect®, Maci®, Spherox®, JACC®, Carticel®...), ou la régénération d’un épi-
derme ex vivo a base de kératinocytes et de fibroblastes (Epicel®, Apligraf®, Ginuit®, Laviv®, Derma-
graft®, OrCel®, Permaderm®, Cryoskin®, Myski®, Cell spray®, Bioseed-S®, Laserskin®....).

1.1.5.Résumé sur l'utilisation des cellules souches
Les cellules souches offrent donc un panel thérapeutique trés vaste. Lutilisation des cellules souches
en clinique dépend donc de plusieurs critéres qui sont a prendre en compte par les scientifiques lors
des phases pré-cliniques :
- Leur facilité d'utilisation et de production
* Absence de problemes d’ordre éthique : on privilégiera donc les cellules souches multipotentes
ou unipotentes a celle des CSE.
* Laccessibilité a leur site de prélevement : on privilégiera donc les CSM du tissu adipeux
(ADSC), les iPS de la peau, ou encore les CSH mobilisées du sang périphérique.
* Leur facilité d’amplification in vitro : on privilégiera les cellules capables de s’amplifier rapide-
ment, ce qui reste un probleme majeur pour les CSH.
* Utilisation en allogénique largement envisageable pour les CSM.
* Lexistence de lignée cellulaire : c’est-a-dire I'utilisation d’'une population homogéne de cellules
stables aprés des mitoses successives, et ayant en théorie une capacité illimitée de division. Ce
qui est le cas pour les CSM, les CSE et les iPSC.
- Leur intérét thérapeutique
* La plasticité des cellules : c’est-a-dire la capacité a donner plusieurs types cellulaires différen-
ciés qui est défini par leur potentiel souche.

- Leur faible risque d’effets indésirables
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* Tumorogénicité : leur capacité a engendrer un processus de cancérogenése a la suite de leur
prolifération non contrélée a des stades différenciées ou non qui a été observé dans plusieurs cas
d’injection de cellules souches pluripotentes (CSE / iPSC).

* Immunogénicité : leur capacité d’'induction d’une réponse immunitaire chez le patient.

1.2.Immunothérapie cellulaire

Les traitements spécifiques a base immunologique méme sont encore limités. Par analogie avec les
stratégies immunologiques a but préventif, on distingue I'immunothérapie active, passive ou adoptive
(ACT « Adoptive Cell Transfer »). L'immunothérapie active consiste a stimuler ou a moduler une réponse
immunitaire spécifique chez un individu ayant déja été en contact ou non avec l'antigéne concerné
(principe de la vaccination). L'immunothérapie passive, qui consiste a administrer une source d'anticorps
spécifiques, est avant tout utilisée comme traitement substitutif en cas de déficits en immunoglobulines.
Quant a l'immunothérapie adoptive, elle consiste a administrer une source de lymphocytes T spécifiques

d'un antigéne donné, le plus souvent aprés expansion de ces cellules in vitro.

1.2.1.Les lymphocytes T

Les LT sont des cellules responsables de la réponse immunitaire cellulaire spécifique, qui vise a dé-
truire des cellules infectées par un pathogene ou des cellules cancéreuses. Ces cellules ont pour origine
les CSH et leur maturation a lieu dans le « thymus » (d’ou I'appellation de cellules T), elles expriment
alors a leur surface un récepteur membranaire le TCR. Ces TCR procurent aux LT la propriété de recon-
naitre des fragments peptidiques antigéniques associés aux molécules du CMH et ceci de maniere spé-
cifique. Etant donné le role essentiel joué par les molécules du CMH (ou « HLA » chez I'Homme) dans la
reconnaissance antigénique par les lymphocytes T, utiliser ce type de thérapie doit étre autologue, c'est-

a-dire la méme personne est a la fois donneur et receveur d'une source de lymphocytes T spécifiques.

Font exception a cette régle les cas de receveurs de transplantations allogéniques de cellules
souches hématopoiétiques (CSH), chez lesquels le transfert additionnel de LT dirigés contre des anti-
genes viraux peut les protéger contre les infections ou les lymphomes causés par ces virus dans un or-
ganisme immunodéprimé. Et plus récemment, I'utilisation de LT allogéniques anti-tumoraux génétique-

ment modifiés par génie génétique pour réprimer le TCR 88,

D’apres les dossiers déposés a 'EMA, nous pouvons identifier différentes applications de ces LT

(en dehors de la thérapie génique) :

e en oncologie avec le cas des TIL pour « tumour-infiltrating lymphocytes ». L'idée de cette thérapie
date des années 1980 avec le travail pionnier du Dr. Steven Rosenberg du National Institute of Health
a Bethesda aux Etat-Unis. Le but était d’utiliser les lymphocytes présents dans la masse tumorale, de

les amplifier ex vivo en présence de l'interleukine-2 (IL-2), puis de les réinjecter dans la masse tumo-
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rale (Eigure 24). Rosenberg et ses collaborateurs ont commencé a développer des TIL a partir de tu-
meurs murines et ont démontré une activité anti-tumorale in vivo 89 9 91 Actuellement de nombreux

essais clinigues sont en cours notamment dans le traitement de cancer solide de type mélanome 92,

Figure 24 : Procédé de génération de TIL « tumour-infiltrating lymphocytes » .

e en infectiologie avec le cas des CTL pour (« cytotoxic T lymphocytes ») des lymphocytes T cyto-
toxigues anti-viraux chez 'immunodéprimé en post-greffe 93, Cet état d’immunosuppression profonde
engendré par la greffe de CSH favorise les infections virales, et notamment par les adénovirus, ou les
Herpesviridae que sont le cytomégalovirus ou encore le virus d’Epstein-Barr 94 95, Afin d’éradiquer ces
infections résistantes aux traitements médicamenteux antiviraux, a été développé dans les années
1990 la premiere stratégie d'immunothérapie adoptive anti-infectieuse : la réinjection de lymphocytes
du donneur (« donor lymphocyte infusion » ou DLI). Malgré quelques succes rapportés dans la littéra-
ture, cette technique est aujourd’hui abandonnée dans cette indication du fait du faible nombre de
lymphocytes T spécifiques injectés et du risque associé de survenue d’une GvHD, mais reste d’actua-
lit¢ pour favoriser l'effet thérapeutique GvL de réaction du greffon contre la tumeur. Ces DLI sont
considérées comme des PTC et non comme des MTI. Ces résultats ont mis en évidence I'importance

d’évoluer vers une plus grande spécificité des LT injectés ©.
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Deux options différentes ont été explorées (Eigure 25):

D’'une part, I'élimination des lymphocytes T alloréactifs des cellules du donneur a réinjecter afin de
conserver intacts les lymphocytes T garants de I'activité anti-infectieuse tout en limitant le risque de sur-
venue d’'une GvH. On peut citer les essais pionniers de I'EFS de Besancon utilisant des LT du donneur
génétiquement modifiés avec un géne suicide : la Thymidine kinase inductible par le Ganciclovir 97. Plus
réecemment, Bellicum Pharmaceuticals développe le BPX-501, des LT du donneur génétiguement modi-
fiés avec comme géne suicide : la caspase 9 inductible par un agent chimique (AP1903). En cas de sur-
venue d'une GvH, ces LT peuvent donc étre détruits par 'administration de ces agents chimiques. Les
premiers essais cliniques du BPX-501 avaient montré des résultats satisfaisants contre 'infection au cy-
tomégalovirus (CMV), mais la FDA a suspendu son utilisation en janvier 2018, du fait de I'apparition de 3

cas d’encéphalopathies 9.

D’autre part, la sélection des CTL antiviraux. La premiére option a donné des résultats tres promet-
teurs dans les déficits immunitaires en utilisant une immunotoxine pour éliminer les lymphocytes T allo-
réactifs 99. Mais la perte de l'alloréactivité était couplée a la perte de l'effet GvL anti-tumorale. La se-
conde option consiste a transférer une immunité spécifique issue du donneur en administrant des CTL
dirigés contre un ou plusieurs virus, isolés au préalable in vitro par des techniques immunomagnétiques

et éventuellement amplifiés 100,

Figure 25 : Les stratégies d'immunothérapies adoptives antivirales a base de lymphocytes T 101,
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e pour moduler I'inflammation et I'immunité avec le cas des lymphocytes T régulateurs (Treg). Les
Treg ont un réle fondamental dans le maintien de la tolérance immunitaire. Il a été mis en évidence
dans certaines maladies auto-immunes des déficits qualitatifs ou quantitatifs de ces cellules T. C’est le
cas par exemple du syndrome d'immunodérégulation, polyendocrinopathie, entéropathie auto-immune
lié au chromosome X appelé syndrome IPEX (affection récessive liée a une mutation du gene FOXP3).
La thérapie cellulaire par administration de Treg pourrait avoir un effet a long terme. Elle semble donc
étre une approche séduisante et innovante, d'autant plus que les traitements usuels des maladies
auto-immunes sont souvent non curatifs, et doivent étre administrés de fagon répétée. Des résultats
encourageants ont montré que le transfert de Treg naturels CD4+CD25+Foxp3+ ou de certains Treg
induits in vitro permettait de ralentir I'évolution de ces pathologies auto-immmunes dans des modéles
murins 102, | es capacités immunosuppressives des Treg dépendent de leur activation via le TCR, sug-
gérant que les Treg spécifiques de I'antigene sont plus efficaces que des Treg polyclonaux 103, Plu-
sieurs essais clinigues de phase | et Il ont été entrepris afin de guérir la GvHD aigué 194, ou le diabéete
de type | 105 || est a noter que d’autres essais ont été entrepris notamment pour contrecarrer la surve-

nue d’une GvHD post-transplantation rénale ou hépatique (NCT02711826, NCT02188719).

1.2.2.Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) ont été découvertes en 1973 par Ralph Steinman et Zanvil Cohn alors
que ces derniers cherchaient a comprendre comment une réponse immunitaire était induite dans les
rates de souris 106, Ce sont des cellules immunitaires présentatrices d’antigene (CPA) permettant la re-
connaissance d'un antigene (Ag) spécifique et I'activation de la réponse immunitaire adaptative. Les
macrophages et les lymphocytes B sont aussi des CPA mais les DC sont les seules capables de stimuler
des LT naifs. Ces DC forment un réseau hétérogéne de cellules sentinelles dans les tissus comprenant
des cellules dendritiques myéloides et des cellules dendritiques plasmacytoides qui dérivent d'un pro-
géniteur hématopoiétique. Les DC ayant capté des antigénes exogenes sont capables de migrer dans
les ganglions pour achever leur maturation. L'Ag capturé est alors fragmenté en peptides qui sont appré-
tés dans les molécules du CMH de classes | et I, puis exportés a la surface des cellules dendritiques
pour étre présentés aux LT ganglionnaires. Les peptides exogénes sont présentés sur le CMH de classe
| des LT CD8+ engendrant I'activation de ces CD8+, « tueurs » spécifiques des cellules exprimant I'Ag

exogene.

En clinique, la propriété de présentation de I'’Ag des DC est utilisée pour provoquer une vaccination
thérapeutique. L'oncologie est donc une de leur indication phare. Les cellules dendritiques sont extraites
du sang périphérique apres mobilisation, puis cultivées en présence d’antigénes tumoraux ex vivo (Ei-
gure 26). Ces derniéres chargées d’Ag tumoraux sont réinjectées et pourraient engendrer une réponse

immunitaire spécifique anti-tumorale via les LT CD8+.
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Figure 26 : Traitement des patients atteints de cancer avec des cellules dendritiques activées par
I’ARN tumoral 197,

La majorité des études de thérapie cellulaire comprenant des cellules dendritiques sont principale-
ment en essais cliniques précoces (Phases I/Il) et quelques-uns en phase Il dans le cancer bronchique,
prostatique ou encore rénal. Méme si I'utilisation de DC s’impose en tant que stratégie d’avenir pour
limmunothérapie du cancer, aucun MTI a base de cellules dendritiques n’a été commercialisé en Europe
ou aux Etats-Unis, du fait de I'essor récent des cellules CAR-T (détaillées dans le chapitre 11.3.5) 108, On
peut noter que la Corée du Sud en avance sur la thérapie cellulaire commercialise depuis mai 2007

Creavax-RCC (Ceragene®), des DC autologues contre le carcinome métastatique rénal.

D’autres indications de ces DC sont possibles, comme la GvHD en utilisant des DC plasmacytoides
109, Plus récemment, une équipe japonaise a découvert en 2017 que des DC régulateurs générés a partir
d’'iPS pouvaient lutter contre le rejet de greffe allogénique de coeur en stimulant la migration de Treg et

diminuant I'effet pro-inflammatoire des CTL 110,

2. Ingénierie cellulaire et tissulaire

Les produits issus de l'ingénierie tissulaire (TEP) sont des médicaments innovants et complexes des-
tinés a régénérer, réparer ou remplacer une partie ou la totalité du tissu humain selon le réglement
2007/1394. En plus des caractéristiques du produit, des facteurs non liés au produit peuvent étre impli-
qués (par exemple procédures chirurgicales), zone / volume de tissu manquant, compatibilité des bio-

matériaux (appliqués en paralléle avec les cellules et tissus) qui peuvent influencer le résultat final.
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Ces TEP peuvent donc comprendre :
- une origine humaine, animale ou les deux
- des cellules ou tissus viables ou non viables

- des substances supplémentaires (biomolécules, biomatérieux...)

On peut distinguer deux formes d’ingénierie qui sont intrinsequement liées et permettent le dévelop-
pement de la médecine régénérative correspondant a I'ingénierie cellulaire telles que I'utilisation des cel-
lules souches en 2D (ex. CSM) en vue de régénérer un tissu in situ et I'ingénierie tissulaire au sens

propre du terme en 3D permettant de générer artificiellement des tissus ex vivo.

2.1.Ingénierie cellulaire

Un produit qui répond a la fois a la définition de « produit issu de I'ingénierie tissulaire » et a celle de
« médicament de thérapie cellulaire somatique » est un produit issu de I'ingénierie tissulaire (TEP). C’est
pourquoi, I'injection de cellules en 2D pour régénérer est définie comme un TEP. L'ensemble des cellules
souches embryonnaires et adultes visant a régénérer un tissu 1ésé ou défectueux répond alors a cette

définition. Nous avons détaillé précédemment les technologies cellulaires (cf. Chapitre [1.1.1.Utilisation

de cellules souches), ainsi que des exemples de TEP.

Nous nous focaliserons sur I'ingénierie tissulaire au sens 3D du terme ainsi que ['utilisation de bioma-
tériaux pouvant entrer dans la définition des médicaments combinés de thérapie innovante si celui-ci

comporte un dispositif médical associé aux cellules ou aux tissus.

2.2.Ingénierie tissulaire et médicaments combinés

2.2.1.Cultures 2D versus 3D

La culture de cellules humaines a commencé il y a plus de 65 ans avec les cellules d’Henrietta Lacks
(Hela) cultivées en 2D sur des supports en plastique, aprés de nombreux échecs au XIXeme sigcle 111,
Dans de telles cultures, les cellules adhérent a un plastique ou un verre artificiel, et sont en contact avec
des cellules seulement a leur périphérie. Parce qu'il n’existe pas de gradient d’'oxygéne, de nutriments
ou d’épuration des déchets, cet environnement uniforme n’est pas physiologique. Les cellules ne sont
pas autorisées a s’empiler les unes sur les autres, mais forcées a prendre la morphologie d’'une mono-
couche, ce qui n'est pas naturel pour beaucoup de types cellulaires. Ce modele de culture de cellules
est toutefois utile pour étudier des événements cellulaires et moléculaires importants dans la décision du

sort de la lignée, la différenciation et le maintien des cellules humaines.
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Une des stratégies alors développée est I'établissement de co-cultures augmentant les contacts et
communications inter-cellulaires, mais leur capacité a former une structure multidimensionnelle est tou-
jours inhibée par la surface plane des supports 2D. Les tissus et organes humains sont, quant a eux, des
structures en 3D qui s’auto-organisent et cette organogenése aux mécanismes encore incompris est une
composante manquante dans des cultures 2D conventionnelles (Eigure 27) ; en effet, ces approches ne
peuvent donc récapituler entierement le développement et les fonctions d’'un tissu in vivo (Tableau 8).
Pour aller plus loin et se rapprocher de la physiologie humaine, les biologistes ont donc essayé de faire

croftre des cellules dans un microenvironnement en 3D 112,

gel en 3D 112,

Le premier essai fut réalisé en cancérologie, utilisant une matrice (de I'agar) pour générer des colo-
nies qui engendraient principalement une prolifération chaotique avec un piétre ancrage des cellules et
une faible différenciation 113, Depuis cette premiere tentative, beaucoup d’efforts ont été faits pour opti-
miser la culture en 3D de cellules humaines aux diverses indications et ces méthodes ont depuis

quelques décennies rapidement gagné en popularité 114,
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Tableau 8 : Différences clés entre les systemes de culture 2D versus 3D 115,

Charactéristiques

; 2D 3D
cellulaires
Viereheleaie Cellules plates et étirées en forme de Forme naturelle, avec plus de contacts
P 9 monocouche cellules - cellules.

Peuvent proliférer a un rythme plus rapide /
Proliferent souvent a un rythme plus plus lent par rapport aux cellules cultivées en 2D
rapide que in vivo et en fonction du type de cellules et / ou du type

de systeme de modele 3D

Prolifération

Les cellules en monocouche sont
Selerlilel =l RalIEA également exposées aux nutriments / facteurs
meédicaments de croissance / médicaments qui sont

distribués dans le milieu de croissance

Les nutriments et les facteurs de croissance
ou les médicaments peuvent ne pas pénétrer
completement la structure, formant un gradient.

Plus de cellules sont susceptibles d'étre au Contiennent des cellules a des stades variés
Stade du _cycle méme stade du cycle cellulaire en raison de . en prolifération, quiescentes, hypoxiques et
cellulaire leur exposition semblable. nécrotiques.
. L Présentent souvent des niveaux différents Les cellules présentent souvent des profils
Expressmg génique / d'expression des génes et des protéines par d'expression des genes / protéines similaires a
AT E rapport aux modeles in vivo leurs origines tissulaires in vivo

Les cellules sont souvent plus résistantes au
traitement par rapport a celles cultivées en 2D,
étant souvent de meilleurs prédicteurs de la

réponse aux médicaments in vivo.

Les cellules sont plus sensibles au
traitement et les médicaments semblent étre
tres efficaces.

Sensibilité aux
médicaments

Ces différentes techniques de cultures en 3D ont abouti a des découvertes majeures et a de nou-
veaux courants de pensée. Une premiére étape importante a eu lieu dans les années 1980 avec le travail
pionnier de I'équipe de Mina Bissell qui a mis en évidence I'importance du microenvironnement 3D ma-
triciel dans le devenir des cellules 116, La seconde étape a été achevée avec I'expertise des spécialistes
des cellules souches voulant faire croitre in vitro des structures 3D ressemblant a des organes nommés

organoides 117,

2.2.2.Méthodes de culture 3D
Le choix de la technique de culture 3D dépend de différents paramétres mais principalement du type
cellulaire que I'on cultive (cellules primaires, lignées cellulaires, tissu d’origine). On peut distinguer plu-

sieurs méthodes de culture de cellules en 3D que I'on peut classifier avec ou sans biomatériaux.
* Méthodes avec biomatériaux :

En effet, dans les méthodes de cultures 3D avec biomatériaux, les cellules poussent en présence

d’un support. Selon I'application, nous pouvons distinguer 2 types majeurs de supports :
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- rts « m » & ‘hydrogel

Par définition, les hydrogels sont des réseaux de polymeres gonflés avec de l'eau. Les cellules
peuvent étre incorporées dans ces hydrogels ou simplement enrobées a la surface. Selon la nature du
polymere, les hydrogels peuvent étre classés dans différentes catégories (hydrogels a base de protéines
MEC, hydrogels naturels et hydrogels synthétiques) avec des propriétés distinctes. Souvent utilisés pour

cultiver en 3D les tissus mous, épithéliaux ou certaines tumeurs solides 118,

Les MTI d’ingénierie tissulaire a base d’hydrogel sont multiples (Epicel®, Apligraf®, Ginuit®, Laviv®,
Dermagraft®, OrCel®, Permaderm®...) (Annexe 2). On les retrouve principalement dans les substituts
épidermiques sous forme de gel de collagéne principalement (humain ou porcin) supportant la culture

de fibroblastes et kératinocytes ou de cellules souches 119,

Deux MTI ont été commercialisés en Europe avec ces biomatériaux mous : Maci® et Holoclar®,

- Maci® est un MTI d’ingénierie tissulaire combiné contenant des chondrocytes autologues pour les
anomalies de cartilage, en particulier au niveau du genou. Cette approche, développée depuis 15 ou
20 ans, consiste a réaliser une biopsie sous arthroscopie, & mettre les chondrocytes en culture plane
pendant 3 ou 4 semaines, puis dans une matrice 3D. Cette matrice est ensuite réimplantée sur la partie
lésée du cartilage a I'aide de colle biologique. Il s’agit d’'une matrice de collagéne purifiée de porc
sans cellules associées. Cette matrice est la plus étudiée et les autres matrices existantes n‘ont pas été
approuvées. L'implantation s’effectue par une chirurgie ouverte. L'implant est fixé par de la colle de
fibrine, sur toute la surface du défect. L'indication retenue est la réparation de défaut au niveau du car-
tilage du genou (grade Il ou 1V) sur une surface de 3 a 20 cm2chez les patients adultes. Cette procé-
dure a été étudiée dans un essai pivot regroupant 144 patients 120. A la 104éme semaine, elle s’est
avérée supérieure a une technique de micro-fracture par arthroscopie, avec une amélioration fonction-

nelle du genou de 63/72 vs. 49/72 patients .

- Holoclar® est un MTI d'ingénierie tissulaire a base de cellules cornéales épithéliales autologues
incluant 3,5% de cellules souches limbiques cultivées sur un support circulaire transparent de fibrine
(2,2 cm de diamétre). Ce produit est indiqué dans le traitement des Iésions de la cornée associées a
une déficience en cellules souches limbiques suite a des brdlures oculaires. L'amplification des cel-
lules est réalisée a partir d’'une biopsie de 1 a 2 mm2 de limbe non endommagé réalisé chez le patient
qui recevra le feuillet cellulaire. L'objectif thérapeutique visé avec Holoclar® est le remplacement de
I'épithélium cornéen et des cellules souches limbiques perdues chez les patients dont le limbe a été
détruit par une brdlure oculaire physique ou chimique. Au cours du processus de réparation de la cor-

née, les cellules souches implantées sont destinées d’une part a se multiplier, se différencier et migrer
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pour régénérer I'épithélium de la cornée, et d’autre part a maintenir un réservoir de cellules souches

pouvant régénérer de maniére continue I'épithélium de la cornée.

- rts « durs » & lymeres (fibres, éponges)

Dans ce cas, les cellules sont cultivées en présence de fibres ou de structures type éponge : les cel-
lules récuperent une forme plus physiologique, car elles ne sont pas plaguées sur une surface plane.
Les matériaux utilisés pour ces supports peuvent étre du polystyrene (adapté pour les études d'imagerie
en raison de sa transparence), mais aussi des outils biodégradables comme la polycaprolactone. Ces
méthodes sont trés courantes dans la régénération de tissus durs tel que le tissus osseux ©8. |l est inté-

ressant de citer les matrices décellularisées de plus en plus utilisées (121.

Choisir un biomatériau n'est pas chose aisée et les scientifiques doivent jongler entre la pertinence
biologique et I'adéquation a la clinique. lls doivent déterminer une matrice adéquate pour leur expéri-
mentation in vitro devant répondre a des problématiques d’ordre analytiques et technologiques (Tableau
9). Est-ce que le matériel permettra une bonne récupération des cellules ? Est-ce que I'analyse d’'images
sera difficile ? Pourra-t-on moduler le support ? Mais devront également répondre au cahier des charges
industriel a savoir : est-il reproductible sur I'efficacité, la viabilité ? Augmente-t-on le risque de contamina-
tion ? Est-il certifié pour une utilisation en clinique et est-il facile a manipuler a grande échelle (grade BPF
notamment) ? Ainsi, un hydrogel synthétique biodégradable déja certifie CE qui n'est pas d’origine ani-

male est sGrement une base intéressante de travail pour 'ensemble de I'ingénierie tissulaire.

Tableau 9 : Pertinence scientifique et clinique de I'utilisation de biomatériaux
pour I'ingénierie tissulaire

Matrices a base de

T 3 MEC (Laminine, Hydrogels Hydrogels Biomatériaux durs
echniques 5 e 5
collagéne, gel naturels SUGEHPES (polymeres)
MEC)
Pertinence Biologique +++ +++ A= +/-
Reproductibilité - ++ +++ 4+
Risque de contamination - ++ +++ +++

Modulabilité /

L - + ++ +
Customisation

Récupération des oL + . it
cellules

Analyses d’'images + ++ ++ ++
Utilisation en clinique +/- +/- ++ ++
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Ces problématiques de sécurité et de reproductibilité des produits fabriqués compliquent la produc-
tion et 'accés aux essais cliniques. Ainsi, certaines méthodes voient le jour pour s'affranchir de ce

casse-téte, quitte a étre plus éloignées de la physiologie.

» Méthodes sans biomatériaux :

Les techniques de cultures sans biomatériaux permettent aux cellules de s’auto-assembler pour for-
mer des agrégats cellulaires non adhérents appelés sphéroides. Ces sphéroides miment un tissu solide
en sécrétant leur propre matrice extra-cellulaire et possédant leur propre gradient de nutriments. Les
systémes de cultures sans biomatériaux de sphéroides sont des méthodes reproductibles, avec des
structures de tailles et de formes semblables permettant leur utilisation in vitro dans des systéemes de
criblage a haut débit. On peut y trouver le systeme de la goutte pendue 122 ou I'utilisation de micro-
plagues a faible attachement 123, .a génération de tissus cartilagineux est un exemple concret utilisant
cette technologie 3D avec le MTI Européen Spherox® (CO.DON AG), agrégats sphériques de chondro-

cytes autologues humains cultivés ex vivo.

L'autre atout des techniques de cultures sans biomatériaux réside dans 'augmentation du rendement
industriel. Dans de nombreux essais cliniques d’ingénierie cellulaire a base d'injections de cellules
souches mésenchymateuses (CSM), il est nécessaire au préalable d’amplifier ces cellules. La mise au
point de cultures en bioréacteurs permettrait une amplification plus importante et plus rapide des cellules
tout en réduisant le colt de production 124, Des industriels vont mémes jusqu’a breveter certaines tech-
nigues de culture 3D ce qui est le cas de Pluristem Therapeutics Inc. avec sont brevet (No.
EP2366775B1). Ce brevet concerne I'utilisation de cellules stromales adhérentes du placenta ou du tissu
adipeux, pour faciliter la prise de greffe de cellules souches hématopoiétiques des patients présentant

une moelle osseuse dysfonctionnelle.

Les mémes problématiques scientifiques et cliniques incombent a ces technologies sans biomaté-
riaux (Tableau 10).
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Tableau 10 : Pertinence scientifigue et cliniqgue des technologies sans biomatériaux

pour l'ingénierie tissulaire.

Systéme de la goutte Microplaques a Systeme de

Culture along

terme

(I:?:,I(I::Iziration des +t L ; -t
Analyses d’'image ++ +++ TR -
Codt + ++ - -
Utilisation en o e _ St

Clinique

3. Thérapie génique

La thérapie génique repose sur I'utilisation de génes comme médicament. Un géne est un fragment
déterminé d’un segment d’ADN (locus). UADN contenu dans le noyau des cellules humaines peut étre

transcrit en ARN messager (ARNm), puis traduit en protéines (Eigure 28).

Source : © 2010 Nature Education
Transcription de 'ADN en ARN, épissage de 'ARN en ARN messager (mRNA), exportation de 'ARN

nucléaire vers le cytoplasme et traduction de '’ARNm en protéine.
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La thérapie génique repose sur quatre éléments fondamentaux : le gene transféré, le vecteur utilisé

pour véhiculer le gene a I'intérieur de la cellule, qui est la cellule cible, et la méthode de transfert.

3.1.Le type de géne transféré

Le gene transféré peut étre de différentes natures, principalement :

® un gene normal codant une protéine fonctionnelle pour corriger la déficience chez des patients
atteints de maladies génétiques ;

® un gene « tueur » (également appelé gene suicide) dont le transfert va conduire a la mort des cel-
lules (cancéreuses le plus souvent) dans lequel il s’exprime ;

® un gene codant pour une molécule physiologique agissant a distance comme les cytokines, dans
le cas d’immunothérapies du cancer ;

® un géne codant pour un agent vaccinal anti-tumoral, anti-viral ou anti-parasitaire (vaccinothérapie) ;

® un gene marqueur permettant d’évaluer I'efficacité du transfert et de suivre le devenir d’'une popu-

lation cellulaire donnée (« tracking »).

3.2.Les méthodes de transfert

De telles thérapies peuvent étre utilisées avec une méthode de traitement ex vivo (ex. Strimvelis®) ou

directement administrée in vivo (ex. Glybera®) (Eigure 29) :

Figure 29 : Méth ransfer en
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Le transfert ex vivo consiste a transfecter in vitro des cellules (autologues, allogéniques ou xénogé-
nigues) avec un vecteur portant le géne d’intérét, puis a implanter ces cellules génétiqguement modifiées

chez le patient.

Le transfert in vivo qui consiste a directement inoculer dans I'organisme le produit de thérapie gé-

nigue (moins colteux et moins traumatisant) mais est moins spécifique quant aux cellules cibles.

3.3.Le type de vecteur utilisé

Pour véhiculer ces différents génes d'intérét, plusieurs types de vecteurs sont actuellement utilisés
chez I'Homme. On retrouve des vecteurs viraux, des vecteurs plasmidiques ou des vecteurs synthé-
tiques. L'utilisation de méthodes physiques telles que le transfert de génes par des aiguilles, ADN balis-
tique, éléctroporation, sonoporation, photoporation, magnétofection, ou hydroporation sont également

envisageables 125,

3.3.1.Les vecteurs viraux

Le vecteur viral est actuellement une des techniques les plus efficaces pour transférer un géne. 126,
Divers types de virus sont utilisés pour générer les vecteurs viraux autorisant une délivrance transitoire
ou permanente du gene dans les cellules cibles. On trouvera :

- les vecteurs adénoviraux (AV) : Les adénovirus sont des virus a ADN qui peuvent transduire tran-

sitoirement presque n'importe quel type de cellule de mammifére. L'adénovirus entre dans les cellules

cibles en se liant au récepteur coxsackie - adénovirus. La capacité d'emballage des adénovirus est de

7-8 kb.

- les vecteurs viraux adéno-associés (AAV) : les virus adéno-associés sont capables de transduire

une large gamme de types de cellules prolifératives ou quiescentes, avec un virus auxiliaire comme

['adénovirus ou le virus de I'Herpés pour produire des protéines recombinantes dans les cellules. Les

virus adéno-associés ont une capacité d'emballage allant jusqu'a 4,9 kb.

- les vecteurs rétroviraux (RTV) : les rétrovirus integrent de maniere stable leurs génomes dans les

chromosomes des cellules hotes. Ces virus sont des virus a ARN a brin positif et peuvent entrer théo-

riguement dans n'importe quel type de cellule de mammiféere (préférentiellement en prolifération). Les

rétrovirus peuvent transporter des genes étrangers d'environ 8 kb.

- les vecteurs lentiviraux (LV) : les lentivirus sont un sous-groupe de la famille des rétrovirus et per-

mettent une expression stable a long terme dans le génome de la cellule héte qu’elle soit proliférante

Ou quiescente.

- les autres vecteurs viraux : autres systemes de vecteurs viraux basés sur le virus de la vaccine

(souche Ankara MVA attenuée), le virus de I'Herpés simplex (HSV), le baculovirus.
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Plusieurs vecteurs présentent des options cliniquement pertinentes, comme I'AV, 'AAV, et le LV. Toute-

fois, des précautions sont a prendre quant au choix de ces vecteurs viraux (Eigure 30).
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Figure 30 : Efficacité et sQreté des méthodes de transfert de génes 127,

Le choix du vecteur dépend de sa/son :

Sécurité :

- Recombinaison absente : les virus pathogénes sont parfois utilisés pour créer des vecteurs
viraux, ils sont modifiés de maniere spécifique pour minimiser les risques lors de leur manipulation.
Les vecteurs viraux utilisés en clinique sont généralement non-réplicatifs (LV, AV), mais peuvent étre

réplicatifs dans certaines cellules (MVA, HSV).

- Faible toxicité / immunogénicité : le vecteur viral devrait avoir un effet aussi minime que pos-
sible sur les tissus ou les cellules transfectées. Ce paramétre a une importance cruciale dans les
études nécessitant une administration de gene in vivo, car la réponse immunitaire se développera
dans I'organisme contre le corps cellulaire étranger. Ce fit notamment le cas avec les AV, qui ont
été responsables de la mort tragique de Jessie Gelsinger en 1999. La cause de ce déces a été re-
liée a l'activation systémique de son systeme immunitaire inné par une réponse primaire cytotoxique
anti-adénovirale. Mais aprés de nombreux progres dans le génie génétique en recherche et déve-
loppement, plusieurs industriels développent actuellement des AV de nouvelles générations (atté-

nués et moins immunogénes) pour la clinique.



- Ciblage et expression :

- Tropisme cellulaire adaptable : la plupart des vecteurs viraux sont construits pour infecter une
gamme de cellules aussi large que possible mais parfois le contraire est préféré (ex. des AAV tissu

spécifiques comme le poumon avec les AAV5 ; I'oeil avec les AAV2/4 ; le coeur avec les AAV9).

- Stabilité d’expression : certains virus sont génétiquement instables et peuvent réarranger rapi-
dement leurs génomes. Par conséquent, les vecteurs instables sont généralement évités dans le
processus des vecteurs viraux. Les vecteurs LV sont plus largement utilisés en raison de leur profil
d'intégration plus favorable, qui favorise les loci géniques plutdét que les sites de contréle promo-
teurs ou transcriptionnels, ce qui limite le potentiel d’'oncogenése 128, Ce qui avait été observé par

les travaux pionniers d'Alain Fischer sur les rétrovirus.

- Régulation de la transcription possible : des progres importants ont été réalisés dans ce do-
maine ou le ciblage transcriptionnel a pu étre réalisé dans de nombreux vecteurs viraux 129. L e dé-
cryptage progressif du génome humain a permis l'identification d'un nombre trés important de pro-
moteurs activateurs ou silencieux, ainsi que des séquences de régulation capables de générer des

vecteurs viraux régulés transcriptionnellement.

- Production :

- Sélection : les vecteurs viraux doivent contenir des propriétés de sélection comme la résistance
a un certain antibiotique, de sorte que les cellules qui ont intégré le vecteur viral puissent étre iso-

lées et purifiées avant d'étre utilisées.

Dans I'UE et aux Etats-Unis, Glybera® (2012) et Strimvelis® (2016) sont les deux premiéres thérapies
géniques approuvées, développées respectivement par UniQure et GSK, qui utilisent des vecteurs vi-
raux (AAV et LV). Le retrait de Glybera® par 'lEMA en 2017 n’étant pas di a un manque d’efficacité du
MTI mais par manque de marché (car traitant une maladie rare a un prix trés élevé). En 2016, 'EMA a
approuvé I'utilisation d’Imlygic® (talimogene laherparepvec) produit par AMGEN qui est un virus oncoly~
tigue HSV1 codant pour le GM-CSF dans le mélanome non résécable de 'adulte. Dernierement, les cel-
lules CAR-T approuvées par la FDA sont des cellules génétiquement modifiées ex vivo par des rétrovirus
codant pour I'expression d’un récepteur CAR (Tableau 11).
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Tableau 11 : Liste non-exhaustive de vecteurs viraux utilisés comme MT]I 130

Taille du
génome MTI
empaqueté

Intégration du Expression du

Famille du vecteur viral Immunogénicité . 5
génome transgene

in® 1
Adenovirus (AV) Haute Non-intégratif Transitoire Intermédiaire ~ AVeXIn® 1,
Cerepro® 1
Adeno-virus associe : . . Potentiellement .
-inté Glybera® 2
(AAV) Faible Non-intégratif durable Petite y
Herpes simplex virus RS Potentiellement i Imlygic® 3
(HSV) Haute Non-intégratit durable Intermédiaire 7 imoxis®
Retrovirus (RV) : Strimvelis®,
gammaretrovirus & Faible Intégratif Durable Longue Kymriah® 3
lentivirus (LV) Yescarta ®3
2 AMM non renouvelée 3 Approuvé par la FDA

T AMM retirée par EMA

L'application des vecteurs viraux en clinique est trés vaste (maladies génétiques rares ou pathologies
plus communes comme les cancers etc.). On peut citer les résultats prometteurs dans les hémophilies A
(déficit en facteur VIII) et B (déficit en facteur IX) publiés dans le « New England Journal of Medecine »

fin 2017 avec 2 études, utilisant des AAV codant le facteur 1X 131 ou le facteur VIII 132,

3.3.2.Les vecteurs plasmidiques

L'énorme potentiel des plasmides en tant que vecteurs non viraux pour la thérapie génique a été re-
connu depuis les années 1990 133, On retrouve des plasmides dans les organismes procaryotes (les
bactéries) et chez les eucaryotes (dont les levures). Un plasmide est une molécule d'ADN circulaire
double brin, qui posseéde obligatoirement une origine de réplication (appelée ori), afin qu'il puisse se ré-
pliquer indépendamment du chromosome de la cellule et un gene de sélection (typiquement de résis-
tance a un antibiotique ou ABR) pour qu'il ne soit pas perdu par I'organisme au fil des multiplications cel-
lulaires. Les plasmides utilisés en recherche biomédicale peuvent étre bien plus complexes, et contenir
également des cassettes de clonage, qui sont en fait des séquences courtes reconnues par des en-

zymes de restriction capables de couper I'ADN au niveau de ces séquences.

Comparés aux vecteurs viraux, les plasmides sont plus faciles et moins chers a produire, a expédier
et stocker, et ont une durée de conservation beaucoup plus longue. Il est a noter que la fabrication de
constructions virales implique la création et I'utilisation d'intermédiaires plasmidiques pour la formation
de particules virales. La nature modulable des plasmides permet également un clonage moléculaire
simple, ce qui les rend faciles a manipuler et a concevoir pour un usage thérapeutique. Les plasmides

s'integrent de maniére stable dans les cellules par recombinaison 134 et, contrairement aux virus, peuvent
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étre administrés de maniére répétée. Les avantages importants des vecteurs d'ADN non viraux par rap-
port aux vecteurs viraux et aux vecteurs a base d'ARN ont obligé les chercheurs a travailler pour amélio-
rer leur sécurité et leur utilité. En effet, I'utilisation d'antibiotiques et de leurs génes de résistance dans la
préparation des vecteurs plasmidiques est découragée par des organismes de réglementation comme la
FDA et 'EMA en raison du risque de transfert horizontaux et de réplication des génes de résistance dans
les bactéries du microbiome humain. Afin d’éliminer les séquences superflues ori et ABR plusieurs mé-
thodes existent. Soit ces vecteurs, appelés pCOR (pour « conditional origin of replication »), sont sélec-
tionnés sans utilisation d’antibiotique, soit il est possible d’effectuer des recombinaisons spécifiques

permettant la formation de minicercles et de minivecteurs.

En effet, grace a la recombinaison intramoléculaire de deux séquences, la partie de la séquence in-
désirable d’un plasmide (y compris ori et ABR) est entierement éliminée de maniere ciblée et il en résulte
deux anneaux d’ADN. L'un est un plasmide résiduel (également appelé Miniplasmide) avec I'ensemble
des séquences indésirables, et 'autre est le Minicercle, qui est constitué presque exclusivement de la
séquence circulaire de la cassette d’expression d’intérét (Eigure 31). La séparation des deux anneaux a
lieu a l'aide d’'un procédé de chromatographie, dans lequel seul le Minicercle est purifié (donc intéres-

sant pour I'utilisation pharmaceutique).

Figure 31: Fabrication d’ADN Minicercle a partir d’'un plasmide parent contenant seulement les

geénes d’intéréts (GOI).

Source : © plasmidfactory
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Dans des essais de transfection avec de 'ADN Minicercle a gene rapporteur par rapport a des plas-
mides standard correspondants, les Minicercles présentent des taux de transfection nettement plus éle-
vés que les plasmides classiques 135. En outre, leur petite taille due a leur forme super-spiralée, et donc

fortement condensée, améliore nettement leurs propriétés de transfection.

Ces suppressions de séquences non désirées et inutiles peuvent également étre a l'origine de vec-
teurs a ADN miniaturisés, appelés minivecteurs (Eigure 32). Les minivecteurs sont des vecteurs d'ADN
non viraux minimisés similaires aux minicercles, mais avec des différences importantes 136, Comme les
minicercles, les minivecteurs sont synthétisés a partir d'un plasmide parent par recombinaison site-spé-

cifigue mais sont beaucoup plus petits que des minicercles (environ 350pb contre 650 pb).

Figure 32 : Génération de minivecteur a ADN 137,

En raison de I'amélioration de la sécurité par rapport aux vecteurs viraux, les plasmides ont permis un
certain nombre de pistes cliniques 137, Méme si aucun MTI utilisant cette technologie n’est commercialisé
en Europe cing demandes de classification au CAT ont été effectuées entre 2010 et 2017, envisageant

un changement des futures thérapies géniques (Annexe 3).

3.3.3.Les vecteurs synthétiques
Les vecteurs synthétiques ont pour but de transférer de I'information génétique en compactant ’ADN
dans un premier temps afin de le protéger, et dans un deuxieme temps, d’interagir avec la cellule cible
pour s’internaliser dans le cytosol et dans un dernier temps, d’importer 'information au noyau pour en-

gendrer I'expression de la protéine thérapeutique d'intérét (Figure 33).
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Figure 33 : Principales fonctions des vecteurs synthétiques 138,

Il existe différents types de vecteurs synthétiques ; la plupart sont des cations chargés positivement
pour protéger I'ADN chargé négativement. On peut citer les lipides cationiques qui ont montré d'excel-
lents résultats dans des expériences in vitro, mais leur transposition in vivo n’a pas été montré comme

efficace et ne peut conférer qu'une expression génique transitoire.

L'utilisation de polymeéres cationiques s’associant a I'ADN par des liaisons électrostatiques comme la
poly(L)lysine a été montrée comme efficace pour le transfert de géne in vitro 139, Les polymeéres catio-
niques se sont révélés prometteurs comme une alternative aux vecteurs viraux ayant une biodégradation
sdre et prévisible, mais le probléeme est leur imprévisible endocytose et cytotoxicité. A I'heure actuelle,
ces méthodes de transferts ne sont pas encore au point et des améliorations sont en cours 125, avec la

formation de nouveaux composés comme la lipofectamine.

[l y a donc deux problemes majeurs avec les approches de thérapie génique non virales basés sur la
délivrance et I'expression des génes apportés par un plasmide modifié. En raison de ces problémes, les
vecteurs non viraux n'ont pas encore été testés pour le traitement de maladies héréditaires systémiques.
Cependant, I'application du transposon « Sleeping Beauty System » (SBTS) a changé ce point de vue.
Les transposons, ou éléments transposables, ont été décrits dans de nombreuses espéces allant du
poisson a 'homme en passant par la mouche 134, Ce vecteur plasmidique non-viral, qui combine les
avantages des vecteurs viraux et de '’'ADN nu a connu le développement le plus rapide de tous les vec-

teurs maintenant en essai clinique chez I'Homme.
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Le SBTS comprend deux éléments :

- un transposon contenant une cassette d'expression génique,

- et un source d'enzyme : la transposase.

La transposase catalyse I'excision du transposon de sa position initiale et, par un mécanisme de «

couper/coller », permet sa réintégration ailleurs dans le génome (Eigure 34).

Figure 34 : Transposition de Sleeping Beauty 163,

Les différentes étapes de la transposition de Sleeping Beauty sont décrites a gauche pour I'excision, et
a droite pour l'insertion. La transposase coupe les deux extrémités du transposon au niveau des sé-
guences inversées répétées du site d’excision, créant ainsi des extrémités 5’ sortantes de trois bases. Elle
clive également le site d’insertion au niveau d'une séquence dinucléotidique TA, mais dans ce cas, les
extrémités sont 3’ sortantes. L'élément excisé est alors transféré du site d’excision vers le site d’insertion
ou il s'integre a nouveau dans le génome. La derniere étape est la réparation de 'ADN au niveau des

deux sites.

Plusieurs autres systemes de transposon d’ADN montrant une bonne intégration dans les cellules mu-
rines et humaines ont été développés au cours des dernieres décennies (Tableau 12). L'un d’eux est le
transposon « piggyBac » montrant un intérét majeur en médecine régénérative comme un outil de repro-

grammation des cellules différenciées en iPSC 140,
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Tableau 12 : Comparaison des systemes de transferts viraux versus transposons 41,

En conclusion, les méthodes intégratives s’appliquant aux vecteurs viraux (ex. rétroviraux et lentivi-
raux) possedent un avantage indéniable grace notamment a leur importante efficacité d’expression du
transgéne. Cependant, ces méthodes possedent un risque considérable de formation de tumeurs ma-
lignes. A cause de ce risque, différentes approches non-intégratives sont utilisées (ex. plasmides, sys-
teme de transfert d’ARN transitoire Lentiflash® de Vectalys etc.) et semblent étre prometteuses pour la
clinique. Tandis que d’autres techniques non-intégratives synthétiques nécessitent des améliorations
substantielles pour obtenir un résultat semblable. A I'échelle mondiale, le nombre total d'essais cliniques
de thérapie génique actifs signalés est de 2597 142, | es vecteurs d'ADN non-viraux (ex. plasmides, lipo-
fection) ont été jusqu'ici utilisés moins fréquemment que les vecteurs viraux (21% vs 69%) ; pourtant les

vecteurs non viraux sont beaucoup moins immunogéenes que les vecteurs viraux.

3.4.Le choix des cellules cibles

Le choix des cellules ciblées par ces vecteurs est lié a la maladie et/ou a 'organe concerné, sachant
que les maladies qui font actuellement I'objet de ces protocoles peuvent étre des déficits héréditaires
(mucoviscidose, déficits immunitaires etc.), des maladies infectieuses (SIDA, hépatite B), ou des can-
cers. Les cellules les plus utilisées restent les cellules de I'immunité (a savoir les lymphocytes T), ainsi

que certaines bactéries (ex. Lactobacillus, Lactoccocus, Pseudomonas...).
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3.5. Cas des cellules CAR-T

L'un des MTI les plus prometteurs en thérapie génique de ces dernieres années a été la génération
des CAR-T ; cellules T génétiquement modifiées exprimant un récepteur antigénique chimérique
(CAR). Le transfert adoptif de ce type de cellules est parvenu a de grands progres dans le traitement de

maladies malignes.

Les CARs sont des immuno-récepteurs synthétiques dont le domaine extra-cellulaire est générale-
ment un fragment variable a chaine unique (scFv) dérivé d’'un anticorps qui reconnait spécifiquement
une protéine a la surface d'une cellule tumorale. Le scFv est lié a une signalisation intra-cellulaire qui
joue un réle majeur dans l'activation, la prolifération, la persistance et la cytotoxicité des lymphocytes T.
Ces CARs sont composés d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine intracellulaire CD3 zeta qui
induit I'activation des T (Figure 35). Plusieurs domaines de co-stimulation tels que le CD28, ou 4-1 BB

complétent la construction des CAR dans les générations plus récentes (2eme g 4eme),

Figure 35 : Les différentes générations de CAR-T 143,

A partir d’'une collection de sang (aphérese), les lymphocytes T (CD4+/CD8+) sont isolés du reste
des autres cellules sanguines par sélection immunomagnétique pour la plupart, puis activés in vitro afin
d’étre fonctionnels in vivo. Ces cellules sont ensuite génétiqguement modifiées en utilisant un vecteur (len-
tiviral le plus souvent) pour faire exprimer le CAR de la construction souhaitée. Ces cellules transfectées
appelées CAR-T sont alors amplifiées et congelées avant d’'étre transportées, décongelées et adminis-
trées au receveur (Figure 36). Le but de cette thérapie est donc de cibler spécifiquement une protéine a
la surface d’une cellule délétére a I'image des anticorps (Ac) monoclonaux. Néanmoins, la réponse im-
munitaire engendrée par les CAR-T apres reconnaissance de I'Ac-Ag est bien plus rapide, intense et

d’une durée d’action plus importante qu’avec des anticorps monoclonaux.
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Figure 36 : Le processus de génération des cellules CAR-T 143,

Le premier essai clinique de CAR-T avait pour objectif de guérir les carcinomes épithéliaux avancés
ovariens et les cancers métastatiques rénaux en visant respectivement, le récepteur aux folates 144 et
'anhydrase carbonique (CAIX) 145, Ces études furent suivies par des essais sur des patients atteints de
neuroblastomes 146 et lymphomes folliculaires 147. Récemment, le succes clinique de ces CAR-T incombe
aux CAR-T anti-CD19 de 2¢re génération 148, a savoir Kymriah® (construction CD3z + 4-1 BB) traitant les
leucémies aigués lymphoblastiques B (LAL-B) 149 150 et Yescarta® (construction CD3z + CD28) traitant les

lymphomes B non Hodgkiniens réfractaires ; approuvées par la FDA en 2017 151,

Dans le premier essai de phase Il non randomisé multicentrique de Kymriah® (tisagenlecleucel) de
Novartis, incluant 75 malades (&ge médian : 11 ans), le taux de réponse global était de 81% a 3 mois et
aucune maladie minimale résiduelle (MRD) n'était retrouvée chez les répondeurs. Les taux de survie
sans événement et de survie globale & 6 mois étaient respectivement de 73 et 90% et a 12 mois de 50 et
76% 182,

Le deuxieme essai de phase Il 133 concerne le suivi a long terme de 53 adultes (dge médian : 44 ans),
atteints de LAL-B trés lourdement pré-traités, ayant recu une injection de cellules CAR-T 19-28z pro-
duites au Memorial Sloan-Kettering Cancer Center de New York (USA). Ce traitement a permis d’obtenir
un taux de réponse complete de 83%, tres semblable avec ce type de traitement chez I'enfant et 'adulte
jeune. Avec un suivi médian de 29 mois, la survie sans événement est de 6,1 mois et la survie globale de
12,9 mois portées respectivement a 10,6 et 20,1 mois chez les patients qui avaient moins de 5% de

blastes médullaires avant traitement.

Ces résultats a long terme chez 'adulte paraissent un peu décevants comparés a ceux rapportés
chez I'enfant et I'adulte jeune dans I'article de Shannon L. Maude et al. et soulévent donc plusieurs ques-
tions :

- Quel est le suivi minimum pour évaluer l'efficacité ?

- Est-ce que les LAL-B de I'enfant et du jeune adulte sont plus sensibles aux CAR-T que celles des

adultes ?

- Quelle est la meilleure construction de CAR-T en termes d’efficacité clinique ?
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En ce qui concerne I'essai cliniqgue ZUMA-1, testant Yescarta® (Axicabtagene Ciloleucel) de Gilead,
154 il a été conduit chez 108 patients atteints de lymphome B non Hodgkinien soit réfractaire apres 2
lignes de traitement, soit en rechute dans I'année suivant une autogreffe de CSH. Les patients ont recu

au moins 2x108 cellules CAR-T positives par kg en dose unique. Sur les 101 patients évaluables, le taux

de réponse fut de 82% dont 54% de rémission compléte. Au suivi médian de 15,4 mois, 42% des pa-
tients restaient répondeurs dont 40% en rémission compléte. La toxicité, incluant 3 déces, a été ana-
logue a celle de toutes les CAR-T : syndrome de libération cytokinique, toxicité neurologique, médullaire,

etc. Les dossiers de Kymriah® et Yescarta® ont été déposés aupres de 'EMA.

Plus récemment, des CAR-T anti-CD22 contre la LAL-B, anti-BCMA (pour « B-cell maturation
antigen ») contre le myélome multiple (JCARH125 de Juno Therapeutics-Celgene) voient le jour 155, et en

recherche des CAR-T bi-spécifiques sont en élaboration 156,

Applications non oncologiques des CAR-T : Par ailleurs, la société francaise TxCell conduit actuel-
lement des essais cliniques sur des MTI de thérapie génique a base de CAR-Treg visant le HLA A2 pour
prévenir la GvH chronique aprés transplantation de moelle osseuse. TxCell prévoit de déposer son pre-
mier dossier réglementaire en vue d’initier une premiere étude chez I'homme a la fin du quatrieme tri-
mestre 2018. Encore a I'état de recherche, des CAR-Treg auraient pour vocation d’étre utilisées dans des

pathologies auto-immunes comme I'hémophilie A due a un déficit en FVIII 157, ou certaines scléroses.

L‘utilisation de cellules CAR-T est en plein essor dans le monde (avec plus de 220 essais répertoriés

en 2016) et remplaceront peut-étre un jour la greffe allogénique de CSH ainsi que de nombreux traite-

ments anti-cancéreux (Eigure 37).
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Figure 37 : Essor clinigue des technologies a base de cellules CAR-T dans le monde 143,
A. Nombre d’essais cliniques CAR en cours et débutants de 1997 a 2016 ; B. Répartition géographique

des essais clinigues CAR en cours ; D. Etat et phases de développement des essais cliniques CAR.

3.6.Edition du génome

Un réve devenu réalité pour les chercheurs est le développement d'outils pour la modification efficace
et sre de locus génomiques spécifiques dans les cellules. A ce jour, la délivrance de génes a généra-
lement reposé sur |'utilisation de vecteurs viraux avec une intégration aléatoire du génome dans I'ADN de
I'nte et leur difficulté inhérente a influencer et a modifier les niveaux d'expression génique. Au cours des

derniéres années, des «ciseaux» de genes spécifigues comprenant des nucléases a doigt de zinc (ZFN)
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158 des nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALEN) 159 et CRISPR / Cas9 (pour
«clustered regularly interspaced short palindromic repeats/RNA-guided nuclease CAS9 ») ont été déve-
loppés pour la modification efficace de n'importe quel locus génétique dans n'importe quel type de cel-

lule 160

3.6.1. CRISPR/Cas9

L'outil d'édition du génome CRISPR / Cas9 guidé par I'ARN a particulierement révolutionné les
sciences fondamentale et appliquée de maniére semblable a la réaction de polymérisation en chaine
(PCR) ouvrant la possibilité d’explorer et de manipuler le génome de maniére tres spécifique 161, Dans la
nature, CRISPR / Cas9 fait partie d'un systéme de défense bactérienne vis-a-vis d’adénovirus. Concre-
tement, les cellules sont transfectées par un plasmide qui code la protéine Cas9 et une séquence d’ARN
guide (Figure 38). Ces protéines forment un complexe qui reconnait les séquences spécifiques d’ADN
du géne d'intérét et coupent la double hélice d’ADN. Soit la tentative de la cellule de réparer la cassure
fait taire le gene en utilisant un processus appelé jonction d’extrémités non homologues, soit un gene de
remplacement est introduit afin de remplacer le géne d’intérét défectueux ; ce processus est appelé ré-

paration dirigée par homologie.

Figure 38 : Schéma d’action de la technologie d’édition du génome Crispr/cas9 162,

L'édition du génome médiée par CRISPR / Cas9 est en développement et son applicabilité dans une
variété de types de cellules comprenant des cellules souches embryonnaires et adultes telles que les
CSH murines et humaines a été montrée. De plus, les génomes de zygotes de singes et humains ont été
efficacement modifiés par CRISPR / Cas9, bien que les génomes aient également contenu des mutations

indésirables hors cible (« off target ») 163, La faisabilité de la modification du gene de la lignée germinale
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(embryon) humaine a suscité des débats tres médiatisés sur les implications éthiques de telles expé-
riences, en Europe, la Convention d'Oviedo de 1997 (STE n°164) I'interdit. Encore aucun MTI utilisant

cette technologie n’est pour l'instant commercialisé.

3.6.2. TALENSs

A linstar de CRISPR/Cas9, le mécanisme des TALENs a été découvert plus té6t en 2009 chez des
bactéries : les xanthomonas, responsables de maladies chez différentes espéces de plantes. Il a été
identifié chez ces bactéries des motifs TALE (pour « transcription activator-like effector ») : une succes-
sion de peptides capable d’interagir avec des séquences précises d’ADN de la plante hote. Grace a ce
mécanisme, les Xanthomonas peuvent modifier I'expression de certains génes du végétal pour favoriser
leur croissance. Les chercheurs ont ensuite associé une nucléase (le plus souvent Fokl) a ce mécanisme
d’identification génétique. Cette nucléase est capable de couper les brins d’ADN. Pour parvenir a sec-
tionner un geéne, il faut associer deux TALENs, ayant chacun le réle de couper I'un des brins de la
double-hélice d’ADN (Eigure 39).

Figure 39 : Latechnologie TALEN 164,
a. Les répétitions TALE sont représentées par des disques colorés. Les lettres a l'intérieur de chaque

répétition représentent les deux résidus hypervariables. Les domaines N-terminaux et C-terminaux déri-
vés de l'activateur de transcription (TALE) qui sont requis pour la liaison & I'ADN sont indiqués. Le do-
maine nucléase non spécifique de I'endonucléase Fokl est représenté en rouge. b. Les TALENSs se lient et
clivent en tant que dimeéres sur un site d'ADN cible. Le clivage par les domaines de nucléase Fokl se pro-
duit dans la séquence "espaceur" qui se trouve entre les deux régions de I'ADN lié par les deux mono-
meéres TALEN. c. La séquence d'acides aminés d'une répétition TALE unique est étendue avec les deux
résidus hypervariables et surlignée en orange et en gras. d. Le domaine de liaison & I'ADN dérivé de TALE

est aligné avec sa séquence d'ADN cible.
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Cependant, la création d’'une TALEN est une opération plus onéreuse et moins accessible que la
technologie CRISPR/Cas9 d’ou I'engouement pour cette derniére. Utilisée par les UCART (« Universal
Chimeric Antigen Receptor T-cells ») de I'entreprise Cellectis (en collaboration avec Servier et Pfizer),
cette technologie TALEN permet de réprimer I'expression du TCR des LT, et de gérer ainsi des cellules
allogéniques dépourvues de risque immunogene 88. Les résultats des premiers essais cliniques de
UCART ont été présentés lors du 44¢me congres de 'European society for Blood and Marrow Transplanta-
tion (EBMT) en mars 2018 : 2 études de phase 1 évaluant UCART19, cellules CAR-T allogéniques anti-
CD19 dans la LAL-B CD19+ chez I'adulte et I'enfant.

La premiere étude, CALM (pour « UCART19 in Advanced Lymphoid Malignancies »), est une étude
ouverte d’'escalade de dose évaluant la sécurité, la tolérance et l'activité anti-leucémique d’UCART19
chez des patients adultes atteints d'une LAL-B CD19+, en rechute ou réfractaire. Parmi les 9 patients
traités (Age médian : 23 ans), 4 avaient regu 1 a 3 traitements antérieurs et 5 avaient recu 4 traitements
ou plus. Six patients ont recu une dose totale de 6 x 108 cellules UCART-19 et 3 entre 6 et 8 x 107 cel-
lules. Six réponses compléetes ont été observées dont 5 avec négativation de la MRD en cytométrie de
flux (FACS) ou gPCR, qui ont toutes pu recevoir une transplantation de cellules souches allogéniques.
Quatre patients sont décédés, 1 de toxicité (neutropénie septique), 1 de progression de la maladie et 2
apres transplantation allogénique, I'un d’infection et l'autre d'une hémorragie pulmonaire, alors qu'ils

étaient MRD négatifs. L'essai se poursuit a la dose de 6 a 8 x107 cellules.

La seconde étude, PALL (pour « Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia ») est une étude de
phase | ouverte, non comparative, évaluant la sécurité et la capacité d’'UCART19 a induire une rémission
moléculaire chez des patients pédiatriques atteints de LAL-B CD19+, en rechute ou réfractaire. Elle a
inclus a ce jour 6 patients (Age médian : 3,75 ans). Un patient n’avait recu gu’un traitement antérieur, 2
avaient recu 3 traitements et 3 avaient recu 4 traitements ou plus. Tous les 6 étaient en rémission com-
pléte entre 28 et 42 jours apres la perfusion UCART19 (2 x 107 cellules au total ou entre 1,1 et 2,3 x 106
cellules / kg). La MRD s’est négativée chez 5 patients (FACS) et chez 3 patients (PCR). Cing des six pa-
tients ont regu une transplantation allogénique. Tous les patients ont développé un syndrome de relar-
gage cytokinique (CRS), mais qui a toujours été d’évolution favorable. Trois patients sont en vie a 1.5, 10
et 11 mois dont 2 avec une négativité persistante de la MRD. Par ailleurs, deux enfants traités dans le
cadre d’'un programme compassionnel étaient toujours en vie et en rémission 24 et 30 mois apres trans-
plantation allogénique. Ces résultats sont encore treés préliminaires et devront de toutes les fagons étre

mis en perspective avec ceux obtenus avec les CAR-T autologues.
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3.6.3. Zinc Finger Nucléases
La technologie des nucléases a doigts de zinc ou « zinc finger nucléases » (ZFN) fait appel a des
protéines hybridées générées a partir de la fusion de genes codant des protéines a doigts de zinc, qui
permettent I'interaction avec une séquence d’ADN spécifique, et qui sont associées a une nucléase a

I'image de la technologie TALEN.

L'édition du génome clinique a été décrite pour la premiére fois en 2009 en utilisant le gene ZFN du
récepteur du VIH (CCR5) dans des cellules T CD4 + autologues de patients VIH 165, et un essai d'édition
de génes basé sur ZFN pour prouver la faisabilité d'un traitement génétique chez des patients hémo-
philes est en cours 166, | e potentiel de cette technologie pour une thérapie génétique présentant de mul-
tiples mutations pathogénes telles que la B-thalassémie ou les déficiences immunitaires primaires est

actuellement a I'étude 167 {deBruin:2015dj}. Ces technologies possedent différents avantages et incon

vénients (Tabl 13).

Tableau 13 : Résumé des technologies d’édition du génome

Propriétés CRISPR/Cas9 ZFN TALEN
Reconnaissance | ARN-ADN Protéine-ADN Protéine-ADN
Spécificité (off- Non spécifique Non spécifique Spécifique

target)

Construction Un ARN de 20 nucléotides Séquence en doigt de  Séquence de protéines
fusionné a un ARN trace et a  zinc qui reconnait spécifiques liée a une
une endonucléase cas 9. spécifiguement une séquence nucléotidique

séguence de 3 bp liée et a une nucléase de type
a Fokl. Fokl.

Mécanisme Induire une rupture a double brin. Le résultat peut étre une NHEJ ou HDR. Dépend

d’action de la conception de I'outil.

Fabrication Le plus facile ; Requiert un Requiert un Challenge technique du
simple clonage d'adaptateur = composant protéique  aux séquences répétées.
d'oligonucléotides de 20nt spécifique pour
ciblant chaque géne et chaque séquence.
exprimés dans un plasmide.

(Source : ©Microboids)
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4. Résumé des technologies utilisées

Les innovations biotechnologiques transparaissent grandement dans le paysage des essais cliniques

et des MTI actuellement commercialisés.

Nous pouvons donc résumer les MTI a I'utilisation de :

- Cellules souches : iPSC, CSH, CSM, Cellules progénitrices adultes (neurone, foie, coeur...) ; etc

- Immunothérapie cellulaire : cellules T ; CAR-T ; TCR ; cellules NK ; TIL ; etc.

- Ingénierie tissulaire : cultures cellulaires complexes en 3D avec ou sans biomatériaux,

- Nouveaux vecteurs : synthétiques ; AAV ; LV ; RTV ; AD ; etc.

- Edition du génome : CRISPR/Cas9 ; TALENSs ; ZFN ; etc.

- Constructions d'expression de nouvelle génération : nouvelles capsides ; des éléments de ré-
gulation innovants incluant des promoteurs synthétiques ; des éléments inductibles pour réguler I'ex-
pression génique dans le temps ou en réponse a des stimuli externes : interrupteurs d'arrét molécu-

laire pour améliorer la sécurité ; etc.
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CHAPITRE lll : LES DEFIS DU DEVELOPPEMENT DES MTI EN PRA-
TIQUE

Les MTI représentent une opportunité incroyable de changer la vie de patients atteints de maladies
incurables via les nombreuses technologies précédemment évoquées. Toutefois, si ces thérapies ne sont
pas délivrées a temps, tant au niveau clinique que logistique, leur bénéfice sera sans importance. La
grande variété de MTI cellulaires et géniques et leur labilité engendre de nouveaux défis a relever lors du
développement par rapport au cycle pharmaceutique traditionnel. Kymriah® est arrivé des essais cli-
niques sur le marché en seulement 5 ans comparé aux 10 ans en moyenne des médicaments clas-
siques, et beaucoup d’industriels envisagent de raccourcir encore un peu plus ce temps. De ce fait,
avec l'évolution des pratiques, I'établissement d’un circuit pharmaceutique robuste est nécessaire pour

garantir le bon déroulement lors de I'arrivée de ces thérapies (Eigure 40).

Figure 40 : hém ircuit d'un MT]I 168,

1. L'approvisionnement des matieres premiéres

1.1.Gérer la grande variabilité des matiéres de départ

L'aspect original de la plupart des MTI est que leurs matiéres de départ (« Starting Materials ») sont
des cellules ou tissus de patients ou issus de dons, donc prélevés sur un site clinique. Les matériaux de

départ sont définis « comme des matiéres utilisées pour la synthése du principe actif, qui sont incorpo-
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rées en tant qu’'élément de la composition de la substance intermédiaire ou finale » 169 (ex. tissu adipeux,
leucaphérese, moelle osseuse). Le don, I'obtention et les analyses de cellules ou tissus humains doivent
étre en accord avec les directives tissus/cellules (2004/23/EC, 2006/17/EC, 2006/86/EC) ou la directive
des cellules dérivées du sang (2002/98/EC) et doivent avoir lieu dans des établissements agréés.

Celles-ci s’appliquent tant aux dons allogéniques qu’autologues.

Les produits allogéniques peuvent provenir d’'un seul don ou d’'un pool d’un faible nombre de dons
qui forment la banque de cellules principales (« master cell bank »). Cette banque de cellules princi-
pales sera divisée en plusieurs banques de cellules de travail (« working cell bank ») qui aboutiront a la
production de différents lots de MTI cliniques (Eigure 41). Puisque ces banques sont en quantité limitée,
un des défis majeurs des thérapies allogéniques est la reproductibilité des lots de MTI produits et des
résultats cliniques relativement variable selon les lots de MP. Une attention particuliere devra donc étre
portée trés tot dans le développement de ces MTI afin de sélectionner les « meilleurs » donneurs pour
I'application clinique recherchée. Dans le cas de cellules souches mésenchymateuses en vue d’une ré-
génération osseuse, il peut étre pertinent de sélectionner les donneurs selon différents critéres, a savoir
le nombre de CFU-F (tests clonogéniques) reflétant le nombre de progéniteurs, la vitesse de prolifération
ou encore leur capacité de différentiation ostéoblastique in vitro. Mais il sera crucial d’étudier la repro-
ductibilité sur plusieurs banques de cellules principales dans le cas d’'une rupture de stock due a une
forte demande ou dans le cas d’un incident lors de la conservation (ex. défaillance du systeme de distri-

bution d’azote liquide ou des cuves d’azote).

Figure 41 : Schéma de la gestion des stocks cellulaires allogéniques dans un établissement phar-
maceutique.
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Les produits autologues sont quant a eux spécifiques d’'un patient. lls doivent faire face a ce méme
défi de reproductibilité inter-individu a ceci prés qu’une sélection de la MP n’est intrinséquement pas en-
visageable. Dés lors, la robustesse du procédé de prélevement, de fabrication et des contrbles qualité

reste la seule option a disposition pour améliorer I'efficacité clinique du MTI.

1.2.Le contrdle des matiéres premiéres : un enjeu sécuritaire

Le contréle des matiéres premiéres fait partie de la stratégie globale de contréle pour tout médica-
ment 170 171 7. Un mauvais contrdle des matieres premiéres contribuera probablement a la variabilité du
produit et pourrait méme avoir une incidence sur la sécurité du MTI. Parce que le producteur est finale-
ment responsable de la sécurité de ses produits, il est impératif qu’il comprenne parfaitement I'origine et
la qualité des matieres premiéres qu'il utilise. Pour atteindre ce niveau de connaissance de chacune des
matiéres premiéres utilisées, il est nécessaire que le producteur établisse un dialogue ouvert et hon-
néte avec l'ensemble de ses fournisseurs. L'accord doit contenir des dispositions claires en ce qui
concerne « le transfert d’informations et notamment sur les tests effectués par le fournisseur, les données
de tracabilité et les informations relatives a I'état de santé du donneur dans le cas des matériaux de dé-

part » 7.

Selon les bonnes pratiques de fabrication, les MP sont distinguées en « Starting materials » & « Raw
materials » définies comme toutes autres substances utilisées dans la production ou I'extraction de la

substance active mais qui ne dérivent pas directement de celle-ci.

L'ensemble de ces matiéres premieres est réceptionné par le producteur et mis en quarantaine
avant I'étape de contréle menant a la libération de ces MP pour leur utilisation dans le processus de fa-
brication. L'établissement de fiches de spécifications et d’acceptabilité en fonction des référentiels
qualité en vigueur (tels que les monographies de la Pharmacopée, les autorisations d’essais clinique ou
de mise sur le marché ainsi que les BPF 6.20 Eudralex Vol.4 ) guideront les différents échantillonnages et

tests a réaliser sur ces différentes matiéres premieres.

Ces tests déterminés d’apres une approche basée sur le risque doivent étre focalisés notamment sur
le risque de contamination. Dans le cas des matiéres premiéres non biologiques, il advient de s’assurer
de leur stérilité et dans le cas de la matiere premiéere de départ d’origine biologique de la sécurité bac-
térienne et virale (Hépatites B/C/E, VIH-1/2, HTLV, syphilis ou encore virus de West Nile) et la transmis-
sion d’encéphalopathie spongiforme animale. Il est important de reconnaitre gu’un résultat « positif »
d’'une matiere de départ contrairement aux autres matieres premieres ne signifie pas forcément I'exclu-
sion de la production. Un MTI autologue généré a partir de cellules présentant déja une contamination
virale peut étre administré a ce méme patient et avoir un intérét thérapeutique (ex. cas d’'un CAR-T anti-
leucémique B autologue produit a partir de lymphocytes T chez un patient séropositif VIH). Limportance

est d’obtenir le plus rapidement possible (voire méme en amont de la production) le statut infectieux du
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patient prélevé afin de protéger non seulement les scientifiques et les techniciens lors des manipulations
de ces matiéres premieres contaminées, mais surtout I'environnement de production pour éviter le

risque de contamination croisée avec d’autres produits ou lots.

Chaque MP doit également étre échantillonnée sauf si une justification permet de limiter le nombre
de MP prélevées. Cette exemption est limitée aux fournisseurs ne produisant qu’un seul produit et aux
MP provenant directement de fabricants, audités et approuvés dans des récipients scellés. Des mé-
thodes statistiques sont appliquées pour déterminer le nombre d’échantillons en fonction de la taille du
lot. Le but de I'échantillonnage est de contribuer a la tragabilité d’'un lot de MTI produit. Les exigences de
base concernant I'échantillonnage sont décrites dans la partie 1 du chapitre 6 des BPF 7.

Une procédure écrite doit décrire :

- la méthode d’'échantillonnage,

- le matériel a utiliser,

- la quantité d’échantillon a prélever,

- les instructions pour toute division de I'échantillon,

- le type et la nature du récipient a utiliser pour le prélévement,

- I'identification des contenants prélevés,

- toute précaution particuliére a observer lors de I'échantillonnage de produits stériles et dangereux,

- les conditions de stockage,

- les instructions de nettoyage et de stockage du matériel de prélévement.

Cas particulier des MP a AMM : Les médicaments possédant une AMM et étant utilisés dans la pro-
duction de MTI (ex : héparine) sont déja libérés par I'établissement pharmaceutique fournisseur. Une
analyse de risque peut montrer qu'il n’est pas nécessaire qu’ils subissent autant de tests que d’autres
MP sans AMM (comme le sérum de veau foetal, la collagénase, la trypsine...), toutefois ces substances

feront I'objet d’un échantillonnage et d’'un contrdle visuel tracé par lot.

Cas pratique : lllustrons ces propos par la mise en place d’un tel outil d’aide au contréle des matiéres
premieres réalisée a la plateforme EFS des MTI a Toulouse. L'établissement de fiches de spécifications et
d’acceptabilité a permis de mettre en lumiere 6,5% de lots non conformes aux exigences qualité définies
en interne. Ce contréle en amont de la production a mis en lumiére un certain nombre de problemes en
terme d’intégrité et d’inviolabilité des MP, limitant ainsi les répercussions potentiellement délétéres sur la

stérilité des lots de produits finis (Annexe 4).

Les milieux de culture cellulaire de mammiféres sont des MP critiques, puisqu’ils conditionnent la
croissance des cellules. lls sont composés d’eau, glucose, acides aminés, sels, vitamines, lipides et pro-
téines apportés synthétiquement, et par I'adjonction de lysat plaquettaire humain (HPL) ou sérum de
veau foetal (FBS).
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La tendance actuelle de culture cellulaire en conditions « xeno-free » (sans produits d’origine ani-
male) pousse les industriels et scientifiques a utiliser de plus en plus le HPL que le FBS 172, Cependant,
ces ajouts issus de matiéres biologiques apportent une variabilité notamment pour le HPL et nécessitent
d’étre bien contrélés notamment par des fiches de spécifications et d’acceptabilité avant d’étre utilisés

pour la fabrication d’un MTI (Eigure 42).

La variabilité du HPL est due a ses étapes de fabrication a partir de concentrés plaquettaires de plu-
sieurs donneurs. En effet, les différentes techniques de préparation ménent a des concentrations de leu-
cocytes différents (+/- filtration des leucocytes), a une dilution variable des facteurs de croissance lors
du remplacement du plasma (par une solution additive) ou lors de I'inactivation virale (photo-inactivation
par rayonnement ultra-violet +/- psoralene ou vitamine B12, voire rayonnement gamma). La production
de HPL reste donc un défi dans le domaine des biotechnologies et impacte fortement la production de

MTI en aval par une variabilité des MP en amont.

Exemple de fiche de spécifications d’'un FBS, matiere premiére intervenant dans la composition
des milieux de culture cellulaire (Eigure 42). Un lot de FBS avant d'étre libéré, doit étre identifié en utili-
sant par exemple un test électrophorétique permettant de séparer les différentes protéines, puis de do-
ser ces protéines (Ph. Eur. 2.5.33) et son osmolalité (Ph. Eur. 2.2.35) en établissant des critéres d’accep-
tation et de rejet du lot. Les impuretés doivent étre recherchées : dans le cas présent la présence d’hé-
moglobine par spectrophotométrie. La recherche de contaminants est primordiale notamment par des
tests d’endotoxines (Ph. Eur. 2.6.14), de stérilité (Ph. Eur. 2.6.1), de mycoplasmes (Ph. Eur. 2.6.7) et de
virus bovins pour le FBS. Enfin, des tests de fonctionnalité peuvent étre entrepris pour vérifier I'efficacité
du produit, en I'occurence pour le FBS par des tests de croissance cellulaire matérialisés par le calcul de

temps de doublement de population par exemple.
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Figure 42 : Exemple d’une fiche de spécifications et d’acceptabilité d’'un sérum de veau foetal

(FBS) en condition BPF 172,

L'ensemble de ces tests réalisés par le fournisseur et/ou le producteur sont récapitulés dans une fiche
de spécifications et d’acceptabilité établie par lot de matiere premiére et/ou par livraison d’'un méme lot
(définie selon I'analyse de risque de I'établissement). Ces documents a conserver dans les archives
servent a la sortie de quarantaine et la libération par le responsable contréle qualité des lots de MP afin

de démarrer la production de MTI en ayant minimisé les risques de non-conformité.

1.3.La stabilité des matiéres de départ influence le modéle de production

Avec les thérapies allogéniques, bien que des dépenses significatives ont été faites sur la localisa-
tion, le consentement et la collection du don initial, I'expédition est unique et relativement simple a coor-
donner. Cependant, I'envoi de don autologue peut étre plus complexe et problématique que la déli-
vrance du produit fini. Ceci étant d au fait que le transport est souvent réalisé a des températures relati-
vement élevées (2-8°C) dans lesquelles les cellules ont une durée de vie réduite, alors que la plupart des
produits finis sont ou seront éventuellement envoyés et conservés congelés. L'impact de ces exigences

astringentes augmente considérablement le colt du circuit des MTI a moins que les centres de préleve-
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ment/production soient proches des patients. Cette alternative est illustrée par le développement de
Strimvelis® ou les patients doivent voyager depuis I'Europe entiere jusqu'a Milan, ou se trouve le seul
centre habilité a fabriquer le produit ; la durée de vie des cellules modifiées étant tres courte et celles-ci

devant étre réinjectées sous six heures.

La survie cellulaire peut dans certains cas étre augmentée par la cryopréservation (ex. CART anti-
CD19). Toutefois, si cette étape n'a pas été prévue au début des essais cliniques, le producteur aura
I'obligation de re-valider 'ensemble de son procédé de fabrication afin de montrer I'innocuité de la cryo-

conservation sur I'efficacité et la toxicité de son MTI.

La stabilité des matieres de départ influence donc fortement le circuit et plusieurs modeles de pro-

duction peuvent étre envisagés :

- Cas 1 : Production centralisée - la matiére premiére biologique de départ et le MTI doivent étre
suffisamment stables pour le transport dans différents sites géographiques, dans le cas contraire il faut
faire venir les patients (ex. Strimvelis®).

- Cas 2 : Production centralisée avec un pré-traitement de la matiére initiale régionalisé - Le
don labile peut étre pré-traité a I'hépital ou dans un centre partenaire sous-traitant (ex. EFS) afin
d’augmenter sa stabilité (ex. séparation et congélation de cellules mononucléées a partir d’'un préle-
vement sanguin) puis envoyé dans le centre producteur.

- Cas 3 : Production décentralisée - ou les dons labiles sont rapidement envoyés aux différents

centres de production MTI régionalisés ou sous-traitants.

Le cas 1 est le plus sCr et le moins complexe d’'un point de vue production. Le cas 2 peut étre un mo-
dele plus économique et peut faire intervenir des entreprises de sous-traitance pour le pré-traitement,
évitant un trop grand investissement. Le cas 3 semble attractif mais le risque pour le producteur est im-
portant notamment du fait du peu d’hépitaux qui produisent des MTI et du faible nombre de laboratoires
travaillant en conditions BPF. De plus I'ouverture de plusieurs sites est coldteux en temps (transfert tech-

nologique, audit) et argent (personnel, BPF).
Le choix du modele de développement n’est pas uniquement relatif a la stabilité des matiéres pre-

mieres mais également a l'incertitude de la balance offre/demande, la complexité de fabrication et la
stabilité du produit fini (Eigure 43).
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Figure 43 : Diagramme décisionnel du modéle de développement des MTI selon la complexité du

circuit 168,

Holoclar® est une cornée autologue produite a partir de cellules souches adultes épithéliales pour le
traitement de la déficience en cellules souches limpides causée par une brdlure. Une biopsie cornéenne
est prélevée de I'oeil normal du patient localement et expédiée a un centre de fabrication européen ou le
produit est fabriqué sous 10 a 14 jours, puis renvoyé pour I'implantation chirurgicale. Ainsi 'approvision-
nement et la demande (qui sont liés) sont incertains et la production décentralisée. L'ensemble du circuit
est complexe avec un matériel de départ et un MTI labiles, une fabrication assez compliquée, et une

longue logistique aller/retour en concordance avec une planification chirurgicale.

Strimvelis® est une thérapie génique ex vivo de CSH autologue pour SCID-ADA - une forme rare de
d’immunodéficience congénitale. En principe, le fabricant fait face aux mémes défis de complexité du
circuit gu'Holoclar® mais par la nature ultra-orpheline de la maladie (peu de patients), I'entreprise GSK a
trouvé plus efficace de transporter le donneur / patient (un et le méme) prés du centre de fabrication.
Cette solution présente I'avantage de faciliter 'administration et d’'étre suivi par une équipe clinique spé-

cialiste de la pathologie.
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Zalmoxis® est une cellule T allogénique génétiquement modifiée avec un vecteur rétroviral codant
pour une forme tronquée du récepteur humain low affinity nerve growth factor (ALNGFR) et de la thymi-
dine kinase de I'Herpes simplex virus | (HSV-TK Mut2). Cette thérapie génique est utilisée comme traite-
ment adjuvant chez les patients adultes atteints d’hémopathies malignes a haut risque subissant une
greffe de CSH haplo-identique. Les fabricants font face aux mémes défis de complexité qu'Holoclar®,
mais le matériel de départ (cellules T donneuses) peut étre cryoconservé, permettant ainsi une logistique

plus judicieuse dans le temps et I'espace.

2. Les défis de la mise en place d’'une plateforme de production

2.1.La conception et qualification des locaux de production

La plupart des MTI sont issus de cellules vivantes qui ne peuvent étre stérilisées, ils requiérent donc
une production dans des conditions aseptiques. La premiere fonction d’'un local est d’assurer la qualité
du produit. Ce local a pour but de réduire le risque de contaminations particulaire et microbiolo-
gique. Inversement un local adéquat a I'usage doit dans certains cas protéger 'environnement contre le
risque de dispersion d'organismes génétiquement modifiés dans la nature. C’est le cas des médica-
ments de thérapie génique répondant a la réglementation OGM, et en France respectant les recomman-
dations du manuel du Haut Conseil des Biotechnologies (HCB) pour I'utilisation confinée d’'OGM. La
conception d’'une salle blanche aseptique differe donc du type de MTI produit a I'intérieur. C’est 'un des
défis les plus importants a relever dans le développement d’un MTI car il conditionnera I'ensemble de la
production, et les modifications en cas de défaut se révelent souvent laborieuses, onéreuses et chrono-

phages.

2.1.1.La conception des locaux de production
Selon les directives européennes, « Leur plan, leur agencement, leur conception et leur utilisation
doivent tendre a minimiser les risques d'erreurs et a permettre un nettoyage et un entretien efficaces en
vue d'éviter les contaminations, dont les contaminations croisées, le dépbt de poussiéres ou de saletés
et, de fagon générale, toute atteinte a la qualité des produits » 7. En effet, cette salle blanche (Figure 44)

est une zone a atmosphere contrdlée (ZAC) qui a pour principes de :

- Minimiser la génération de particules internes : en choisissant des matériaux de construction spé-
cifiques, en éliminant les points d’accumulation (plinthes arrondies et minimisation du nombre d’éta-

geres) et en facilitant le nettoyage et la décontamination.

- Etre en pression différentielle positive (ou négative si OGM selon les BSL « Biological Safety Le-
vels ») empéchant la contamination particulaire de pénétrer dans la salle blanche (ou d’empécher la
dissémination des OGM en dehors de la salle) et éliminant la contamination produite par les manipula-

teurs. Concevoir une cascade de pression est essentielle et fait intervenir la création de sas entre la
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ZAC et I'environnement. La différence de pression entre ces deux environnements est de +/- 10-15Pa.
Ces sas sont notamment utilisés pour I'habillage et déshabillage du personnel en entrée et sortie en
ZAC. La création de passe-plats (petit sas dans le mur) permet le transfert du matériel (MP, produit fini,

et déchets) correspondant a un flux différent de celui des manipulateurs.

- Empécher l'entrée de particules et micro-organismes vers la ZAC et permettre I'évacuation de
celles générées par l'intermédiaire d'une centrale de traitement d’air (CTA). Cette CTA permet de
maintenir la surpression (ou dépression) requise en fonction de la classe des zones, d’assurer le
nombre de renouvellements d’air (en volume d’air/heure) requis pour la santé des occupants selon des
normes d’hygiéne et sécurité du lieu de travail (hors BPF), et de garantir un nombre de brassage d’air
déplacé (en nombre de brassage/heure) requis par les normes pharmaceutiques (BPF). Lair entrant
dans une ZAC est contrélé notamment par des filtres HEPA (a haute efficacité sur les particules aé-
riennes), dispositifs capables de filtrer, en un passage, au moins 99,97 % des particules de diametre

supérieur ou égal a 0,3 um.

Ces ZAC sont classées en fonction du degré de propreté de A a D et doivent étre choisies en fonction
de l'activité réalisée a l'intérieur (Tableau 14). La préparation méme d’'un MTI est réalisée dans une zone
classée A (équipement de laboratoire) :

- sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) a flux laminaire installé dans une ZAC classée B

généralement,

- ou dans un isolateur hermétique installé dans une ZAC de classement inférieur C ou D car le risque

de contamination d’un isolateur par le manipulateur et I'environnement est moins important qu’avec un

PSM (semi-ouvert sur I'extérieur).

Tableau 14 : Recommandations BPF des limites des contaminations particulaire et microbiolo-

gique selon les différentes classes et |'activité (UFC : Unité Formant Colonie)’.
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Concevoir ce type d’environnement doit également comprendre la gestion des flux dans sa réflexion.
Le but étant d’optimiser les déplacements du personnel, des matieres, des produits et des déchets pour
minimiser les risques de contamination des produits due a l'intervention humaine. La conception des

salles, couloirs, et sas devra prendre en compte ces flux en évitant de les croiser le plus possible.

Source : © NIAID

2.1.2.La qualification des locaux de production
Une fois construite, ces zones ainsi que les équipements sont qualifiés pour leur utilisation en produc-
tion a visée clinique. L'industriel doit établir un plan de validation (ou VMP « Validation Master Plan ») qui
présente et justifie la démarche de qualification qui sera mise en oeuvre par la suite. On distingue diffé-

rents niveaux de qualifications qui sont énumérés dans les BPF : QC, Ql, QO, et QP.

- Qualification de la conception (QC)
Le premier élément de la validation de nouvelles installations, systemes ou équipements est la qualifi-
cation de la conception (QC). La conformité de la conception aux BPF doit étre démontrée et documen-

tée.
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- Qualification de I'installation (QI)
La qualification de l'installation (Ql) doit étre réalisée sur les installations, systemes et équipements
neufs ou ayant subi des modifications. La QI doit vérifier qu’ils sont conformes a la conception approu-

vée et aux recommandations du fabricant.

- Qualification opérationnelle (QO)

La qualification opérationnelle (QO) doit succéder a la qualification de l'installation conforme. La QO
doit vérifier si ces installations, systémes et équipements fonctionnent comme prévu sur toute la gamme
d’exploitation en fonction des procédés de fabrication, mais aussi dans des cas de conditions critiques
ou «pire cas» (« worst case »). Le fait de franchir avec succeés le stade de la qualification opérationnelle
doit permettre d’achever les procédures d’étalonnage, d’exploitation et de nettoyage, la formation des
opérateurs et les exigences en matiere d’entretien préventif. Elle doit permettre une « libération » offi-

cielle des installations, systémes et équipements.

- Qualification des performances (QP)

La qualification des performances (QP) doit suivre le passage réussi des stades de qualification ins-
tallation et de qualification opérationnelle. La QP doit vérifier si ces installations, systémes et équipe-
ments sont en mesure de fonctionner de facon efficace et reproductible au cours du temps. Elle s’effec-

tue avec les opérateurs en place et les équipements en activité.

Pour chacune de ces étapes de qualifications, la démarche de tragabilité documentaire doit compor-
ter le protocole, les tests et le rapport. Ces documents doivent étre conservés dans le cas d’audit par les

instances nationales de santé. Cette démarche peut se résumer a I'adage :

« Ecrire ce que I'on doit faire ; Faire ce que 'on écrit ; Ecrire ce I'on a fait »

2.2.Validation d’un procédé de production

Un procédé de production est généralement segmenté en une série d'étapes fonctionnelles qui

peuvent différer entre les types de cellules et en fonction des besoins spécifiques du produit.

Un processus typique pour les produits a base de cellules suit ces étapes (Figure 45) :

- Réception du matériel de départ (par exemple, aphérése ou moelle osseuse, ou éventuellement
lignée cellulaire / banque de cellules pour les thérapies allogéniques) ;

- Traitement des cellules - Lavage pour éliminer la majorité des types cellulaires indésirables ;

- Sélection / enrichissement - Sélection des cellules cibles ou enrichissement ;

- Ingénierie cellulaire - Activation, modification génétique ;

- Culture cellulaire - Amplification dans des flasques statiques ou bio-réacteurs (environ 1 a 30 jours) ;
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- Traitement des cellules - Lavage pour éliminer les impuretés ;
- Formulation du produit - Réduction du volume, formulation et potentiellement cryoconservation ;

- Stockage / expédition du produit final sur le site clinique pour la perfusion du patient.

Figure 45 : Schéma du procédé classique de fabrication d’'un MTI.

Les procédés de fabrication de thérapie génique impliquent généralement des étapes moins nom-
breuses et souvent plus simples :

- Amplification vectorielle et expansion cellulaire ;

- Expansion cellulaire / vectorielle de bio-réacteur - Culture de bio-réacteur ;

- Perturbation cellulaire - Transduction ;

- Purification - Chromatographie, élimination de ’ADN ;

- Polissage - Microfiltration / ultrafiltration ;

- Remplissage & conditionnement - Transférer au stockage, cryoconservation.

La validation rapide et efficace de ce type de procédé de production est un défi économique majeur
pour la plateforme de production. Le procédé doit étre le plus stable possible afin de minimiser les varia-
tions inter-lots. Les matiéres premieres doivent étre définies et compatibles avec une production phar-
maceutique (Chapitre 111.1.2). Les contréles qualité (méthodes) doivent étre validés, et les spécifications
« in process » et sur le produit fini doivent étre définies. Le pharmacien responsable est le garant du res-

pect de ces exigences.
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L'élaboration d’un procédé de production doit étre justifié par une preuve de concept scientifique (re-
cherche et développement). Il nécessite donc d’avoir anticipé l'influence de tous les changements tech-
niques sur l'effet final du produit (ex. cryoconservation). Une fois écrit, le procédé est réalisé 3 fois au
minimum (« runs ») pour étre validé. Ces lots de transfert sont produits dans les mémes conditions que
les lots cliniques, et ont pour but d’évaluer et de définir les caractéristiques du produit fabriqué. lls ne

seront pas utilisés en clinique.

La validation du procédé de fabrication aseptique pour les produits pharmaceutiques doit inclure une
simulation du procédé par « Media Fill Test » (MFT) ou « Media Process Test » (MPT) utilisant du milieu
de culture nutritif en lieu et place de tous les réactifs entrant dans le processus de production. Le prin-
cipe des MFT (ou test de remplissage aseptique) est de mettre en évidence le risque potentiel de pro-
duire des lots non stériles en étudiant I'impact des méthodes de travail et de I'environnement. Par
ailleurs, les MFT permettent de confirmer l'efficacité du processus global de qualification/validation dé-
roulé en amont : QI/QO (vérification du fonctionnement des équipements), formations des manipulateurs
aux BPF (procédures et méthodes de travail), validations des procédés (fabrication, nettoyage, stérilisa-
tion), efficacité de la filtration stérilisante le cas échéant. Il permet également d’habiliter les manipulateurs

a la production aseptique.

Avant d’entreprendre une production de lots cliniques, suivre ce cheminement permet d’évaluer les
risques, les étapes critiques, et permet ainsi d’agir en amont en modifiant le cas échéant la méthode.
Enfin, effectuer ces tests a blanc a pour but de garantir la reproductibilité, la robustesse du procédé de
fabrication dans I'unité ainsi que d’habiliter le personnel manipulateur. La validation du procédé asep-

tique est donc un pré-requis a la production des MTI.

2.3.La gestion du personnel

La formation et la gestion managériale du personnel est un challenge pour les responsables d’une
plateforme de production de MTI. étre a la téte d’'un établissement pharmaceutique implique de grandes
responsabilités. Mais « la qualité de la fabrication des médicaments repose sur 'ensemble du personnel.
Pour cette raison, le fabricant doit disposer d'un personnel qualifié et en nombre suffisant pour mener a
bien toutes les taches qui lui incombent. Les responsabilités individuelles doivent étre clairement com-
prises par les intéressés et formalisées. Tous les membres du personnel doivent étre sensibilisés aux
principes des bonnes pratiques de fabrication qui les concernent ; il convient d'assurer leur formation
initiale et continue et notamment d’y inclure les instructions d'hygiéne en rapport avec l'activité concer-

née. » 7,

En France, les MTI sont des médicaments, donc soumis au monopole pharmaceutique. C’est alors au

pharmacien responsable que revient la responsabilité de certifier/libérer un lot de médicament. Les
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« personnes clés » d’'un établissement de production de MTI sont les responsables de la production, du

contréle qualité et la personne qualifiée (le pharmacien responsable en France).

Rdle du responsable de production : Au minimum, doit s'assurer que la fabrication est effectuée
conformément aux spécifications et instructions, de la qualification et de I'entretien des locaux et des
équipements utilisés dans les opérations de fabrication et de s'assurer que les validations appropriées

sont faites.

Réle du responsable contrdle qualité : Il doit s'assurer que les locaux et les équipements sont ap-
propriés et qualifiés lors d'opérations de contréle et que le personnel travaillant sous sa responsabilité
est correctement formé (ingénieur, techniciens, agents d’entretien). Des contrdles en cours de fabrication
peuvent étre effectués dans la zone de production a condition qu'ils ne comportent aucun risque pour le
produit. En particulier, il assume la responsabilité des taches suivantes :

(i) Approbation des spécifications, des instructions d'échantillonnage, des méthodes d'essai et

d'autres procédures de contrble qualité.

(i) Approbation des conditions pour les tests externalisés.

(iii) Contréle des matieres premiéres, des matieres de départ, des dispositifs médicaux utilisés dans

les MTI combinés, des matériaux d'emballage, des produits intermédiaires, et des produits finis (y

compris leur approbation ou leur rejet).

(iv) Supervise le controle des échantillons.

(v) S'assurer que tous les tests nécessaires sont effectués et que les enregistrements associés sont

évalués.

(vi) Assure le suivi de la stabilité des produits.

(vii) Participe aux enquétes liées a la qualité du produit

Rodle de la personne qualifiée (Pharmacien responsable en France) : doit avoir comme pré-requis
une formation et une expérience en adéquation avec les MTI comprenant des connaissances sur la bio-
logie cellulaire et tissulaire, les différentes techniques biotechnologiques et de culture cellulaire, ainsi que
la caractérisation et la fonctionnalité de ces produits. Les personnes qualifiées doivent particulierement
étre irréprochables sur leur connaissance des étapes de fabrication et de contréle qualité pour les-
quelles ils prennent leurs responsabilités. La principale responsabilité est de vérifier et de certifier que
chaque lot produit dans leur unité a été fabriqué et vérifié conformément aux :

(i) exigences d’AMM / et d’autorisation d'EC,

(ii) spécifications de production de médicament (ex. BPF)

(iii) spécifications du produit dans le pays de destination (dans le cas des exportations).

En terme pratique, il doit y avoir plusieurs personnes qualifiées/pharmaciens dans une unité de pro-

duction notamment pour pallier les absences. Les personnes qualifiées peuvent cumuler le fait d’étre soit
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responsable de la production, soit du contréle de la qualité. Limportance réside dans le fait que le res-
ponsable de la production ne peut pas étre le responsable du contrdle de la qualité d’'un méme lot. Il y a
une séparation de ces activités afin de permettre un deuxieme regard indépendant 7.

Les manipulateurs ingénieurs/techniciens doivent étre formés et évalués régulierement a s’habiller, et
manipuler en ZAC (taches critiques qui leur incombent). La bonne communication et le bon déroulement
des taches sont essentiels notamment dans un contexte de pic d’activités ou les erreurs humaines sont
plus fréquentes due a la fatigue et la répétition des actes. Pour réduire ces erreurs, la rotation des postes
de travail permet d’augmenter I'attention du personnel et sa polyvalence en réduisant la monotonie d’'une

production a grande échelle. Ce type de management peut étre appliqué a I'industrie des MTI.

Figure X : Organigramme d’'une plateforme de production de MTI.

2.4.Les défis des contrbles qualité d’'un MTI

Le panel des MTI est tres large, les technologies utilisées sont variées (cellules, vecteurs, biomaté-
riaux...). [l apparait alors difficile de résumer les CQ des MTI a une liste claire et immuable. La caractéri-
sation et la fonctionnalité des MTI doivent étre étudiées au cas par cas ce qui en fait un défi majeur pour
le développement. Toutefois quand il s’agit de médicaments, certains CQ sont ubiquitaires particuliére-

ment les tests de stérilité.

2.4.1.Les tests de sécurité microbiologique
Le statut microbiologique d’'un médicament issu du vivant est un facteur de risque important d’infec-
tion chez le receveur. Les micro-organismes potentiellement responsables sont détectables par différents

tests décrits dans la Pharmacopée Européenne (Eu.Ph. 2.6.).
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- La stérilité des produits cellulaires (Eu. Ph. 2.6.27) ou les flacons d’hémocultures aérobie et
anaérobie sont inoculés avec un volume de suspension cellulaire défini puis incubés dans un systeme
de détection microbienne automatisé tel que le Bactec™ (Becton Dickinson), ou BacT/ALERT (BioMé-
rieux) pendant une durée de 7 jours au minimum, durée qui aura été validée au préalable (Figure 46).
L'absence de croissance bactérienne est un pré-requis a la libération d’'un MTI. Lorsque cette donnée
ne peut pas étre obtenue sur le produit fini dans le temps imparti avant I'injection au patient, les don-
nées disponibles sur produit intermeédiaire devront étre prises en compte.

- A noter que les solutions ne contenant pas de cellules (cas des placebo dans certains essais cli-

niques) doivent étre testées selon Eu. Ph. 2.6.1.

Figure 46 : lllustration des automates de détection microbienne BD Bactec™ (gauche) et BacT/
ALERT™ (droite).

Sources : ©BD & ©Biomérieux

- La recherche de mycoplasmes (Eu. Ph. 2.6.7 et 2.6.21) qui sont des bactéries sans paroi cellu-
laire, potentiellement pathogenes pour I'Homme (ex. Mycoplasma pneumoniae), et difficiles a cultiver in
vitro (2 a 3 semaines). Ainsi, 'amplification du génome bactérien par gPCR a partir du surnageant de

culture cellulaire ou des cellules elles-mémes permettra leur détection précoce.

- L'essai des endotoxines bactériennes (Eu. Ph. 2.6.14) est destiné a la détection ou la quantifica-
tion des endotoxines produites par des bactéries gram-négatives, au moyen d’'un lysat d’amoebocytes
de limule (Limulus polyphemus ou Tachypleus tridentatus). Il peut étre réalisé par 3 techniques : gélifi-
cation (induction de la formation d’'un gel), turbidimétrie (développement d’une turbidité par clivage
d’'un substrat endogene), colorimétrie (développement d’'une coloration par clivage d'un complexe

peptide-chromogéne synthétique).

2.4.2.Les tests de caractérisation biologique et pureté
La caractérisation biologique du produit final est donc primordiale. En effet, les MTI a base de cel-
lules présentent de nombreuses inquiétudes liées a leurs propriétés intrinseéques biologiques et sont ren-
forcées par le manque de connaissances fines de leur devenir in vivo. Les produits cellulaires a base de

cellules souches en sont I'exemple type (Eigure 47).
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Figure 47 : Evaluation des risques des produits a base de cellules souches 173.

Les cellules plutipotentes (ex. iPSC) et multipotentes (ex. MSC) engendrent donc différentes préoc-

cupations notamment en ce qui concerne :

La tumorogeénicité : le potentiel de formation de tumeurs représente une préoccupation liée a l'auto-
renouvellement des cellules indifférenciées, alors que les cellules a d'autres niveaux de maturation

peuvent également présenter un risque.

L'hétérogénéité : de nombreuses thérapies a base de cellules souches ne consisteront pas en une
population de cellules cibles pures et homogénes, ce qui souléve des questions supplémentaires sur les
risques que les cellules non ciblées peuvent présenter, ainsi que leur réle physiologique aprés I'adminis-

tration.

La migration et formation de tissus a partir du site de transplantation sont également préoccu-
pantes, en particulier lorsque des produits a base de cellules souches sont introduits dans des sites ana-

tomiguement sensibles.

La mort cellulaire : de plus, la différenciation des produits a base de cellules souches qui sont allo-
géniques vis-a-vis du receveur entraine une incompatibilité immunologique accrue due a l'expression
d'antigénes exogeénes. La mort d'une grande partie de la population cellulaire transplantée, qui n'est pas

propre aux cellules souches, peut constituer un risque supplémentaire.
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Afin de contréler au maximum ces parametres, le producteur de MTI doit selon une analyse des
risques déterminer et conduire les contrdles qualité nécessaires 174. Quels sont-ils ? Quelles sont les

défis et les difficultés rencontrées ? Peut-on établir des normes ?

L'identité et la pureté des cellules et vecteurs doivent étre contrblées avant 'administration aux pa-
tients. Pour ce faire différentes techniques analytiques sont a notre disposition, décrites dans la Pharma-

copée Européenne (Eu.Ph. 2.7.) :

- La numération cellulaire (Ph. Eur. 2.7.29) est réalisée par comptage manuel sur chambre de Ma-
lassez, ou automatique par test cytofluorimétrique (FACS). Il permet de calculer également le temps
de doublement de population : (t - to) - log2 / log (N - No), ou t - to est le temps de culture (en h), N le
nombre de cellules récoltées et No est le nombre de cellules dans la phase initiale. Ce temps de dou-
blement de population peut étre un outil d’évaluation de la croissance et donc de la vitalité cellulaire en

culture.

- Le pourcentage de viabilité cellulaire (Ph. Eur. 2.7.29) déterminé manuellement par coloration au
bleu de trypan (avec comptage sur hématimétre de Malassez ou Toma), ou automatiquement par
FACS ou les cellules sont incubées avec de I'iodure de propidium ou du 7-AAD qui est extrudé par les
cellules viables. Le nombre de cellules vivantes sera rapporté sur le nombre de cellules totales pour
obtenir un pourcentage (donnée quantitative). Linjection de cellules mortes, outre leur inefficacité,

pourrait engendrer un effet opposé a I'effet recherché.

- L'immunophénotypage (Ph. Eur. 2.7.24) par analyse FACS. Le but de I'essai est de déterminer les
molécules antigéniques a la surface des cellules qui contribuent a définir leur identité / pureté. Brie-
vement, les cellules sont incubées avec des anticorps appropriés conjugués a différents fluorochromes
(ex. APC, FITC, PE, ou PC7) pendant 20 minutes a +4°C, puis lavées avec du tampon phosphate salin
(PBS). Les cellules sont donc analysées par FACS et chague marqueur est exprimé en pourcentage du
nombre total de cellules analysées. Par exemple, si le MTI comprend des CSH (exprimant majoritaire-
ment le CD34+ en surface) alors un des criteres libératoires pourrait étre un pourcentage de cellules
CD34+ > 80%. Sachant que les 20% de cellules restantes CD34- devront étre documentées en termes

d’impureté ou de cellules fonctionnelles présentant d’autres marqueurs.

- Les tests caryotypiques / dosage d’hTERT permettent de prévoir la tumorigénicité des cellules.
Le caryotype standard des bandes G est utilisé pour évaluer les anomalies chromosomiques. Les cel-
lules sont bloquées en métaphase par de la colchicine, soumises a un choc hypotonique pour disper-
ser les chromosomes, fixées par un mélange alcool-acide acétique puis étalées sur lame en cas de
culture en suspension. On applique ensuite différentes techniques de « banding » permettant d’obtenir

un marquage spécifique de chaque chromosome (traitement par la chaleur, par la trypsine...). Les mi-
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toses sont capturées sur un logiciel analyseur d'images et les chromosomes sont alors classés par
paires. Aprés la culture cellulaire, la cytogénétique constitutionnelle est analysée généralement pour 20
a 30 mitoses. A propos d'hTERT (Télomérase), c'est un gene fortement exprimé dans les cellules
souches embryonnaires (CSE) et dans certaines cellules tumorales. L'absence d'expression comparée
a des CSE (controle positif) peut indiquer un tres faible risque de transformation.

- D’autres tests peuvent étre entrepris comme le séquencage pour identifier ’TADN des médicaments
de thérapie génique. Les techniques de séparation chromatographique et électrophorétique per-
mettent de vérifier I'identité et la pureté de médicaments de thérapie génique par la détection d’ARN
ou ADN contaminants ou non. Ainsi que les techniques pour vérifier I'expression des protéines d’inté-

rét par Western Blot notamment.

2.4.3.Les tests de fonctionnalité

Malgré ces quelques tests de caractérisation des populations cellulaires, d’autres contrdles
qualité sont désormais entrepris pour répondre aux questions des autorités réglementaires sur le devenir
de ces cellules in vivo : ce sont les tests fonctionnels. Ces tests fonctionnels spécifiques sont impor-
tants non seulement pour la fabrication du MTI, comme un outil pour évaluer la qualité et la cohérence du
produit, mais aussi pour le développement clinique afin de prédire I'efficacité clinique du produit et ten-
ter d’établir un lien effet-dose. Ce lien dose-efficacité est difficile a établir pour les produits biologiques
en général, et pour les MTI, le défi est encore plus compliqué. En effet, ces produits cellulaires pré-
sentent un haut niveau de complexité moléculaire, et leurs modes d'action (MoA) peuvent ne pas tou-

jours étre pleinement compris et impliquer de multiples voies et mécanismes.

Un test de fonctionnalité idéal doit posséder différents attributs (Eigure 48), il devrait :

- étre représentatif du MoA,

- couvrir le produit et 'ensemble de ces constituants (ex. toutes les sous-populations de cellules),

- étre suffisamment sensible et spécifique pour détecter la dégradation ou la perte d’activité du pro-
duit,

- étre précis,

- étre rapide,

- permettre de démontrer la reproductibilité entre les lots,

- étre prédictif d'une efficacité clinique,

- fournir des résultats quantitatifs dans un temps imparti permettant la libération du MTI selon les

criteres d’acceptation (= libératoire),
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Figure 48 : Attributs des tests de fonctionnalité 175,

Ces tests de « potency » concernent :

- des tests biologiques basés sur des animaux, qui mesurent la réponse biologique d'un organisme
au produit ;

- des tests biologiques basés sur la culture cellulaire, qui mesurent la réponse biochimique ou phy-
siologique au niveau cellulaire ;

- des dosages biochimiques, qui mesurent les activités biologiques telles que les taux de réactions

enzymatiques ou les réponses biologiques induites par les interactions immunologiques.

Exempl rl nimaux :

- Xénogreffe dérivée du patient appelée PDX (pour « patient derived xenograft ») est trés utilisé en
oncologie comme modele d’étude pré-clinique souvent murin. Récemment, un lien entre I'efficacité des
cellules CAR-T sur les tumeurs solides et une analyse en temps réel par imagerie par bioluminescence
a été réalisé dans un modeéle murin PDX in vivo 176, Un traqueur qui permet de suivre le devenir des
CAR-T ainsi que leur migration et leur expansion in vivo en réaction a la tumeur solide. Ce type d’'ana-
lyse permettrait dans le cas de CAR-T allogénique de choisir la meilleure banque de cellules en amont

de la thérapie.

Exemples de tests de culture cellulaire :

- Les tests de clonogénicité sont pertinents pour évaluer la fréquence de cellules progénitrices
(ex. CSM, ADSC, iPSC) : la clonogénicité des cellules est appréciée par la mesure du taux d'unités
formant des colonies (CFU). Concretement, une a plusieurs centaines de cellules sont ensemencées,

puis incubées a 37°C. La culture est arrétée une dizaine de jours apres, les cellules sont alors fixées et

105



colorées au Giemsa. Les colonies de plus de 50 cellules sont ensuite comptées pour donner un
nombre de CFU / cellules ensemencées. Pour Holoclar®, le premier médicament a base de cellules
souches approuvé en Europe (en février 2015), la combinaison du test clonogénique avec des mar-
queurs de population cellulaire spécifiques pour les cellules actives et de soutien a été utilisée comme
référence comme test de fonctionnalité. La caractérisation cytologique a ici permis de sélectionner la
qguantification d'un marqueur de cellules souches limbiques comme CQ libératoire, car il a été démon-

tré qu'il était significativement lié a la réussite clinique.

- L’étude du potentiel de différenciation des cellules progénitrices par mesure de marqueurs gé-
niques et histologiques apres une différenciation spécifique induite in vitro. Par exemple, ces mé-
thodes seraient adéquates pour corréler le potentiel ostéogénique de CSM en vue de régénérer de I'os
avec une surpression des genes de 'ostéogenése (ex. OSX, RUNX2, OPN, et OCN) par RT-PCR, cou-
plées a une coloration histologique au rouge d’alizarine ou Von Kossa pour détecter la minéralisation
de la matrice sécrétée 6. Ce type de tests de fonctionnalité pourrait étre envisagé dans le choix de
cellules allogéniques pour réaliser les banques de cellules principales. Ces derniers permettraient se-
lon Pindication du MTI de déterminer les lots susceptibles d’engendrer la meilleure réponse clinique.
Au vu de la longueur du procédé, il semble toutefois difficile de les utiliser pour la libération du produit
final d’'une thérapie autologue. En revanche, les marquages immuno-histologiques (Tableau 15)
peuvent contribuer a la libération du produit dans de brefs délais comme pour le médicament d’ingé-

nierie tissulaire Apligraf® qui permet d’évaluer la qualité de I'épiderme formé in vitro a l'aide d’une

biopsie 174,

Paramétre testé Mesure quantitative Spécification

Couverture épidermique Pourcentage de la surface de la matrice dermique recouverte d'épiderme >95 %

Développement Pourcentage de développement épidermique acceptable qui combine plusieurs > 70%

épidermique aspects du développement fonctionnel ; une couche basale de kératinocytes de forme
cubique-colonnaire, cinq couches suprabasales stratifiées ou plus et = 1 couche(s)
cornée(s)

Viabilité des kératinocytes | Pourcentage de I'épiderme contenant des kératinocytes basaux avec un cytoplasme >95 %

de la couche basale basophile et sans vacuolisation sévére ou nécrose; vacuolisation et nécrose utilisées
comme paramétres pour déterminer la viabilité des kératinocytes basaux

Viabilité des kératinocytes | Pourcentage de kératinocytes contenant un cytoplasme basophile sans vacuolisation, >90%

de la couche cellulaire nécrose ou pycnose (non viable).

suprabasale

Epaisseur dermique Epaisseur moyenne de la matrice dermique dans cinq champs choisis au hasard surla > 40 pm
longueur de I'échantillon

Densité des fibroblastes Densité des fibroblastes dans cing champs choisis au hasard de la matrice dermique ; = 4 noyaux de
noyaux pycnotiques (non viables) non inclus dans le dénombrement fibroblastes par

champs

Aspect de la matrice Détermination du pourcentage de collagéne de la matrice dermique présent sur la = 95% de coloration

lame qui se colore uniformément sans grands trous ou inclusions uniforme

Tableau 15 : Liste de tests de fonctionnalité histologiqgues proposés par Apligraf® (Organogenesis
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De plus, la fonctionnalité de I'absorption d’eau percutanée fut corrélée par des tests d'activité mito-

chondriale au MTT, la sécrétion de VEGF et des essais in vivo dans des modéles murins.

Exempl iochimi :
- Dosage des sécrétions cellulaires par ELISA. Pour la production d’IL-12 pour la confirmation de
cellules dendritiques matures 177, la production d’'IFNg pour la confirmation de lymphocytes T cytolo-

giques anti-viraux actifs 101,

Une approche matricielle de ces tests de fonctionnalité peut étre entrepris afin de corréler un en-

semble de données expérimentales avec une réponse clinique 178.

La stratégie d'analyse de la fonctionnalité doit étre abordée t6t dans le développement du produit,
non seulement pour remplir son réle critique dans I'évaluation de la qualité, mais aussi pour initier les
études de caractérisation et de corrélation détaillées qui justifieront le contréle qualité global. Plusieurs
promoteurs se sont vu retarder 'AMM de leur MTI au cours du processus d’évaluation a cause du
manque de contréles qualité fonctionnels pertinents (ex. Provenge®, ChondroCelect®), et ont dd com-
bler les lacunes au dernier moment pour y parvenir ; ce qui aurait pu étre au moins partiellement résolu

en mettant en ceuvre des études pertinentes plus tot dans le développement.

2.4.4.Internaliser ou externaliser les CQ ?

Une des problématiques que rencontrent alors les promoteurs d’essais cliniques et les centres pro-
ducteurs concerne l'entité réalisant ces tests de controles qualité. Deux choix sont possibles, a savoir
I'internalisation de la méthode avec validation du protocole interne, ou I'externalisation de la méthode
d’analyse si le développement de méthode est trop chronophage et/ou nécessite une mobilisation impor-
tante de main d’oeuvre spécialisée, pas toujours présente et suffisamment formée en interne. Des plate-
formes expertes comme la plate-forme ECell France a Toulouse proposent des tests biologiques de
culture cellulaire (de caractérisation et de fonctionnalité) tandis que des laboratoires d’Histologie-Anato-
mie pathologique comme le LabHPEC a Toulouse permettent de réaliser des tests biologiques chez
I'animal dans des conditions de bonnes pratiques de laboratoire (BPL). L'importance pour un promoteur
d’essais cliniques ou un centre producteur qui externalise ses CQ est de pouvoir auditer régulierement

ces plateformes pour s’assurer de la conformité des analyses pratiquées.

Le développement de plateformes expertes labellisées BPL est indispensable au vu de la demande
croissante cellulaire et génique, et a I'évolution importante des CQ vers une combinaison de multiples
tests de nouvelles technologies tels que le séquencage nouvelle génération ou NGS 179, I'imagerie sub-
cellulaire dynamique, I'analyse sur culture 3D d’organoides de patients 180 ou sur cellule unique (« single
cell »), le développement de l'intelligence artificielle 181 etc. Un maillage national serait un atout majeur

pour le développement de ces thérapies innovantes puisque le temps de réponse entre le prélevement
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d’un échantillon et son analyse doit étre le plus court possible et que le prix de I'analyse doit étre le plus
faible possible. Le manque de concurrence et de plateformes répondant aux besoins des académies est

un frein a I’heure actuelle en France.

En conclusion, les contréles qualité des MTI doivent étre une des préoccupations majeures et initiales
des promoteurs et des centres producteurs. Etablir (Eigure 49) et valider (Eudralex 10.4) des tests de
s(reté microbiologique, de caractérisation et de fonctionnalité devraient commencer tét dans le déve-
loppement en y apportant les preuves de concept ; en collectant les données ; et en corrélant avec une
réponse clinique dans les premiéres phases pré-cliniques et cliniques. L'ensemble des tests de fonction-
nalité méme si non-libératoires doit pouvoir évoluer dans les phases de développement intermédiaire et
avancé, et contribuer a la prédiction de I'efficacité clinique pour chaque lot. L'externalisation d’'une partie
des CQ du produit est au choix du promoteur et du centre producteur en fonction de leurs besoins et de

I'attractivité mais surtout la réactivité des plateformes expertes labellisées.

Figure 49 : Détermination des tests de fonctionnalité (« Potency ») lors du développement clinique
d’'un MTI 175,

Lors d’'un essai clinique I'ensemble de la démarche ainsi que des CQ sont répertoriés dans un docu-
ment confidentiel faisant partie des documents soumis aux autorités nationales : I'IlMPD (pour « Investi-
gational Medicinal Product Dossier ») propre a chaque MTI et a chaque centre producteur. En effet, dé-
crit dans la directive 2001/20/EC, I'lMPD comprend des résumés d'informations relatives a la qualité, la
fabrication et le contréle de tout produit expérimental (y compris le produit de référence et le placebo)

dont les données proviennent d'études non cliniques et cliniques. C’est sur la base de cet IMPD com-
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prenant les différentes spécifications que la certification du lot est réalisée par la personne qualifiée

(pharmacien en France).

2.5.Les critéres de certification/libération du produit fini

La libération (dans le cas d’'un médicament avec AMM) ou certification (dans le cas d’un médicament
expérimental en phase d’essai clinique) d’un lot est a la charge de la personne qualifiée (ou pharma-
cien). Pour réaliser cette certification/libération, le pharmacien se base sur I'ensemble des documents
relatifs a la qualification des locaux, équipements, personnels, ainsi que des CQ environnementaux, ma-
tieres premieres, produits intermédiaires (in process) et du produit fini. Le dossier de lot dans son en-

semble est donc nécessaire a la certification.

Dans beaucoup de cas, les MTI sont congelés lors de la derniere étape de la production (ex. Kym-
riah® cellules CAR-T anti CD19), et sont mis en quarantaine en attendant que I'ensemble des CQ dont
les CQ libératoires soient réalisés. Cependant, certains produits ne peuvent pas étre congelés (ex. Holo-
clar®) et requiérent une libération immédiate pour injection ou transplantation dans un temps trés court
(parfois quelques heures). Ce dernier exemple nécessite alors une libération en deux étapes ou les CQ
« in process » des produits intermédiaires sont utilisés pour la libération initiale (appelée libération condi-
tionnelle) ; tandis que la libération finale ne sera possible que plusieurs semaines apres, quand toutes
les données de CQ seront disponibles (par exemple la stérilité du produit fini). Cette procédure de libéra-
tion en deux étapes requiert un haut niveau d’évaluation des risques aboutissant a I'établissement de
contrbles intermédiaires pertinents et robustes, ainsi gu’un circuit tres contrélé pour s’assurer que I'utili-
sateur final peut étre contacté dés que des données de CQ non conformes et sensibles apparaissent.
C’est le cas des contaminations microbiennes qui ne peuvent étre détectées sur le produit final. Dans
I'éventualité qu’une telle contamination se déclare, un processus doit étre mis en place et évalué afin que
les conseils d’un clinicien microbiologiste puissent étre transmis au médecin référent et au patient. Il va
de soi que ce genre de non-conformité doit faire I'objet d’'une déclaration de pharmacovigilance aux

agences réglementaires compétentes (en France, ’ANSM).

3. Les enjeux technologiques post-production

3.1.Le conditionnement final et la cryoconservation

Les MTI subissent des étapes de modifications substantielles en suivant le procédé de production
validé, a la suite desquelles ces produits sont conditionnés de maniere aseptique puis cryoconservés ou

directement administrés.

Le choix du conditionnement primaire final est donc une étape a ne pas négliger dans le développe-

ment d’'un MTI. Principalement parce que le MTI va étre conservé a long terme a l'intérieur de celui-ci et
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gu'il doit de ce fait conserver 'intégrité et I'efficacité du médicament quelles que soient les conditions de
stockage (cryoconservation en azote vapeur ou liquide). Ce conditionnement doit étre également adapté
a la production a grande échelle ainsi qu’'aux réglementations en vigueur. Idéalement, le conditionne-
ment doit étre sélectionné dans les phases I/Il des essais cliniques de la thérapie cellulaire ou génique
afin d’éviter des retards dans la commercialisation du MTI. Cependant la plupart des compagnies ne
voulant pas investir dans des essais cliniques de phases précoces ne se posent la question du condi-

tionnement que lorsque le produit est proche d’une phase Il et de la commercialisation.

Plusieurs compagnies offrent pourtant des solutions avec des systéemes de remplissages et de ferme-
tures de flacons en conditions aseptiques. La technologie Crystal AT-Closed Vial® (Aseptic Technologies,
Belgique) est actuellement utilisée pour le stockage de plusieurs MTI de thérapie cellulaire allogénique
ou autologue (Eigure 50). Cette technologie réduit le risque de contamination lors de I'étape de remplis-
sage de plus d'un facteur 100. Une autre compagnie propose une technologie de remplissage de fla-
cons équivalente appelée CellSeal® (Cook Regentec, USA) adaptée a la cryoconservation et aux

banques de cellules.

Ces technologies travaillent sur une robotisation des procédés de grade clinique. Ces appareils utili-
sés actuellement en Corée (ex. Kolon Life Science) et au Japon sont des systemes totalement clos, pe-
tits, et décontaminés a I'H>O». Pour ces raisons d’automatisation et d’auto-isolation, ils évitent aux pro-
ducteurs de travailler en ZAC de classe B, la classe D étant suffisante, et permettent de réduire les codts

de production.

Figure 50 : Technologie Crystal AT-Closed-Vial® par Aseptic Technologies.

Le processus global de remplissage des flacons préts a I'emploi AT-Closed Vials® se fait en tres peu d'étapes :

1. Remplissage : le bouchon est percé d'une aiguille spécialement congue pour distribuer le produit a I'intérieur
du récipient ;

2. Fermeture : la trace de ponction est refermée par un faisceau laser sur le bouchon ;

3. Bouchage : simple encliquetage du bouchon en plastique, a I'intérieur de la barriere.

Les poches de cryoconservation doivent répondre aux mémes réglementations que les flacons pour
prévenir les fuites et les contaminations. Macopharma (France) a développé une poche innovante pour
la congélation du sang de cordon. Cette derniére est un dispositif médical stérile (marquée CE) ayant
pour but la congélation a long terme de cellules dans des vapeurs d’azote jusqu’a -196°C (Eigure 51).
Dans un méme registre, il existe les poches innovantes KryoSure™ (Saint-Gaubin, UK) fabriqué en fluo-
roétylenepropyléne : une substance inerte chimique, immunologique, et biologique. Ces poches restent

flexibles a -196°C et sont utilisées par de nombreuses compagnies de thérapie cellulaire notamment
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grace a leur grand volume de stockage. Toutefois, le changement de procédés de cryoconservation en

poches vers des flacons est possible.

Figure 51 : Poche de cryoconservation de sang de cordon de Macopharma.

Source : ©Macopharma

Composée d’'un compartiment principal de 20mL et 5mL pour le contréle qualité aprés décongélation, de plu-

sieurs tubulures en EVA et PVC a connecteurs Luer Lock.

L'étape de congélation des cellules est une étape clé du procédé de fabrication. Alors que des pro-
duits cellulaires non congelés sont généralement utiles pour établir les preuves de concept ou les études
pré-cliniques, la cryoconservation du produit final est préférée une fois que ce produit entre dans des
phases cliniques ou/et est commercialisé. La cryoconservation permet aux cliniciens et aux patients une
certaine flexibilité dans la programmation du traitement et permet de faciliter 'envoi de milliers de doses

a travers les différents centres cliniques mondiaux.

Les cellules, a la différence d’autres médicaments sont conservées sur le long terme a des tempéra-
tures inférieures a -130°C. A de telles températures, toute activité biologique s’arréte, protégeant les cel-
lules de lésions métaboliques ou chimiques. Plusieurs études ont démontré qu’une vitesse de congéla-
tion lente et constante a -1°C/min permettait un rendement optimal et une meilleure viabilité des cellules

aprés décongélation {Yokoyama:2012iz} 182,

La congélation de cellules peut étre effectuée de maniére a contrdler la descente en température a
l'aide d’appareils spécifiques comme le CryoMed™ (Thermo Fischer Scientific, USA), le Freezal™ (Cryo-
pal, FR) ou encore le Digitcool™ (Cryobiosystem, FR). Ces congélateurs programmables sont a valider

en amont 183 et permettent de standardiser la vitesse de congélation par palier en fonction du volume de
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la poche. La congélation a - 80°C des cellules est plutdt utilisée lors de conservation de courte durée et
pratiqgue pour leur transport. C'est une alternative rentable en prenant en considération la faible
consommation des appareillages électriques et sans azote. Une fois atteint -80°C, les cellules peuvent

étre transférées dans des cuves a azote liquide et y demeurer plus de dix ans sans dégradation 184,

Pour assurer la sGreté et l'efficacité du produit final, ces méthodes de cryoconservation doivent étre
standardisées et entreprises en amont (en phase pré-clinique si possible). Une des grandes préoccupa-
tions des producteurs de MTI est la composition du milieu de congélation. De nombreuses études ont
démontré que l'utilisation de milieux contenant communément entre 5 et 10% de dimethylsulfoxide
(DMSO) était le milieu optimal pour conserver les cellules 185, Plusieurs solutions commerciales existent
telles que le CryoStor® medium (Stemcell, Canada), d’autres compagnies développent des milieux sans
sérum comme HyClone™ HyCryo-STEM (GE Healthcare, USA), StemMACS™ Cryo-Brew (Milteny Biotec,

Allemagne) ou méme certaines sans DMSO pour les iPSC comme le CryoSOfree™ (Sigma-aldrich, Merck,

Allemagne) ou le StemCell Keep™ (BioVerde, Japon), puisque le DMSO influence I'expression d’OCT-4.
Selon le type cellulaire congelé (CSH, iPSC, CAR-T, MSC...) ou les conditions de températures de cryo-
préservation (congélation lente ou rapide = vitrification), les composants de ces milieux sont donc ajus-

tés.

Tandis que des MTI décongelés avant 'administration subissent plusieurs étapes de lavages et de
concentrations, certains doivent étre manipulés le moins possible (afin de prévenir une contamination ou
d’augmenter la durée de vie du médicament). Ceci sous-entend que les composants du milieu de cryo-
conservation peuvent dans ce cas étre directement injectés aux patients. Il est donc de la responsabilité
du producteur d’étudier la relative toxicité de ces composants et de vérifier sa concordance avec les

BPF afin de minimiser I'apparition d’effets indésirables aprés administration chez les patients.

Si le choix du conditionnement pour la cryoconservation est primordial, il ne faut pas négliger la facili-
té d'utilisation de ces MTI par le service clinique. En effet, idéalement, les thérapies cellulaires et gé-
nigues se délivreraient via des formulations et/ou packagings pratiques comme des seringues pré-rem-
plies afin que les manipulations au lit du patient soient minimes et leur administration soit facilitée. On
peut citer un exemple de seringue (Eigure 52) utilisée pour administrer un MTI d’ingénierie tissulaire : la
MBCP™ Technology (Biomatlante, France). Ce MTI doit étre reconstitué extemporanément par le chirur-
gien en ensemencement un biomatériau avec des CSM pour la reconstruction osseuse 18, Ce systeme
mis en place utilise donc deux seringues accolées I'une a l'autre pour I'ensemencement puis le décro-
chage de la seringue cellulaire permet une injection facilitée pour le chirurgien du MTI sur le site Iésion-
nel. En réalité, la plupart des MTI arrivent sous forme de flacons a reconstituer par les pharmacies ou les
unités de thérapie cellulaire pour obtenir ces formulations simples d’utilisation offrant une solution a court

terme.
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Figure 52 : Seringues pré-remplies de MBCP™ Technology - In'Oss™

Source : ©Biomatlante
Une perspective a long terme d’amélioration des systémes serait de travailler sur la conservation de
ces produits cellulaires a température ambiante afin d’éviter les manipulations extemporanées ainsi que

les conditionnements peu appropriés a une utilisation clinique.

3.2.Latracabilité et I'intégrité des données

La documentation est un élément majeur du systéme d’assurance de la qualité et est primordiale pour
assurer la conformité des opérations aux exigences BPF. « L'objectif principal du systéme documentaire
utilisé doit étre d’établir, de contréler, de surveiller et d’enregistrer toutes les activités qui influent (direc-
tement ou indirectement) sur tous les aspects de la qualité des médicaments ». La documentation peut
exister sous des formes variées, incluant les supports papier, électroniques ou photographiques. La tra-
cabilité et I'intégrité des données sont des défis cruciaux de I'assurance qualité des MTI (FDA : 21 CFR
PART, Annexe 11 des BPF). En effet, les plateformes MTI se développent et deviennent de plus en plus
automatisées, les équipements se complexifient et augmentent, la maintenance du processus de qualité
devient alors de plus en plus difficile. La question qui se pose pour les développeurs est : « comment
créer un réseau s(r de collecte d’informations et de centralisation permettant de suivre toutes les étapes
de la production de la matiére premiére jusqu’a I'administration du produit final au bon patient en temps

réel ? »

Ce type d’outils doit pouvoir répondre aux défis suivants :

1. Gestion des procédés : les processus de fabrication de certains MTI notamment de thérapie gé-
nique sont trées complexes avec plus de centaines de références impliquant plusieurs matiéres pre-
mieres, réactifs et consommables.

2. Tracgabilité exhaustive : fournir un dossier complet des activités de fabrication, y compris une tra-
cabilité compléte, difficile et sujette aux erreurs de transcription.

3. Facilité d’Etiquetage : le systéme d'étiquetage sur papier est difficile & utiliser et nécessite de mul-
tiples étiquettes pour soutenir le processus, ce qui prend du temps et est une source potentielle d’er-
reur introduisant le risque de contamination croisée.

4. Anticipation des audits : démontrer la capacité de générer un enregistrement conforme aux re-

glementations pour chaque produit fabriqué est nécessaire pour I'établissement d’'un essai clinique

(Eigure 53).

113



Figure 53 : Extrait des points clés de la directive 21 CFR PART 11 des BPF 187,

On peut résumer l'intégrité des données par le concept de 'TALCOA. ALCOA est un acronyme utilisé
par la FDA qui signifie « Attributable, Legible, Contemporaneous, Original, and Accurate » (Figure 54). Le
concept sous-jacent de I'ALCOA est que la qualité des données influe directement sur la qualité des
produits, en mettant I'accent sur I'exécution correcte des taches la premiére fois et le rapport immédiat

des résultats.

La plateforme TrakCel (USA) fournit un logiciel concu spécifiquement pour gérer le circuit des MTI,
et aide les développeurs a démontrer leur conformité réglementaire par la centralisation informatique des
données en temps réel. Le schéma du circuit du MTI intégré a TrakCel garantit que chaque étape du
processus, peu importe ou cela se passe, est effectuée de maniere cohérente avec le souhait du déve-
loppeur via une géolocalisation des produits. Chaque acteur s’est vu attribuer des taches spécifiques sur
le processus global. L'intégration des données capturées dans TrakCel par les participants (ex. prise des
empreintes du patient) et par les équipements (ex. transmission automatique des données de tempéra-
ture pendant le transport) fournit une visibilité compléte a travers la chaine de production en un seul rap-
port de données. Toutes les activités de fabrication et les écarts de processus associés ont été enregis-
trés dans un journal d’audit a distance. Cela a également permis aux individus de surveiller I'état de
I'échantillon et les procédures suivies sans devoir accéder a la salle blanche. Dans le cas des thérapies
autologues, TrakCel facilite la tracabilité et s'assure que le matériel de départ est bien administré a la
bonne personne (donneur d’origine), et garantit tant la sécurité des patients que la conformité du procé-

dé selon les normes en vigueur.
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Cependant, un tel systeme de communication en temps réel nécessite des transporteurs compatibles
(ex. SAVSU technologies, USA). Quand ces technologies deviendront couramment utilisées, les futurs
systémes logistiques permettront aux unités de production de savoir ou sont leurs produits et de pallier
toute irrégularité, a ajuster leur créneau de production en temps réel, réduire le temps des analyses de
données (puisqu’elles seront déja transmises et approuvées) et ainsi d’accélérer la prise en charge thé-

rapeutique pour le patient.

4. L’adaptation nécessaire du circuit hospitalier

Les MTI sont des thérapies avec un circuit hospitalier particulier du fait de leur labilité et de leur légis-
lation récente. La plupart sont certifiés par I'établissement pharmaceutique, sous forme congelée pour
étre transportés vers les centres cliniques au sein desquels ils sont stockés. Les pharmacies ont un rble
majeur dans la réussite de ces nouvelles thérapies puisqu’elles sont le garant de leur conservation et de
leur dispensation avant administration par le clinicien. Cependant a I'heure actuelle ce circuit n'est pas
parfaitement mis en place et de nombreux défis sont a relever afin de pallier ces problemes concernant

le dernier maillon de la chaine.

4.1.Le défi du stockage des MTI dans les pharmacies a usage intérieur

Le transport des MTI du centre producteur vers les pharmacies a usage intérieur des hdpitaux est
sous la responsabilité du producteur et reste trés dépendant du type de MTI. La plupart de ces MTI sont
des cellules congelées dans les centres de production, a I'image des CAR-T (Kymriah®, Yescarta®). Ces
dernieres sont envoyées aux centres cliniques du monde entier dans des conditions spécifiques de
basses températures, ce qui alourdit les contraintes du systéme logistique. Le stockage temporaire des
MTI dans les centres cliniques peut solutionner ces contraintes, mais crée inexorablement d’autres pro-
blemes, concernant les besoins d’espace, de locaux spécifiques pour le stockage a de tres faibles tem-
pératures, notamment des installations cryogéniques incluant I'utilisation d’azote liquide. Si on prend le
cas des PUl en France, aucune d’entre elles ne posséde des locaux importants de stockage avec des
cuves a azote surveillées en temps réel. Pourtant cette activité de stockage est sous la responsabilité

des pharmacies. Il existe plusieurs solutions a ce type de probléme.

Ces cellules cryoconservées a -196°C en vapeur d’azote sont souvent envoyées en « dry-
shipper » (ou transporteurs a sec) composé d’'un absorbant fixant I'azote liquide et d’un couvercle ver-
rouillable. lls sont reliés a une sonde de température et un enregistreur permettant le suivi pendant le
temps de transport. Ce type de dispositif est un casse-téte pour les industriels, surtout pour les produc-
teurs de thérapies autologues. Quand la chaine de production atteint des milliers de doses par an, I'utili-

sation de dry-shippers devient un énorme challenge.
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Les professionnels des chaines du froid préconisent une logistique a 4 dry-shippers pour chaque MTI
produit :

- Le premier prét a partir pour la production en cours,

- Le deuxieme en train d’'étre rempli d’azote,

- Le troisiéme en livraison avec la précédente production,

- Le quatrieme de retour a la zone de production aprés administration du produit.

Les dry-shippers sont remplis manuellement et doivent étre complétement rechargés au moment de
leur envoi vers les centres cliniques pour maintenir une température optimale tout au long de la procé-
dure de transport puis de stockage. La solution la plus facile serait de valider le stockage a court terme
de cellules a des températures supérieures de type -80°C afin de les transporter dans de la carboglace,
ce qui est une pratique courante en recherche. Cependant, ces conditions ne sont pas aisées a valider

du fait de la forte variabilité de températures en fonction de la place des échantillons dans la boite.

La validation de la stabilité des MTI a -80°C doit étre entreprise dans ce cas trés t6t dans le dévelop-
pement pour étre utilisé dans les phases précoces des essais cliniques. Il est a noter que la conservation
des CSH du sang périphérique a - 80°C pendant plusieurs mois est utilisée en routine dans certains ser-
vices cliniques de transplantation 188

Ce défi de cryoconservation est cependant moins prégnant pour les thérapies allogéniques qui

peuvent étre livrées en une seule fois et en doses multiples a une zone de stockage locale.

Une autre solution réside dans le fait de sous-traiter le stockage chez un établissement agréé possé-
dant ces zones de stockage spécifique en routine, que sont les unités de thérapie cellulaire et génique
(UTC/UTG) des hopitaux ou de I'Etablissement Francais du Sang (EFS). Cette sous-traitance ou prolon-
gement de la PUI doit faire I'objet d’'une convention signée par les différents partis pour le bon déroule-
ment du circuit hospitalier des MTI. L'aspect compétitif et onéreux de surveillance des cuves a azote li-
quide entre CHU et EFS peut étre un frein a la mise a disposition des MTI dans certaines villes si les ac-

teurs ne mettent pas a disposition leur savoir-faire au service des patients.

4.2 .Reconstitution et gestion des déchets MTI

En plus de la mise en place de la cryoconservation, I'hépital est le dernier maillon du circuit des MTI.
De ce fait, il est le garant de la préparation finale du MTI. Ces MTI doivent pour certains subir des modi-
fications extemporanées non soumises aux BPF que sont la décongélation, le lavage, la dilution, ... (Eu-
dralex Vol.4 - 16.1). Le personnel des PUI n’est pas systématiquement formé dans tous ces domaines
(principalement la décongélation cellulaire) contrairement aux UTC et EFS dont ces activités repré-
sentent le corps de métier. Il incombe aux pharmacies de se renseigner sur les contrbles qualité a entre-
prendre aprés décongélation des cellules (numération cellulaire, viabilité), ainsi que sur les locaux (ex.

PSM I1) ou appareils a prévoir pour reconstituer correctement ces médicaments. En effet, c’est une ques-
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tion qui se pose pour les cellules CAR-T qui arrivent bientdt sur le marché européen. Il apparait que les
promoteurs de ces essais cliniques ont choisi la validation des procédés de décongélation automatisée.
L'automatisation permet d’éviter les trop grandes variabilités de viabilité cellulaire entre les centres inves-
tigateurs, contrairement a des décongélations « manuelles » a I'aide de bains-marie. Cette variabilité
expérimentale est due a la non-standardisation de la montée en température autour de I'échantillon et du

temps de décongélation provoquant une mort cellulaire variable.

[l existe donc des petits appareils en accord avec les BPF tels que le ThawSTAR™ (MedCision, USA)
(Eigure 55) et les CellSeal Automated Thawing System™ et VIA THAW CB1000/SG2 ™ (Asymptote, part
of GE Healthcare, UK) qui sont capables de surveiller et controler la montée en température afin de
standardiser les procédures de décongélation. Ces dispositifs de choix pourraient servir non seulement
lors de la conception des MTI (ex. décongélation des matieres premiéres), mais surtout étre mis a dispo-
sition des pharmacies pour la décongélation du produit fini avant administration. De plus, I'enregistre-
ment des données par ces appareils permettraient un contréle fin par les promoteurs de la bonne réali-
sation de cette étape par les centres cliniques et d’effectuer rapidement les actions correctives si une

défaillance est observée.

Figure 55 : lllustration de dispositifs de décongélation automatisée ThawSTAR™, CellSeal Automa-

ted Thawing System™ et VIA THAW CB1000 ™
Sources : ©MedCision, USA & ©Asymptote, UK

La mort cellulaire est intrinsequement liée a la congélation/décongélation, et serait médiée par
les mitochondries et I'activation de I'apoptose cellulaire via une voie dépendante des caspases 189, Une
alternative envisageable est I'utilisation d’inhibiteur des caspases (ex. Z-VAD-FMK) aprés décongélation
pour retarder cette mort cellulaire, mais ce type d’agents pouvant affecter a posteriori la qualité des cel-
lules notamment leur capacité a proliférer et se différencier doit étre validé. Ceci reste une pratique rare,

contraignante et a étayer avant de penser a une utilisation clinique 19.
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En résumé, ce sont aux promoteurs des essais cliniques de subvenir aux besoins de leur investiga-
teur en termes de procédure de décongélation. Il apparait intéressant que les PUI anticipent ces ques-
tions et choisissent soit de se rapprocher de centres experts (UTC, EFS) ou se dotent des outils adé-

quats de décongélation automatisée.

Les autres manipulations des MTI, comme la reconstitution ou la dilution d’un vecteur viral, ne posent
pas de réelles difficultés pour des manipulateurs bien formés (ex. préparateur en pharmacie
hospitaliére). Dans le cas des reconstitutions de thérapies géniques in vivo conservées en flacons (ex.
Imlygic®), potentiellement dangereuses pour le manipulateur, il existe des systemes de transfert clos
permettant de transférer le contenu du flacon dans la seringue d'injection en conditions aseptiques, tel
que le systeme de BD Phaseal ™. Ce type de systéme est déja mis en place pour certaines chimiothé-
rapies dans les PUI (Eigure 56). Les manipulateurs et le matériel de reconstitution sont donc préts pour

faire face a cette activité.

Figure 56 : Systéme BD Phaseal™ de transfert en milieu fermé adaptable a la reconstitution hors

BPF de médicaments de thérapie génique a la PUL.
Source : © BD.
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Le probléme réside plutdt dans leurs connaissances théoriques, la présence de locaux dédiés et la
croissance d’activité due a l'arrivée de ces MTI, que doit pouvoir supporter un centre hospitalier. Effecti-
vement, les manipulateurs dans les pharmacies sont habitués aux préparations magistrales et hospita-
lieres plus ou moins a risques comme les cytotoxiques. La formation et la sensibilisation du personnel
travaillant sur ces médicaments est toutefois primordiale. Il s’agit d’'établir des fiches de fabrication
claires avec les promoteurs pour chaque MTI, de former et évaluer les manipulateurs sur la théorie et
I'appliquer a I'aide de questionnaires, expériences a blanc ou encore dipldmes universitaires (DU) spéci-
fiques (ex. DU de I'Université Paris-Descartes, Médicaments de thérapie innovante : de la recherche a la
gestion pharmaceutique). En termes de locaux, il est vraisemblable a la vue des indications majoritaires
des MTI pour I'immuno-oncologie que ce sont les unités de productions de cytotoxiques et le service des
essais cliniques des PUI qui seront sollicités. Ni I'un ni I'autre ne possédent a I'origine des locaux spéci-
figues pour les OGM si ce n'est des PSM avec le risque de contamination croisée en présence d’autres
préparations hospitalieres (ex. cytotoxiques / OGM). Le HCB, qui qualifie les différentes zones de prépa-
ration des OGM, est sensibilisé a ces problématiques et dans la mesure du possible réduit les
contraintes de préparation post-production par les pharmacies lors de I'émission de leur rapport. Géné-
ralement la reconstitution des MTI de thérapie génique sont classés C1 (ou le risque de dissémination
est tres faible) et donc préparés dans un environnement L1 ; alors que la transfection de cellules se réa-

lise lors de la production dans des zones plus confinées usuellement de type L2 191,

Lélimination des déchets est également un point critique dans le circuit de la PUI. La plupart des MTI
peuvent étre détruits par la filiere des déchets d’activités de soins a risques infectieux (DASRI). La né-
cessité d’'une décontamination a l'aide d'un autoclave est toutefois recommandée par le HCB pour les
MTI OGM. Cependant, les PUI n’étant, a I'heure actuelle, que tres peu équipées, une décontamination du

MTI par de la javel en filiere DASRI est couramment mise en oeuvre.

Les MTI étant préférentiellement en phases d’essais cliniques en France, les enjeux politiques pour
les hopitaux sont importants et la pharmacie ne peut étre un frein pour le développement de ces MTI. I
advient donc aux directeurs de ces établissements de mettre en oeuvre des moyens supplémentaires

autant personnels qu'immobiliers pour répondre a la demande.

4.3.Sécurité et prise en charge des effets indésirables

Les MTI sont généralement plus slrs comparés aux petites molécules au méme stade de dé-
veloppement, en partie parce que beaucoup sont basés sur des types de cellules humaines naturelle-
ment présentes dans le corps, et que les technologies cellulaires échouent tres rarement dans les essais
de phase |. Malgré cela, il reste de sérieux risques nécessitant une attention particuliere. Les stratégies
d'atténuation des risques de sécurité dépendent du type de technologie, mais comprennent une

conception intelligente de produit, des essais et un développement pré-clinique minutieux, ainsi que des
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mesures de précaution pour compenser les effets indésirables futurs visant a retirer ou désactiver le pro-
duit.

Les effets indésirables des médicaments de thérapie innovante sont variés et sont fonction des
différentes cellules, virus ou tissus générés. Parmi ces effets secondaires indésirables, on peut citer les
désordres thromboemboliques suites a linjection intraveineuse de cellules, le rejet immunologique
des cellules (GvHD) dans le cas de thérapies allogéniques, la réapparition ou la survenue de cancer

suite a l'intégration d’un transgéne.

Ces effets indésirables doivent faire I'objet d’'une déclaration a la pharmacovigilance dés leur
apparition chez les patients. A I'heure actuelle, ces effets sont répertoriés avec minutie puisque les MTI

sont pour la plupart encore aux stades des essais cliniques, et font I'objet de directives par I'EMA 192,

Prenons I'exemple des cellules CAR-T, I'un des effets indésirables graves rencontré est le syn-
drome de relargage cytokinique (CRS) a la suite de la réaction immunitaire provoquée. Ces thérapies
engendrent entre 50 et 100% des cas un relargage important de cytokines pro-inflammatoires notam-
ment I'lL6, le TNF et I'IL10. Il existe une corrélation entre le degré d’activation et d’amplification des CAR-
T apres injection et la survenue de CRS entre 1 et 14 jours post-injection. Le premier signe clinique est
I'apparition d’'une fievre trés élevée (41°C). Les autres symptdmes sont des myalgies, une fatigue, une
anorexie et une hypotension. Le CRS peut alors conduire au décés des patients s'il n’est pas maitrisé,

comme ont pu le montrer les premiers essais cliniques de Kite en 2017 193,

Un des exemples clé en réponse a ces effets indésirables est I'amélioration du contrdle du MTI
par une conception intelligente. Pour le CRS, il correspond a la mise en place de «switch on» lors de la
construction des CAR-T (cas des CAR-T de Cellectis et Bellicum) ; ou les cellules CAR-T injectées res-
tent inactives jusqu’a leur co-activation par une molécule de signalisation externe. Bellicum utilise éga-
lement un signal suicide offrant un niveau de controle supplémentaire. Cette approche offre des avan-
tages clés par rapport aux CAR-T « nus » de premieres générations qui peuvent étre plus enclins a dé-

clencher des CRS incontrélés ou d’'autres effets secondaires (comme des neurotoxicités).

Si la survenue des effets indésirables ne peut étre anticipé lors de la conception, les pharmacies
et les services cliniques ont le devoir de se doter de tous les traitements nécessaires a la bonne prise
en charge de ces effets. Pour les CAR-T, I'administration d’inhibiteurs du récepteur a I'lL6 ou d’anti-IL6
restent les traitements de choix du CRS. Aux Etats Unis, le Tocilizumab® (anti-IL6R) possede une AMM
pour cette indication. Il est souvent administré en concomitance avec des corticoides. Se procurer ces
types de médicaments dans les PUI avec une dotation dans les unités de soins (ex. service de réanima-

tion) est devenu alors un pré-requis a I'instauration de ces CAR-T dans un centre clinique.
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Cette prise en charge n’est pas anodine notamment sur le plan financier (ex. 800€ la cure de
Tocilizumab® et au minimum 14 jours d’hospitalisation). Elle demande donc une coordination forte (Eigure
57) et un investissement supplémentaire des centres cliniques voyant le prix global du traitement par MTI
étre revu a la hausse ; ce qui engendre un frein a la commercialisation des MTI et un défi majeur a sur-

monter.

El = effets indésirables

5. Les défis de la commercialisation des MTI

5.1.Investissements dans le champ des MTI

Le développement de MTI nécessite de nombreux et différents types d’investissements depuis le
financement d’'un projet de recherche, a la production clinique, jusqu’au stockage dans les unités cli-
niques. Les principaux succés des MTI proviennent de la recherche académique. L'exploitation vers la
clinique nécessite un transfert technologique vers des producteurs BPF qui sont des établissements

pharmaceutiques (Start-up et/ou Big Pharma), donc des investisseurs d’entreprises de biotechnologies.

Les investisseurs préferent généralement retarder l'investissement et éviter les frais de I'opti-

misation de la fabrication de médicaments jusqu'a ce qu'un produit soit suffisamment avancé en déve-
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loppement clinique (faible risque et intérét important). Le démarrage des essais cliniques de phases
précoces nécessite de grands investissements pour démarrer le développement (risques importants et
intérét incertain) de MTI. Les investisseurs préferent donc intervenir aprés les premiéres phases cliniques
(I/l) pour justifier I'allocation des ressources nécessaires a I'adaptation de la production des MTI a une
plus grande échelle. Cependant, il devrait étre bien compris que la fabrication évolutive des MTI (aug-
mentation des demandes) peut étre économiquement impossible a gérer si les procédés ne sont pas
modifiés, en particulier lorsque la fabrication devient particulierement intensive en main-d’ceuvre. Toute
modification du processus de fabrication nécessitera des études de comparabilité, qui doivent étre ap-
profondies. Des modifications plus importantes du protocole de fabrication peuvent méme nécessiter
une nouvelle autorisation ou une répétition d'essais cliniques. Les investisseurs doivent alors s'engager a
développer des processus évolutifs (quel que soit le nombre de demandes) en début de développement
pour réaliser correctement leur essais cliniques, conditions requises a I'obtention d’'une AMM, et indis-
pensable de retour sur investissement de leur produit de premiére génération. De nombreux investis-
seurs ont préféré autoriser un produit de premiere génération avec un processus manuel et peu évolutif
avant d'investir dans un produit de seconde génération évolutif et automatisé. Les investisseurs doivent
étre conscients des limites du retour sur investissement pour le produit de premiére génération lors de

I'adoption de cette stratégie.

5.2.Remboursement des MTI

Dans le développement de médicaments, la stratégie de prix sera toujours principalement liée
au prix d’acceptabilité percu par le marché. Ce prix est déterminé selon différents facteurs tels que les
produits concurrents, la taille du marché et surtout le bénéfice pour le patient. La complexité de la tarifi-
cation des MTI est principalement due au manque de comparaison de leur efficacité clinique puisque
ces thérapies innovantes ciblent majoritairement des maladies n’ayant aucune autre option thérapeu-
tique. Par conséquent, il n'existe pas de données antérieures pour une évaluation précise des technolo-
gies et des stratégies de tarification appropriées, ce qui complique davantage le processus et limite les

options pour une stratégie de remboursement claire 194,

Pouvons-nous donc supposer que les méthodologies de remboursements actuelles ne peuvent

pas fonctionner pour les MTI ?

Les dernieres thérapies géniques approuvées par la FDA (Kymriah®, Yescarta®) confirment la
tendance des industriels des biotechnologies a vendre leur MTI au prix fort. On parle de traitements de
I'ordre de 475 000 $ US par patient pour le premier CAR-T (Kymriah®, Novartis) et de 325 000 $ US par
patient pour le second (Yescarta®, Gilead). Si on prend I'exemple de Novartis, ceci s’explique par I'im-
portant investissement pour le développement estimé a 1 milliard d” $ US qui doit étre rentabilisé. Ces
compagnies ont proposé de rembourser totalement la thérapie si les patients n’y répondent pas (au bout

d’'un mois), leur permettant de commercialiser le MTI a un prix tres élevé, malgré des dépenses de fabri-
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cation correspondant seulement au 1/10eme du prix final (40 000 $ US par traitement). Leur objectif se
traduirait par une marge bénéficiaire de 84% en moyenne sur 10 ans. Le fait de rembourser le traitement
aprés une évaluation a 1 mois aprés injection est critiquable, lorsque 'on sait que leur inefficacité cli-
nique est réellement démontrée aprées plus d’'un mois pour la plupart des cas de rechutes. Méme si le
prix est important, il est toutefois a noter que 'on parle ici d’'un traitement novateur en prise unique avec
un bénéfice encore inégalé pour traiter des situations inespérées. Si 'on compare le prix de certains trai-
tements orphelins comme Spinraza® (Nusinersen) de Biogen qui colte 750 000 $ US la premiére année,
Kymriah® revient 2 fois moins cher avec une injection unique pour une durée d’action prolongée de plu-
sieurs années. Ce type de médicament « one shot » engendre un systéme médico-économique sans
précédent et pose finalement plus un probleme de commercialisation et d’accés plutdét qu'un probleme

de prix de remboursement, si I'efficacité prolongée est démontrée.

D’autres MTI possédent déja une AMM, comme Glybera® une thérapie génique in vivo a mé-
diation virale adéno-associée qui compense la lipoprotéine lipase chez les patients atteints de déficience
familiale en lipoprotéine lipase, a un prix de 1,1 a 1,4 million $ US. La société Uniqure, développeur de
Glybera®, premiere thérapie génique approuvée au monde, a récemment annoncé qu'elle ne demande-
rait pas le renouvellement de son autorisation de mise sur le marché auprés de 'EMA du fait de la de-
mande trop faible. Par conséquent, ChondroCelect®, une thérapie tissulaire basée sur des cellules auto-
logues, est la seule thérapie de pointe a avoir obtenu un remboursement national dans I'UE, mais seule-
ment dans trois pays, a savoir I'Espagne, la Belgique et les Pays-Bas. Ceci est peut-étre d( a son prix
plus modeste de 24 000 $ US par rapport aux autres MTI : Glybera® (1,1-1,4 millions $ US) , Provenge®
(93 000 $ US) et a Strimvelis® (594 000 - 665 000 $ US) 19. Les autres thérapies innovantes autorisées
par I'UE n'ont pas encore obtenu le remboursement national dans 'UE. Les méthodologies actuelles pour
décider du remboursement des médicaments sont trés différentes, en raison des différentes stratégies
adoptées par les payeurs de soins de santé dans les différents pays, mais peuvent fonctionner pour les
MTI.

En France, la Commission de la transparence, une subdivision de la Haute Autorité de Santé
(HAS), évalue l'efficacité clinique et la sécurité et conclut sur le service médical rendu (SMR), ainsi que
sur I'amélioration du service médical rendu (ASMR) comparateur approprié. Le SMR est utilisé par
I'Union nationale des caisses d'assurance maladie pour fixer le taux de remboursement, tandis que
I'ASMR est pris en compte par le comité économique des produits de santé (CEPS) du Ministére de la
santé lors de la négociation du prix plafond remboursé. Les thérapies présentant a la fois une améliora-
tion substantielle des bénéfices cliniques (ASMR I-Ill) et un impact budgétaire estimé a 20 millions d'eu-
ros font également I'objet d'une évaluation CE par la commission économique utilisée par le CEPS dans

les négociations de prix.
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Pour les MTI, qui sont principalement utilisés en milieu hospitalier, les comités des médicaments
et des dispositifs médicaux stériles (COMEDIMS) jouent également un réle central pour I'accés au mar-
ché, puisqu'ils décident de l'inclusion finale dans le formulaire des listes hospitalieres 19. Les prix des
thérapies avec des améliorations modérées (ASMR IV-V) sont négociés sur la base des prix de référence
nationaux, tandis que les prix pour les thérapies avec des améliorations substantielles du bénéfice cli-
nigue (ASMR I-Ill) sont comparés au prix du méme traitement dans I'UE (Allemagne, ltalie, Espagne et
Royaume-Uni). Le score ASMR et les analyses CE sont utilisés comme leviers pour déterminer le niveau
de prix acceptable pour le remboursement. Il convient de souligner gu'aucun seuil de remboursement
selon un gain sur I'année de vie pondérée par la qualité (QALY) n'a été défini en France contrairement au
Royaume-Uni, et que la CEESP ne devrait pas étre prescriptive a cet égard. Les accords sur les prix et

les volumes sont largement utilisés pour réduire I'incertitude entourant I'impact budgétaire.

En conclusion, I'établissement d’'un prix de remboursement fait intervenir plusieurs strates et
différents organismes. Cibler les populations de morbidité élevée et de besoins non satisfaits peut étre
avantageux, car le potentiel d'amélioration des avantages cliniques est plus grand, ainsi que le potentiel
de capitalisation des compensations des colts des soins de santé. De plus, le ciblage de petites popu-
lations peut également aider a réduire les préoccupations budgétaires des payeurs et les risques impo-

sés de non-remboursement 197,
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DISCUSSION

Les médicaments de thérapie innovante (MTI) sont des médicaments qui s'appuient sur des
matériaux génétiques, cellulaires ou actifs vivants pour offrir de nouvelles modalités de traitement dans

un éventail de maladies aigués et chroniques.

L'immuno-oncologie est actuellement un axe commercial majeur représentant plus de la moitié
des essais cliniques et plus de 1,5 milliard de dollars d'investissements publics et privés, mais d'autres
marchés cibles sont de plus en plus pris en considération. La plupart des essais cliniques sont en phase

I/l et encore trés peu de MTI sont commercialisés.

Toutefois, GlaxoSmithKline (GSK) a développé et autorisé la premiere thérapie génique ex vivo
(Strimvelis). Novartis devrait largement lancer le premier produit CAR-T (thérapie génique) cette année
en Europe. Déja commercialisées aux Etats-Unis, Kymriah® et Yescarta®, les cellules CAR-T anti-CD19

apportent des résultats impressionnants dans la lutte contre les hémopathies malignes.

La vectorisation de genes via des vecteurs viraux est une méthode intégrative avec ses avan-
tages et limites bien connus maintenant. Le développement en clinique de méthodes non-intégratives de
type plasmidiques miniaturisés ou synthétiques permettrait de transférer du matériel génétique tout en

évitant la formation de tumeurs malignes dans les cellules cibles.

L’édition du génome par CRISPR/cas9 dans les pathologies génétiques est en plein essor
scientifique, et les premieres applications cliniques sont trés attendues en prenant en considération les
problemes d’éthique. Lutilisation de la technologie TALEN permet d’ores et déja d’obtenir un apercu de
son potentiel dans la formation des CAR-T allogéniques de Cellectis via la répression d’expression du
TCR.

Outre leur capacité de différentiation utile pour Iingénierie tissulaire ex vivo, I'utilisation de
cellules souches adultes multipotentes telles que les CSM/ADSC (thérapie cellulaire somatique) porte
leur réel potentiel régénératif par la sécrétion d’agents trophiques modulant I'inflammation et la régulation
des morts cellulaires in vivo qui restent encore a comprendre scientifiguement. TiGenix commercialise

Alofisel®, la premiére thérapie a base de CSM en Europe.

Les cellules souches pluripotentes (CSE et iPS) doivent encore montrer leur innocuité avant de, peut-

étre, devenir le traitement révolutionnaire des années a venir en médecine régénérative.

En ce qui concerne l'ingénierie tissulaire, les cultures cellulaires en 3D semblent étre une ap-

proche intéressante avec des applications encore restreintes a la culture ex vivo de peau a partir de fi-
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broblastes et kératinocytes sur des hydrogels d‘origine animale, ou de cartilage a partir de chondrocytes
ou CSM sur des céramiques ou non, comme I’AMM obtenue par CO.DON AG pour Spherox® en 2017.
D’'une efficacité encore perfectible, ces tissus générés ex vivo ont cependant une forte valeur en termes
de modélisation de tissus humains. La recherche sur les organoides humains semble prometteuse et
vendre ces tissus comme modéle a d’autres industriels ou académiques peut devenir une source de re-

venu supplémentaire pour un établissement pharmaceutique.

L'industrie des MTI se caractérise principalement par de petites sociétés de biotechnologie,
soutenues en grande partie par des efforts académiques, dont la recherche fondamentale et translation-
nelle sont entretenues par des fonds publics. En France, le maillage des plateformes de production de
MTI expérimentaux de 'EFS domine le marché, tandis que quelques unités au sein des CHU se déve-
loppent depuis le décret du 15 novembre 2016. L'élaboration de telles unités de production est un défi
en soi, devant répondre a un cahier des charges BPF fourni, demandant un investissement financier trés

important ainsi gu’un management d’équipe efficace.

Les MTI sont réglementés et autorisés a étre commercialisés par I'Agence européenne des
médicaments (EMA) dans I'UE et la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis, qui ont chacune
des voies de commercialisation spécifiques en fonction de la catégorisation juridique du produit. Plu-
sieurs agences réglementaires offrent maintenant une approbation conditionnelle apres I'acquisition de
données précoces de sécurité et d’efficacité. La désignation orpheline d’'un MTI est également recher-
chée par le nombre important d’avantages économiques octroyés pour son développement, ainsi qu’en

termes de conseils scientifiques.

La compréhension profonde de la biologie fondamentale et du mécanisme d'action d'un produit
est absolument essentielle pour atténuer la complexité des MTI, et doit étre utilisée autant dans la
conception et I'optimisation de la fabrication, que dans la validation du développement clinique, et de la
chaine d’approvisionnement. La complexité et la labilité des MTI font de la fabrication et de la chaine
d'approvisionnement des préoccupations a haut risque. Les difficultés rencontrées a définir avec préci-
sion un MTI a base de cellules signifient que la caractérisation d’'un MTI peut étre définie en partie par
son processus de fabrication. Par conséquent, la modification du processus de fabrication peut com-
promettre non seulement 'intégrité du produit mais surtout les accords réglementaires basés sur la défi-
nition d’un processus précis. Pour réduire ce risque, il est essentiel de concevoir un procédé de fabrica-
tion évolutif et de préférence automatisé le plus précocement possible dans le développement clinique
voire pré-clinique qui ne nécessite que peu de modifications pour une commercialisation a grande

échelle.

Certaines grandes entreprises ont sacrifié la fabrication de produits de premiére génération,

choisissant de mettre en ceuvre 'automatisation de leurs produits de deuxieme génération. Plusieurs ac-
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teurs majeurs de la fabrication offrent désormais des services dans ce secteur fournissant a la fois des
solutions personnalisées et des instruments de mesure que ce soit pour la production, les étapes a pos-
teriori (que sont le conditionnement, la cryoconservation et la reconstitution extemporanée), ou le

contréle qualité.

Les défis supplémentaires incluent l'approvisionnement insuffisant et la variabilité entre les
matiéres premieres. L'optimisation d’algorithmes d’apprentissage automatique (intelligence artificielle)
regroupant tests fonctionnels et efficacité clinique, permettrait de sélectionner les meilleurs donneurs
pour créer des banques de cellules allogéniques de variabilité contrélée. Tandis que I'établissement de
fiches de spécifications et d’acceptabilité détaillées semble primordial aux contrbles de chaque lot de
matiéres premieres (biologiques comme non biologiques). La stabilité des matieres premiéres, la com-
plexité de fabrication et la stabilité du produit fini conditionnent le modéle de production (centralisée /

décentralisée) d'un MTI.

Les contrbles qualité des MTI doivent répondre & la Pharmacopée européenne et aux BPF en
termes de sécurité microbiologique et de caractérisation biologique. Ils sont établis selon une approche
basée sur le risque afin de donner une flexibilité réglementaire aux industriels. La validation de tests
fonctionnels spécifiques de chaque MTI couplée a des modeles pathologiques pertinents sont les axes a
développer pour établir des consensus selon les typologies de cellules, vecteurs, etc. en fonction de
I'indication recherchée. Un réseau de plateformes expertes (BPF) est en forte expansion et propose I'ex-
ternalisation des contréles qualité des MTI au vu de la complexité de mise en oeuvre pour un établisse-

ment pharmaceutique.

Le transport et la logistique peuvent étre des étapes a haut risque du circuit des MTI. Les thé-
rapies autologues doivent étre suivies tout au long de la chaine d'approvisionnement circulaire, et les
produits a base de cellules peuvent souffrir de courtes durées de vie. Des logiciels de suivi en temps
réel, tels que la plateforme TrackCel permettent de mieux gérer ce circuit, néanmoins le manque de

transporteurs compatibles freine dans la pratique son utilisation.

L'adaptation du circuit hospitalier frangais comme dernier maillon de la chaine est un défi crucial.
La problématique de I'absence des locaux dédiés aux MTI est récurrente dans les PUIl des établisse-
ments de santé. Le stockage a long terme et la reconstitution des MTI est donc difficile a I'neure actuelle.
Afin de pallier ces problemes et favoriser I'accés des MTI aux patients, la PUI doit établir des conven-
tions avec les unités de thérapie cellulaire et génique (UTC/UTG) adjacentes, pour leur stockage dans
des cuves a azote, ainsi que pour leur reconstitution dans des ZAC dédiées notamment pour les OGM,
et avec des équipements fournis par les promoteurs des MTI expérimentaux. De plus, les PUI doivent se

doter des médicaments contre les effets indésirables importants engendrés par ces thérapies novatrices.
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Enfin, la formation des différents acteurs nécessaire a I'établissement de ce circuit hospitalier des MTI

doit étre renforcée.

Le prix des produits devrait étre basé sur la valeur au payeur plutdét que sur le colt de pro-
duction. Les médicaments a prix élevé tels que les thérapies géniques «curatives» peuvent étre inabor-
dables pour les organismes de remboursement, méme s'ils sont jugés rentables. Saisir la valeur réelle
des thérapies offrant des gains cliniques a long terme est difficile et nécessite des résultats d'essais cli-
nigues a long terme ou d’extrapoler les données acquises. Dans certains cas, une évaluation écono-
mique sur les colts des soins de santé indirects, comme la prise en charge des effets indésirables, sera
a entreprendre en complément. Le prix n'est pas le seul obstacle a I'acces au marché des MTI, la facilité

d'utilisation et la perturbation du circuit peuvent affecter leur succés.

La France a aujourd’hui entre les mains tous les atouts pour permettre un réel succés de sa
filiere industrielle des thérapies innovantes. Tous les acteurs sont présents et s‘efforcent de se mettre a
jour sur ce nouveau circuit pharmaceutique. Cependant, des freins a ce développement ont été identifiés
et des solutions proposées, dont plusieurs dépendent des décisions des pouvoirs publics. Le Japon et
les Etats-Unis portent respectivement leur espoir sur les cellules pluripotentes et les cellules CAR-T. L'en-
jeu est de taille pour la France ; éviter que se reproduise dans le domaine de la médecine régénérative
ce qui est arrivé dans le cas de médicaments contre le SIDA et des anticorps monoclonaux, ou la France

a été une terre de découverte, mais qui n’a pas développé la production industrielle par la suite.
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ANNEXES

Annexe 1 : Schéma décisionnel de la classification des MTI par 'EMA

A - Produit contenant des cellules ou tissus
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B - Produit dont la substance active contient ou est composée d’'une séquence recombinante

d’acide nucléiques d’origine biologique.

143



Annexe 2 : Tableau récapitulatif des MTI commercialisés en Europe et aux Etats-
Unis.

A. En Europe :

Dénomination

ChondroCelect®

Glybera®

Maci®

Provenge®
(Sipuleucel-T)

Holoclar®

Imlygic®
(talimogene
laherparepvec)

Strimvelis®

Zalmoxis®

Spherox®

Alofisel®
(Darvadstrocel)

144

Compagnie

Tigenix

UniQure

Genzyme

Dendreon
Corp.

Chiesi
Framaceutici

Amgen

GlaxoSmith
Kline

MolMed

CO.DON AG

Tigenix

Thérapie

Thérapie cellulaire
autologue a base de
chondrocytes

Thérapie génique in
vivo & base d’'AAV

Ingénierie tissulaire a
base de chondrocytes
et matrice

Thérapie cellulaire
autologue a base de
cellules mononuclées

Thérapie cellulaire
autologue a base de
cellules souches
limbigues sur une
membrane de fibrine

Thérapie génique in
vivo

Thérapie génique
autologue ex vivo a
base de CSH

Thérapie cellulaire
allogénique a base de
cellules T modifiées
génétiqguement

Ingénierie tissulaire a
base de sphéroide de
chondrocytes inclus
dans une matrice

Thérapie cellulaire
autologue a base
d’ADSC

Indication

Défauts
cartilagineux

Déficience en
lipoprotéine
lipase

Défauts
cartilagineux du
genou

Cancer
prostatique
métastatique

Déficience de
cellules souches
limbique des
yeux

Mélanome

SCID-ADA

GVvHD

Défauts
cartilagineux du
genou

Fistules anales
dans la maladie
de Crohn

Date
d’accep
tation

nov. 09

nov. 12

juil. 13

oct. 13

mars 15

oct. 15

juin 16

sept. 16

mai 17

mars 18

Etat en
2018

Retiré en
juil. 2016

Arrété en
oct. 2017

Suspendu
en sept.
2014

Retiré en

mai 2015

Approuvé
EMA

Approuvé
EMA

Approuvé
EMA

Approuvé
EMA

Approuvé
EMA

Approuvé
EMA

Prix
(estimation)

$US 24 000

$US1 400 000

$US 22000

$US 93 000

Inconnu

$US 65 000

$US 665 000

$US 193 000

$US 12000

Inconnu

Pay

EU,
us

EU

EU,
us

EU

EU,
us

EU



B. Aux Etats-Unis :

Dénomination

Apligraf©

Orcel©

Carticel©

Prochymal©
(Remestemcel-L)

Osteocel Plus©

Lavive (Azficel-T)

Ginuit©

Permaderm®©

Dermagraft / TCO©

Epicel©

Kymriah©
(tisagenlecleucel)

Luxturna®©
(voretigene
neparvovec-rzyl)

Yescarta©
(Axicabtagene
ciloleucel)

Compagnie

Organogenesis
Incorporated

Forticell

Genzyme

Osiris
Therapeutics, Inc

NuVasive

Fibrocell
Technologies

Organogenesis
Incorporated

Regenicin Inc.

Advanced
Tissue Science

Genzyme

Novartis
Pharmaceuticals
Coporation

Spark

Therapeutics, Inc

Kite Pharma,
Incorporated

Thérapie

Ingénierie tissulaire
allogénique a base de
kératinocytes et de fibroblastes
sur une membrane de
collagene

Ingénierie tissulaire
allogénique a base de
kératinocytes et de fibroblastes
sur une membrane de
collagéne

Ingénierie cellulaire autologue
a base de chondrocytes

Thérapie cellulaire allogénique
a base de CSM

Ingénierie tissulaire a base de
CSM

Thérapie cellulaire autologue &
base de fibroblastes

Ingénierie tissulaire
allogénique a base de
fibroblastes et kératinocytes
sur une membrane de
collagéne bovine

Ingénierie tissulaire autologue
a base de kératinocytes et de
fibroblastes sur une membrane
de collagene bovine

Ingénierie tissulaire
allogénique a base de
fibroblastes sur une membrane
biodégradable synthétique

Ingénierie tissulaire autologue
a base d’épiderme

Thérapie génique autologue ex
vivo a base de cellules T

Thérapie génique in vivo a
base d’AAV

Thérapie génique autologue ex
vivo a base de cellules T

Indication

Ulcere du pied
diabétique et
veineux des
membres
inférieurs.

Epidermolysis
Bullosa

Défauts
cartilagineux

GvHD

Substitut
0SSeux

Esthétique

(rides
nasolabilales)

Régénération de
la gencive

Plaie et br(lure

Plaie et br(lure

Plaie et brllure

Leucémies et
lymphomes B

Dégénérescenc
e héréditaire de
la rétine

Leucémies et
lymphomes B

Date
d’acce
ptation

2000

2005

2007

2008

2010

2011

2012

2012

2013

2014

2017

2017

2017

Etat en
2018

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
Canada
USA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Approuvé
FDA

Prix
(estimation*)

$US 2500

$US 28

$US

35000

$US 200 000

$US 600

$US 4500

Inconnu

Inconnu

$US 1700

$US 10000

$US 475000

$US 850 000

$US 373000

* Ordre d’idée prix / cm2 pour les substituts
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Annexe 3 : Tableau récapitulatif des MTI en clinique et a venir en 2018 2.

Compagnie Dénomination  Thérapie Indication Etape du Date d’évaluation
développement
Kiadis ATIR101 Allodepleted T-Cell = AML or ALL Conditional EU 2H 2018; launch
Immunotherapy approval 2019
bluebird bio Lentiglobin Gene therapy Transfusion dependent MAA filing End-year 2018
beta-thalassemia
Kite (Gilead co) Yescarta CD19-directed Refractory Large B-Cell | Pending MAA 1H 2018
CART cell therapy | Lymphoma
Enzyvant Tx RVT-802 Tissue-based Complete DiGeorge BLA submission 2018
therapy Syndrome
Juno JCARO017 CAR-T cell NHL BLA submission 2H 2018
therapy
bluebird bio Lentiglobin Gene therapy Transfusion dependent Ph Il - Mid-year 2018
beta-thalassemia Northstar-2
HGB-207
bluebird bio Lentiglobin Gene therapy Transfusion dependent Ph Il - End-year 2018
beta-thalassemia & Northstar-3
beta-0/beta-0 (HGB-212)
genotypes
bluebird bio Lenti-D Gene therapy Cerebral Ph Ill - Starbeam | End-year 2018
Adrenoleukodystrophy 102
GenSight GS010 AAV-vector Gene Leber Hereditary Optic Ph 1l (REVERSE Topline results of
Biologics Therapy Neuropathy & RESCUE) REVERSE in Q2
2018 (announced
04/03/18); RESCUE
in Q3 2018
Histogenics NeoCart Tissue- Cartilage repair Ph lIl (topline Q32018
engineering data, potential
product BLA filing)
Athersys MultiStem Cell therapy Ischemic Stroke Ph Ill (under SPA) | Initiating 1H 2018
Bone PREOB Cell therapy Osteonecrosis of the hip | Ph il 2H 2018
Therapeutics (autologous)
Brainstorm NurOwn Mesenchymal ALS Ph Il Interim safety data
Stem Cell Therapy June 2018; top-line
data 2019
Mesoblast MSC-100-IV Mesenchymal Acute Graft Versus Host | Phlll Day 28 primary
Stem Cell Therapy | Disease endpoint met
02/22/18; Day 100
survival rate Q2 2018
Mesoblast MPC-150-IM Mesenchymal Mod to Severe Chronic Ph 1l Complete enroliment
Precursor Cell Heart Failure 2H 2018
Therapy
Abeona EB-101 Gene therapy Epidermolysis Bullosa Ph il Trial commences
2018
AveXis AVXS-101 Gene Therapy Spinal Muscular Atrophy | Pivotal First 3 patients
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Type 1

dosed, screening for
remaining patients
began 01/30/18



Compagnie Dénomination  Thérapie Indication Etape du Date d’évaluation
développement
uniQure AMT-061 AAV Gene Therapy | Hemophilia B Pivotal Treatment expected
to initiate early Q3;
topline data data
expected by end of
2018
Athersys- MultiStem Cell therapy Ischemic Stroke (Japan) @ Ph lI/1ll 1H 2018, 2019
Healios KK
Lysogene LYS-SAF302 Gene therapy MPS IIIA Ph 1I/11l Enrollment 2H 2018
Voyager VY-AADC Gene therapy Parkinson’s disease Ph 117111 Q2 2018 dose the
Therapeutics first patient in pivotal
program
Bone ALLOB Cell therapy Spinal Fusion Ph IIA Completed
Therapeutics (allogeneic) enroliment 02/18;
expects timing,
efficacy, & safety
data mid 2019
Bone ALLOB Cell therapy Delayed-Union Ph IIB 2H 2018
Therapeutics (allogeneic) Fractures
Mesoblast MPC-150-IM Mesenchymal End-State Heart Failure | Ph IIB 6-month primary
Precursor Cell in Patients with LVADs endpoint Q1 2018;
Therapy full data Q3 2018
ReNeuron CTX product Cell therapy Stroke disability Ph IIB Trial commences 1H
candidate 2018; data 2H 2018
ReNeuron hRPC product Cell therapy Retinitis pigmentosa Ph 1B Trial commences 1H
candidate 2018; data 1H 2020
Athersys MultiStem Cell therapy Myocardial Infarction Ph I 2H 2018
Pluristem PLX-PAD Cell therapy Intermittent Claudication | Ph Il 1H 2018
Therapeutics
ReNeuron hRPC product Cell therapy Cone-rod dystrophy Phl Trial commences 2H
candidate 2018; data 2H 2020
Audentes AT132 Gene therapy XLMTM Ph I/l Next update on
Therapeutics interim data
expected in Q2
Audentes AT342 Gene therapy Crigler-Najjar Syndrome | Ph I/l Preliminary clinical
Therapeutics data from VALENS in
Q2 2018
DiscGenics IDCT Disc-derived Degenerative Disc Ph I/l Initial Safety 2H 2018
allogeneic cell Disease
therapy
Fibrocell FCX-007 Gene Therapy Recessive Dystrophic Ph 1/l Dosing expected to
Science Epidermolysis Bullosa begin in Q2
(RDEB)
GenSight GS030 Optogenetics and | Retinitis Pigmentosa Ph I/l Initiation 2018
Biologics AAV-vector Gene
Therapy
Sentien SBI-101 MSC Device Acute Kidney Injury Ph /1l Q32018
Biotechnologies
Spark SPK-8011 AAV-vector gene Hemophilia A Ph I/l 2H 2018
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Compagnie Dénomination  Thérapie Indication Etape du Date d’évaluation
développement
ViaCyte PEC-Direct Cell Replacement | Type 1 Diabetes Ph 1/l Q32018 -
Therapy preliminary safety
and efficacy data
Sangamo SB-525 Gene Therapy Hemophilia A Ph 1/l 2018
Sangamo SB-913 Genome Editing MPS I Ph I/l 2018
Sangamo SB-318 Genome Editing MPS | Ph /1l 2018
Sangamo SB-FIX Genome Editing Hemophilia B Ph 1/l UK clinical sites to
be set up 2018;
currently screening
patients in US
Adaptimmune MAGE-A10 TCR T-cell therapy | Triple tumor (Urothelial, Ph 1/l Currently dosing
Melanoma, Head & patients
Neck)
Adaptimmune MAGE-A10 TCR T-cell therapy = NSCLC Ph I/l Currently dosing
patients
Adaptimmune MAGE-A4 TCR T-cell therapy | Urothelial, Melanoma, Ph I/l Initial efficacy data
Head & Neck, Ovarian, from MAGE- A10
NSCLC, Esophageal, pilot studies
Gastric cancers anticipated 2H. Initial
safety data from the
MAGE-A4 “basket
study” anticipated in
1H. MAGE-A4
efficacy data
anticipated in H2.
Adaptimmune AFP TCR T-cell therapy | Hepatocellular cancer Ph 1/l Initial AFP safety
data anticipated in
H2
Athersys MultiStem Cell therapy ARDS Ph I/lla 1H 2018
Exploratory
Company Product Therapeutic Indication Clinical Stage Expected Reporting
Modality Date
AveXis AVXS-101 Gene Therapy Spinal Muscular Atrophy | Phl Plans to submit the
Type 2 request for a pre-
BLA meeting Q2;
enrollment beginning
in H1
bluebird bio bb2121 Anti-BCMA CAR-T | Multiple myeloma Ph | (CRB-401 Plan to file for
study) marketing
authorization in
2019; Clinical data to
be presented June
2018
bluebird bio bb21217 Anti-BCMA CAR-T | Multiple myeloma Ph 1 (CRB-402 End-year 2018
study)
bluebird bio LentiGlobin Gene therapy Sickle cell disease Ph I (HGB-206 End-year 2018
study)
Cynata CYP-001 MSC Product GvHD Phl Began dosing cohort
Therapeutics 2 0on 01/24/18
FATE NK100 Activated NK Cell | R/R AML Ph 2018
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Compagnie Dénomination  Thérapie Indication Etape du Date d’évaluation
développement
FATE NK100 Activated NK Cell | Recurrent ovarian Phl Initial data presented
Therapeutics Therapy cancer March 29, 2018
FATE NK100 Activated NK Cell | Advanced solid tumors Phl Began dosing
Therapeutics Therapy in combination with 02/20/18
monoclonal antibody
therapy
Pluristem PLX-R18 Cell therapy Incomplete engraftment | Phl 1H 2018
of hematopoietic cell
transplantation
ReNeuron Exosome Cell therapy Cancer (solid tumors) Phi Trial commences 1H
product 2019; data 2020
candidate
Voyager VY-AADC Gene therapy Parkinson’s disease Ph Ib Data presented
Therapeutics March 9; Phase 2-3
on track to dose first
patient mid-2018
American Gene | AGT103-T Autologous T Cell | HIV Infection Pre-Ph | Safety Data Q4 2018
Technologies Therapy
(Lentiviral-Based
Modification)
BlueRock Parkinson’s iPSC cell therapy Parkinson’s disease IND submission 2018
Therapeutics program
FATE FT500 iPSC-derived NK | Combination with IND submission Q12018
Therapeutics Cell Checkpoint Inhibitor
Therapy for Advanced
Solid Tumors
FATE FT516 iPSC-derived Combination with IND submission Mid 2018
Therapeutics Engineered Monoclonal Antibody
hnCD16 NK Cell Therapy for Advanced
Solid Tumors
FATE CAR-iNK iPSC-derived CAR | CAR-targeted IND submission Late 2018/early 2019
Therapeutics NK Cell Monotherapy (Target not
Disclosed)
FATE CAR-iT iPSC-derived CAR | CAR-targeted, TCR-null | IND submission Late 2018/early 2019
Therapeutics T Cell Monotherapy (Target not
Disclosed)
TiGenix Cx601 Cell therapy Crohn’s disease IND submission 1H 2018
TxCell HLA-A2 CAR- Gene-modified Prevention of chronic IND submission Q4 2018
Treg cell therapy rejection after solid
organ transplantation
uniQure AMT-130 AAV Gene Therapy = Huntington’s disease IND submission 2H 2018
TxCell HLA-A2 CAR- Gene-modified Prevention of chronic IND submission Q4 2018
Treg cell therapy rejection after solid
organ transplantation
Lysogene LYS-GM101 Gene therapy GM1 gangliosidosis Pre-IND Enrollment 2019
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State of the art on advanced therapy medicinal products development:

stakes and perspectives

Abstract:

Since the emergence of Advanced Therapy Medicinal Products (ATMPs), improvement of hospital
chain has become essential. Self-healing using our own cells or gene editing, such as are the pro-
mises of these therapies for disorders with unmet medical needs. The recent approval of CAR-T cells
in immuno-oncology in the US market is a benchmark, while other ATMPs are removed from the mar-
ket due to lack of patients, robustness of production, or rentability. In this perspective, important dis-
parities between pre-clinical and translational studies are highlighted. Analyzes of clinical failures and
recent successes provide clues to the challenges faced by different actors. This state of the art aims
to provide satisfactory solutions to these problems in order to facilitate the development, regulatory

approval and commercialization of these ATMPs.

Key words: Advanced Therapy Medicinal Products, Development, GMP production,

Quality control, Pharmaceutical supply chain, Regulation



Etat de I'art sur le développement des médicaments de thérapie innovante :

enjeux et perspectives

Résumé :

Face a I'’émergence actuelle des Médicaments de Thérapies Innovantes (MTI), I'adaptation du cir-
cuit hospitalier est devenue indispensable. Se soigner en utilisant ses propres cellules ou en modifiant
ses genes, telles sont les promesses de ces thérapies, capables de lutter contre des pathologies aux
besoins médicaux non satisfaits. L'arrivée des cellules CAR-T en immuno-oncologie sur le marché
américain en est la preuve, tandis que d’autres MTI sont retirés du marché par manque d’effectif, de
robustesse de production, ou de rentabilité. Dans cette optique, les importantes disparités entre
études pré-cliniques et translationnelles humaines sont mises en évidence. Les analyses des échecs
cliniques et des succes récents fournissent des indices quant aux défis qui incombent aux différents
acteurs. Cet état de I'art a pour objectif d’apporter des éléments de réponse a ces problématiques

afin de faciliter le développement, 'approbation réglementaire et la commercialisation de ces MTI.
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