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La Thérapie cellulaire et génique
comme concept de Cellules Médicaments

La thérapie cellulaire se définit comme ladministration a lhomme, de cellules
autologues, allogéniques, voire xénogéniques, dans le but de prévenir, de traiter
ou d'atténuer une maladie .

Cette définition couvre également la thérapie génique ex-vivo qui
consiste a administrer aux malades des cellules génétiqguement
modifiées.

La thérapie cellulaire recouvre de larges domaines thérapeutiques
et s'applique a de nombreux types cellulaires : depuis les cellules
embryonnaires pluripotentes jusqu’aux cellules adultes spécialisées
- a fonction métabolique (hépatocytes, ...) ou a fonction mécanique
(chondrocytes, myoblastes, ...) en passant par les cellules souches
hématopoiétiques (CSH), a Uorigine des lignées sanguines et par les
cellules sanguines mononucléées (lymphocytes T).

Quelques commentaires...

e Essor de la thérapie cellulaire et/ou génique ces 20 derniéres années autour de I'idée
des « cellules médicament » : prenant sa base dans la démonstration de faisabilité faite
autour de la greffe de cellules souches hématopoiétiques et soutenue par un engouement
conceptuel et pré-clinique important. On cite volontiers I'obtention de preuves de
concept cliniques significatives : travaux de I’équipe d’Alain Fischer a Necker, le traite-
ment de certains cancers par immunothérapie ou plus récemment essais de greffes de
cellules souches

e | escellules médicament, un concept « simple » :injection de cellules a visée thérapeutique,
les cellules peuvent s’installer dans I'organisme +/- durablement et palier par leur fonc-
tion, une déficience de I'organisme traité. Il s’agit la d’une nouvelle forme de médecine
basée sur le vivant (biothérapie).
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La préparation, la manipulation et le conditionne-
ment de ces cellules thérapeutiques nécessitent
une expertise nouvelle qui est assurée par
les Unités de Thérapie Cellulaire et Génique
(UTCG).

Alheure actuelle, la thérapie cellulaire dans un CHU
concerne essentiellement les greffes de moelle.
Elley figure également a titre pilote avec des essais
cliniques impliquant de petites séries de patients
pour traiter des pathologies souvent incurables a
partir des thérapies actuelles (maladies génétiques
héréditaires, déficits immunitaires), cancers....

A ce titre, cette activité au sein d'un CHU prépare
l'avenir et sans doute la médecine de demain.

Sa justification principale est de disposer du sa-
voir-faire et des infrastructures (notamment
salles blanches selon classification) permet-
tant de manipuler en dehors de l'organisme (ex
vivo) des cellules humaines dans des condi-
tions permettant leur injection au receveur en

Services Cliniques :

Préparation,
manipulation,
conditionnement
des cellules
thérapeutiques

Unité
de Recherche:

assurant leur qualité : sécurité, reproductibilité,
efficacité.

ILs’agit le plus souvent de travailler sur des protoco-
les tres exploratoires qui se situent entre recherche
fondamentale, recherche clinique et applications
de routine.

e Cela nécessite donc :

- une compétence forte sur les aspects de la bio-
logie fondamentale

- une compétence forte sur la faisabilité pré-clinique
des procédés en développement

- une compétence sur le passage vers la clinique
(qualité notamment).

Ces éléments mobilisent donc des équipes pluri-
disciplinaires composées de médecins, de scienti-
fiques, de pharmaciens et de qualiticiens.

Linterdisciplinarité estforteainsique lacollaboration
avec d'autres équipes de recherche, des services
cliniques, des industriels.

Bioterapie

thematisé

CAGT HOUSTON : Cell and Gene therapy center, baylor College Houston

R}E‘CS PAVIE : Institut de recherche Clinique polyclinique San Matteo Pavie,
ie

CRB INSERM : Centre de Ressources Biologiques INSERM
BPF : Bonnes pratiques de Fabrication
CIC : centre d’investigations cliniques

Exemple de I'UTCG de Nice
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Limmunothérapie

Limmunothérapie cellulaire concerne plus précisé-
ment la « manipulation » des cellules immunitaires :
lymphocytes , cellules dendritiques, natural killer
NK...Lidée est de renforcer lactivité défensive du
Systeme Immunitaire par linjection au patient de
populations de cellules immunitaires sélectionnées
dans UUTCG pour exercer cette activité.

On a l'habitude de distinguer limmunothérapie cel-
lulaire active et limmunothérapie passive :

e limmunothérapie cellulaire active est une appro-
che «vaccinale » destinée a alerter/stimuler direc-
tement dans l'organisme le Systéeme Immunitaire,
pour que celui-ci s'active contre la maladie.
Lexemple type est la préparation dans lUTCG de
cellules dendritiques chargées en antigénes tumo-
raux et leur injection au patient.

¢ limmunothérapie passive concerne la prépara-
tion ex vivo des effecteurs cellulaires de l'immu-
nité (lymphocytes, TINK] puis leur ré-injection au
patient. Lobjectif est de sélectionner dans UUTCG,
au sein de ces cellules, celles qui sont équipées et
spécialisées pour agir contre la maladie concer-
née.

Les applications de limmunothérapie cellulaire

reetGenique:

concernent principalement :

e les approches anti-cancéreuses, notamment l'in-
jection de lymphocytes qui détruisent les cellules
tumorales a permis de guérir des mélanomes et
des lymphomes, de maniere plus prospective des
approches pour controler la réponse inflammatoire

Sélection
de cellules
immunitaires

=

UTCG

— Injection
au Patient

de lorganisme et lutter contre les maladies inflam-
matoires chroniques.

e des approches pour le traitement des maladies
infectieuses. Pour le moment peu de résultats ob-
jectifs ont été observés. Cependant cet axe conti-
nue a étre exploré notamment pour le SIDA et les
hépatites.

Donneur

La médecine regenérative

Les approches de médecine régénérative visent
a réparer, restaurer les fonctions d'un tissu ou
d’un organe lésé en transplantant au sein de ce
tissu des cellules généralement différenciées in
vitro provenant de cellules souches adultes auto-
logues connues aussi sous le nom de cellules sou-
ches mésenchymateuses ou de cellules souches
embryonnaires.

Le principe est assez simple : des cellules souches
adultes sont prélevées par biopsies d'un tissu ou
d’un organe. Ces cellules sont ensuite placées en
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laboratoire dans des conditions de culture assurant
une différenciation en cellules adultes différenciées
dotées de fonctions (sécrétion dhormones,
contractilité, ..] grace a des facteurs [cyto-
kines) entrainant généralement prolifération
et différenciation.

Ces cultures sont concentrées, conditionnées
et réimplantées au patient selon des voies qui
sont fonction de l'accessibilité du tissu oude lor-
gane lésé : voie intraveineuse, voie intracardiaque
(myoblastes), intrathécale (neurones), etc... .



Si des approches thérapeutiques basées
sur lutilisation de cellules souches adultes ont
déja vu le jour, lutilisation des cellules souches
embryonnaires demeure encore a un stade pré-
clinique.

Les essais n'ont pas tous été couronnés de succes,
ceci étant souvent di a l'absence de prolifération

-

Prélevement
de cellules différenciées
ou de cellules souches
saines

Quelques exemples d’essais (réalisés en France)
de thérapie cellulaire chez 'lhomme qui ont
utilisé des cellules humaines autologues ou
allogéniques:

¢ Des myoblastes squelettiques autologues obte-
nus in vitro a partir de biopsies de muscle de la
cuisse du patient ont été réimplantées avec succes
chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque
secondaire a l'infarctus du myocarde. La fonction
cardiaque s'est considérablement améliorée. (Pr
P. Ménasché, Hopital Bichat, Paris et JT Vilquin,
Inserm U523 ; JP MArolleau, AP-HP, Paris).
Depuis, a été réalisé un essai de phase Il rando-
misé, multicentrique, en double aveugle.

Ces mémes myoblastes ont également été utilisés
dans un essai de traitement des myopathies fas-
cio-scapulo-humérales (Pr. C. Desnuelle, CHU de
Nice). Dans cet essai, un groupe de neuf patients
arecu des injections de myoblastes squelettiques
autologues au sein des zones musculaires attein-
tes par la myopathie. Lanalyse des résultats est
en cours.

e Des patients ont recu des transplantations de
cellules du pancréas préparés a partir de pan-
créas de donneurs en état de mort encéphalique
responsables de la sécrétion d’insuline afin de
restaurer un controle de la glycémie par linsuline.
(Equipe INSERM « thérapie cellulaire du diabéte»,
resp. F. Pattou et CHRU de Lille, mais aussi Lyon,

ou a la perte de différenciation des cellules im-
plantées.

De nombreux espoirs sont placés dans les cellu-
les souches embryonnaires voire dans les cellules
adultes reprogrammeées (cellules iPS) qui pour-
raient étre de véritables sources inépuisables de
cellules adultes « standardisées ».

Réimplantation au patient
(voie intraveineuse,
intracardiaque,
intrathécale)

Strasbourg et Grenoble).

e | etraitementavec succes de patients atteints de la
chorée de Huttington ou de la maladie de Parkinson
parimplantation intra cérébrale de neurones issus
du télencéphale prélevés chez des feetus issus
d'IVG a permis d’obtenir des améliorations
cliniques notables lors d'essais cliniques
impliquant plusieurs dizaines de patients.

e | e tissu adipeux se présente également comme
un réservoir potentiel de cellules souches mul-
tipotentes pour le traitement des artériopathies
oblitérantes des membres inférieurs (P.Bourrin,
EFS, CHU Toulouse).

e Feuillets de kératinocytes pour les grands briilés
e D'autres types cellulaires sont encore au stade
pré-clinique :

- en ophtalmologie, des études précliniques me-
nées pour le traitement des rétinites pigmentaires
ou les dégénérescences maculaires par transfert
de genes codant pour des facteurs neurotrophiques
in vitro dans des cellules de rétine ont été testés
avec succes chez l'animal (Equipe de J. Sahel,
INSERM E9918, Hopital des Quinze- Vingts,
Paris).

- le chondrocytes pour le traitement de l'ostéo-
pétrose (Equipe G. Carle, unice)

- la thérapie cellulaire du Parkinson a l'aide de
cellules ES.



La greffe de moelle

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont
a lorigine des cellules sanguines. Pluripotentes,
elles ont le potentiel pour devenir les différentes
cellules sanguines (globules blancs : lymphocytes
et polynucléaires, globules rouges, plaquettes] et
sont capables d’auto- renouvellement. Elles assu-
rent ainsi la pérennité de U'hématopoiése.

Les indications thérapeutiques des greffes de CSH
sont les pathologies malignes du sang (leucémies,
lymphomes et myélomes) et des pathologies non
malignes (aplasies médullaires acquises aprés une
hépatite, une intoxication ou idiopathiques, déficits
immunitaires ou maladies héréditaires, notamment
la thalassémie ou la drépanocytose].

La greffe est soit autologue (les propres cellules
du receveur sont prélevées avant et réinjectées
aprés son traitement anti-cancéreux], soit allogé-
nique (les cellules proviennent d'un donneur autre
que le receveur, le donneur étant apparenté
ou non apparenté).

Les CSH prélevées a des fins thérapeutiques ont
deuxorigines : la moelle osseuse et le placenta. Les
CSH de la moelle osseuse sont prélevées selon deux
modalités distinctes : directement dans la moelle
osseuse, par ponction intra-osseuse, ou dans le
sang périphérique, par cytaphérese, apres avoir
administré au donneur un traitement pour qu’elles
circulent de la moelle dans le sang. Lorsque les
CSH de la moelle osseuse sont prélevées selon
cette seconde modalité, elles sont communément
dénommeées, par abus de langage, « cellules du
sang périphérique (CSP) ». Les CSH issues du pla-
centa sont prélevées dans le cordon ombilical a

la naissance. Elles sont immédiatement cryocon-
servées. Elles sont caractérisées au niveau des
antigénes du systéme majeur d’histocompatibilité

Congélation et décongélation
des cellules souches
hématopoiétiques,
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Les cellules proviennent

d’un donneur
i'Ii Iue le receveur
/

Préparation de Moelle
osseuse ou de sangs
placentaires pour Allogreffes

Préparation des doses
de lymphocytes
pour immunothérapie
post -allogreffe.

Les propres cellules
du receveur
sont prélevées
et réinjectées aprés

(CMH ou HLA] et sont inscrites dans les Registres
internationaux de greffe de moelle.

Ces opérations font appel a des procédés
validés, autorisés par I’AFSSaPS.

Les consommables, les dispositifs
disposent tous d’'un marquage CE.

Les réactifs sont exclusivement
d’origine chimique biologique ou humaine
(préférentiellement autologues). Il n’y a pas
sauf exception (ex : sérum de veau foetal)
de produit d’origine animale.
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Debut d’activite en 2008

- Mise en place de l'équipe et mise en conformité
locaux

- Participation a un protocole de thérapie cellulaire
(CATS) avec la société TxCell (Sophia Antipolis) et le
service de Gastro-entérologie du CHU de Nice.

- Réalisation et validation du transfert technologi-
que des procédures de production de lymphocytes
autologues activés contre des cancers associés
au virus Epstein Barr, en collaboration avec le
Cell&Gene Therapy Center de Houston.

- Collaboration aux projets de thérapie cellulaire
suivants :

e traitement par thérapie génique des épidermo-
lyses bulleuses et jonctionnelles ;

¢ traitement des myopathies fascio-scapulo hu-
mérales par thérapie cellulaire ;

e greffes autologues ou allogreffes de moelle
osseuse avec 'EFS Alpes Méditerranée ;

e production de cellules humaines pluripotentes
humaines (iPS] a Uusage des industriels ou des
laboratoires de recherche.

- 250 m2 de zone blanche (environnement contrélé:
empoussierement, pression, renouvellement d’air,
température, hygrométrie)

- 3 salles de culture de classe C - une salle de
culture pour le pré-conditionnement des préléeve-
ments cellulaires - une salle de culture de type L3
permettant la manipulation des agents pathogénes
en environnement sécurisé.

e Chaque salle de culture est équipée avec le
matériel conforme permettant la manipulation
de prélévements biologiques et la culture et
Uexpansion des cellules humaines ex vivo :

» Postes de Sécurité Microbiologique
 Microscopes optiques droits / inversés

e Centrifugeuses réfrigérées de poches

e Bain-marie

e Connecteurs stériles de tubulures

* Soudeuses de tubulures

e Armoires réfrigérées

» Congélateurs a - 20°C

e Appareil a descente en température program-
mée

e Cryoconservateurs en azote liquide

e Récipient mobile en azote liquide

e Une zone de stockage en azote liquide conforme
a la réglementation pour la conservation des cel-
lules a long terme

» Un laboratoire équipé pour le controle qualité des
lots de cellules produites. Ce laboratoire est équipé
d’un poste de culture cellulaire, d’'un cytometre de
flux, d'un lecteur automatisé de plaques Elispot,
et de tous les petits matériels de laboratoire né-
cessaire a la réalisation d’expériences de biologie
cellulaire.

e Une zone d’accueil de réception / distribution
des prélévements biologiques, tissus, cellules et
produits cellulaire a usage thérapeutique

* Une zone de bureaux et de gestion administrative
e Une zone de stockage des stocks et consom-
mables
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La politique de management de la qualité est ins-
crite dans le manuel qualité de LUTCG. Ce ma-
nuel décrit 'engagement de la Direction dans
la démarche, les objectifs qualités mesurables,
la description des locaux et des matériels, les
compétences et 'habilitation du personnel, les pro-
cédés de production et de contréle qualité détaillés

ceur

ite a
Ham
.

au sein du systéme documentaire, la tracabilité
de linformation depuis le donneur jusqu’au re-
ceveur. Parallélement, Uactivité est soumise a de
multiples contraintes réglementaires qui contri-
buent au cadrage qualitatif et sécuritaire de la
thérapie cellulaire et génique.

Certification ISO 9001

- loi bioéthique 1994-2004
- loi DMOSS 96-452
- loi securité sanitaire 98-535
- régimes d’autorisation UTCG
= b|ovi§|lancg, Régles Ethiques
du Don, sécurité sanitaire
des prélevements,
_bonnes pratiques
de lUindustrie pharmaceutique...

8 Thérapie cellulaire et génique

UTCG

[

- conformité des locaux
- systemes de sécurité
(mesures en continu des flux
teneur en gaz, temperatures
- hygiéne et tenues
professionnelles
- controles microbiologiques




Le cadre réglementaire francais

Le législateur a mis en place un cadre réglemen-
taire complet afin d’assurer la sécurité de 'utilisa-
tion des produits a des fins thérapeutiques. Trois
lois francaises encadrent l'utilisation des cellules
depuis leur prélevement jusqu’a U'administration
au malade.

* La loi de bioéthique du 29 juillet 1994 (révisée en
2004) qui a défini les principes généraux de l'uti-
lisation thérapeutique de produits issus du corps
humain.

e La loi DMOSS n°96-452 qui a introduit la notion de
produits de thérapie cellulaire (PTC] et de cellules
non destinées a une thérapie cellulaire.

e Loi sur la sécurité sanitaire n°® 98-535 Cette loi
définit le régime commun d’autorisation pour Les
établissements et/ou organismes, les procédés de
préparation, les modalités de mise en ceuvre des
protocoles de recherches biomédicales concernant
les cellules issues du corps humain et les produits
de thérapie cellulaire.

Les différents réegimes d’Autorisation des UTCG

¢ Les demandes d’autorisation des organismes ou
des établissements. Les établissements doivent
remplir les conditions médico-techniques per-
mettant de garantir la qualité et la sécurité des
produits qui seront délivrés pour étre administrés
aux patients.

 Lesautorisations procédés de thérapie cellulaire /
produits de thérapie cellulaire. La réglementation
actuelle définit deux types de produits de thérapie
cellulaire :

(1) : Les Produits de thérapie cellulaire utilisés dans
une application clinique qui est validée. C'est le cas
des Cellules Souches Hématopoi'étiques a visée de

reconstitution hématopoiétique.

(2) : Les Produits de thérapie cellulaire utilisés
dans une application clinique qui n’est pas validée
(c’est le cas de 95% des produits de thérapie cel-
lulaire actuels) pour lesquels LUTCG doit obtenir
une autorisation de Recherche Biomédicale (RBM]
(Loi du 9 aolt 2004 et arrétés d’application des 15
septembre 2006 et du 13 novembre 2006).

¢ Autorisation d'importation et d’exportation des
cellules issues du corps humain et de produits de
thérapie cellulaire (Décret n® 2000-156).

e Autorisation de Produits Thérapeutiques
Annexes (PTA).

Autres Dispositions s’appliquant aux activités des UTCG :

BioVigilance, les régles éthiques du don, les regles
de sécurité sanitaire sur le prélevements, les bon-
nes pratiques de fabrication de l'industrie pharma-

ceutique, les recommandations européennes sur la
préparation des produits de thérapie cellulaire.
L'UTCG doit respecter la biovigilance.

Certification ISO 9001 - 2008 :

La démarche de certification est en cours.
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Activite ‘ Mission B

de recherche

‘ Perspectives

de services

. 5 Pour les services cliniques
Développement i

Création
d'un centre
de Biothérapie
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La premiere vocation de UUTCG est d’etre une plateforme
de Services a lusage de partenaires extérieurs :

e Au premier rang les Services Cliniques (CHU,
CLCC,...) : prestations ou participation a des
réseaux nationaux, l'objectifs étant d'assu-
rer la production de cellules a usage théra-
peutique dans le contexte d’essais cliniques
ou de production de routine de biomédicament.

e Transfert de protocoles de recherche vers les
applications cliniques : linteraction entre LUTCG
et des Unités de Recherche (INSERM, CNRS,
UNIVERSITE,...) concerne la mise en forme
d'un protocole de production de cellules théra-
peutiques suivant les bonnes pratiques de fa-
brication (BPF), sa validation pré clinique en
conformité avec les exigences réglementaires.

* la plateforme UTCG (moyens, savoir faire] peut
également représenter un partenaire attractif pour
des entreprises privées, notamment par la pro-
duction standardisée de cellules a usage médical
ou industriel.

e La stucture UTCG développe aussi sa propre
expertise dans un domaine de spécialité

et se positionne comme partenaire lea-
der sur ce secteur au sein du réseau natio-
nal et international des thérapies cellulaires.
Lorientation prise actuellement concerne le dé-
veloppement d'une plateforme experte dans la
production de cellules immunitaires capables de
guérir les cancers et/ou les maladies d’origine in-
fectieuse. Cette thématique est développée dans
une contexte de collaborations internationales im-
pliquant des centres de thérapie cellulaires experts
(CAGT, Houston, USA ; Pavie, Italie) et un réseau
clinique en développement ( CHU Nice, CAL Nice ;
IGR, Villejuif ; La Timone, Marseille,...)

e Le développement de la thérapie cellulaire au
sein d'un CHU sera confirmé par la création d'une
structure pluridisciplinaire reposant sur des com-
pétences scientifiques, médicales et en assurance
qualité. La juxtaposition de ces compétences peut en
effet se fédérer au sein d’un Centre de Biothérapie
qui permet d’assurer la cha’ne des actions et des
valeurs, depuis la conception d’un projet jusqu’au
lit du malade.
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