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RESUME

La production de cellules souches pour le traitdndes maladies humaines, initiée dans les
laboratoires de recherche, est en voie d'étre seppar l'industrie pharmaceutique dont
I'objectif est de développer des médicaments deafie innovante (MTI) dépourvus d’effets
néfastes, homogenes, reproductibles, en quantifésasue et de colt raisonnable.
L'utilisation thérapeutique des cellules souchesdébuté avec les cellules souches
hématopoiétigues humaines (HSC), médullaires etadg du cordon, dans le traitement des
aplasies, des leucémies et des maladies génétiduestologiques. Elle s’est développée avec
les cellules souches mésenchymateuses (MSC) pesdantfaible quantité par la moelle, mais
aussi d'autres tissus, utilisées apres isolementlaire. Des succés thérapeutiques ont été
obtenus dans diverses affections cardiaques ehérgagrace a leurs propriétés sécrétoires
paracrines de facteurs de croissance. Un grandch gaé effectué avec l'usage des cellules

souches pluripotentes embryonnaires (ESC) ou iesl(iPS).

Un rapport exprime une prise de position officiake|’Académie. L’Académie Nationale de médecigesa
dans sa séance du mardi 5 décembre 2017, a adopete de ce rapport avec 76 voix pour, 2 voixreoet 8
abstentions.

! Académie Nationale de Médecine 2 Académie Nationale des Technologie
16 rue Bonaparte Grand Palais des Champs Elysémte €
Avenue Franklin D. Roosevelt
75272 PARIS CEDEX 06 75008 PARIS
Tél. : 0142 345770 Tél. : 01 53 844

% Han Zhong Chao, Caen Jacques (Académie de médaokmmdémie des technologies) Jarry Bruno, LueahEmile, Daugeras Bernard,
Bost Pierre-Etienne (Académie des technologiesjalou Raymond, Cartier-Lacave Nathalie, Cazenkan-Pierre, Douay Luc, Le Gall
Jean-Yves, Netter Patrick, Stoltz Jean-Francois@&mie nationale de médecine).



Les premiéres du fait des limites apportées pas ldes de bioéthique et des risques de
cancérogenese ont été utilisées uniquement de faglée aprés différenciation, soit dans un
but thérapeutique, soit dans le criblagevitro de médicaments. Les iPS sont produites a
partir de cellules adultes aprés reprogrammationiféérenciation, puis utilisées a titre
autologue chez le donneur, lui-méme, ou allogénithez d’autres sujets, I&™ condition
permettant seule une production de masse. Le passagohase industrielle de la production
nécessite d'utiliser un équipement adéquat (bateeas) et de respecter les bonnes pratiques
de fabrication lors des phases finales de préparatie marché mondial croit chaque année
surtout pour le traitement des maladies chronigépsndues (dégénérescence maculaire,
arthrose, nécrose cardiaque, ulcéres diabétiqueta.)France dispose d'une dizaine de
sociétés impliquées dans la préparation de ces BtTduelques essais thérapeutiques encore
limités aux phases | et I/ll ont été réalisés. Plaailiter le développement d&tart ups
guelques pays ont encouragé des approches paatesantre les différents acteurs impliqués
en montant des plateformes public-privé. La prdg@rigtellectuelle des procédés est assurée
par la prise de brevet qui reste impossible pesircellules mémes. Les résultats des essais
thérapeutiques, méme non concluants, devraienaétessibles sur un site ouvert a tous. Les
contraintes reglementaires relatives aux MTI et BIIX préparés ponctuellement relévent de
directives européennes apres leur transcriptiors d@anégislation Francaise. La fabrication
des MTI obéit aux bonnes pratiques définies paetgementation. Leur évaluation avant
leur mise sur le marché dépend de L'Agence Euraopaies médicaments. Les deux
Académies recommandent l'assouplissement de laemdgitation et I'accélération des
procédures afin de faciliter la production de MTiase de cellules souches ainsi que diverses
mesures destinées a aider a la créatiostae-upsspécialisées, en particulier la mise en
place de centres de recherche collaborative posiralcompagner dans les domaines

techniques et reglementaires.

SUMMARY

In recent years, the production of stem cells far treatment of human diseases has moved
from the research laboratories to the pharmacdutclustry, with the aim of developing
homogeneous and reproducible, innovative therapaugdicines (ITM) without harmful
effects, in sufficient quantities and of reasonatast. The therapeutic use of stem cells began
with human, medullary and cord blood hematopoistem cells (HSC) in the treatment of
aplasias, leukemias and hematological genetic skksedt developed with the mesenchymal
stem cells (MSC) produced in small quantities ®/lbne marrow, but also other tissues, and



utilized after isolation and culture. Therapeuticeesses were obtained in various cardiac and
cutaneous diseases thanks to their secretory piep@f growth factors. A major step was
taken with the use of embryonic (ESC) or inducedtipbtent stem cells (iPS). The former,
due to the limitations of bioethics and to tumoweleping risks, have been used, after
isolation and differentiation, either in rare thggatic purposes or for the in vitro screening of
drugs. iIPS are produced from adult cells afterag@mming and differentiation. They have
been utilized for the treatment of various digsam autologous or allogeneic form, the
second condition allowing only mass productidme transition to the industrial phase of
production requires to use adequate equipment gddtors) and to respect the good
manufacturing practices in the final stages of grafpon. The market grows every year
especially for the treatment of widespread chral$eases (macular degeneration, arthrosis,
cardiac necrosis, diabetic ulcers ...). France &lsut ten companies involved in the
preparation of these ITMs and some limited thertipetials in Phase | and I / Il have been
carried out. To facilitate the development of stgr$, some countries have developed
partnership approaches in setting up public-priydd¢eforms. The intellectual property of the
processes is ensured by the patent taking whiclairsnimpossible for the cells themselves.
Leaving aside the exceptional use of ESC in indhlsapplications, the main ethical question
remains the sharing of the results of the therapéuals, even if not successful, on a web site
open to everybody. Regulatory constraints relatm$TMs and ITMs prepared for a single
patient are subject to European directives afteir tihanscription into French legislation. The
manufacture of ITMs is based on good manufactupragtices and their evaluation before
they are placed on the market depends on the Eamojedicine Agency. Both Academies
recommend easing of the legislation and accelemmteckdures to facilitate the production of
stem cell-based MTIs as well as various measurasgito the creation of specialized start-
ups, in particular the implementation of collabomtresearch centers to assist them in

technical and regulatory matters.

I- INTRODUCTION

L'étude des cellules souches s’est d’abord liméétes études académiques effectuées dans
des laboratoires de recherche [1]. Les potentiafitauto-renouvélement et de différenciation
de ces cellules ont suscité un intérét considéretigit rapidement envisager des applications
thérapeutiques chez 'homme. Jusqu’a récemment, apgdications se sont bornées au
traitement des maladies du sang (leucémies, aplasiglullaires) par les greffes de cellules
de la moelle osseuse et a celui des brllures pagriffes de peau. Depuis peu de temps,



I'utilisation des cellules souches a pris un nowsdor avec les progrés de la biologie de la
reproduction et la possibilité d’en créer a pat@ircellules matures. De nouvelles indications
sont apparues, comme les traitements de la déegéeé@re maculaire de la rétine et de
linfarctus du myocarde qui ont été essayés cheanambre limité de malades dans des
hoépitaux publics en association avec les laborggiaréparant les cellules a administrer. En
parallele, les cellules souches ont été utiliséesitro, apres différenciation en cellules
d’'organes variés, pour mieux analyser le métabaisgilulaire chez les patients atteints de
maladies génétiques et cribler des médicamentsbi2e®ts ont souvent été pris a l'initiative
des chercheurs par les administrations responsdeledaboratoires de recherche ; mais le
passage a l'échelle industrielle, c'est-a-dire tadpction de médicaments de thérapie
innovante (MTI) aux normes pharmaceutiques abautiss la mise sur le marché d'un
produit sans danger, homogene, efficace et d’unrpisonnable est encore a ses débuts. Un
signe encourageant est la multiplication des jepoesses (« start ups ») que créent, dans ce
but, des chercheurs en poste a l'université ou tEmsrganismes publics de recherche. On
doit souligner ici I'ouverture apportée par la Mi 99-587 du 12 juillet 1999 sur l'innovation
et la recherche, dite « Loi Allegre », qui a faéille passage des chercheurs a une activité
privée. L’Académie des technologies et I’Acadénadianale de médecine ont jugé opportun
d'analyser la situation présente dans notre paysleetformuler des recommandations
permettant de I'améliorer. Ce rapport commence lparappel des travaux académiques
effectués qui sont a la base du développement tinelud.e chapitre suivant envisagera la
situation présente et les probléemes que pose adappement. Il sera suivi par I'examen des
obstacles rencontrés et de la réglementation eneuig Enfin, nous ferons état des

recommandations des deux académies.

Il- LES TRAVAUX ACADEMIQUES AYANT ABOUTI A L'UTILIS ATION DES
CELLULES SOUCHES CHEZ L'HOMME A DES FINS THERAPEUTI QUES

Ces travaux ont d'abord porté sur les cellules ipotiéntes, c'est-a-dire capables de se
différencier en un nombre limité de types celldaidonnés, puis sur les cellules pluripotentes
embryonnaires et induites capables de se diffegendans tous les types cellulaires de

I'organisme humain.

1- Cellules multipotentes de la moelle osseuse et shng du cordon
Les premieres cellules souches utilisées en thétigpe ont été celles de la moelle osseuse.
En 1958, Georges Mathé et son équipe qui travailtaiéja sur la reconstitution de la moelle

osseuse par injection de moelle allogénique chexz sdeiris irradiées appliquerent cette



technique a des physiciens irradiés accidentellereryougoslavie [2]. Ce traitement guérit

quatre malades sur six, ce qui eut un retentissemendial et fut le prélude a son application

chez les patients leucémiques. Des 1963 en eftairg@s Mathé et son équipe effectuerent
avec succes une greffe de moelle osseuse cheztientdaucémique préalablement irradié

[3]. lls montrérent que la disparition des cellulemorales n’était pas due qu’'a lirradiation,

mais aussi a leur destruction par les cellufedd greffon. Ce dernier effet n’épargne pas les
cellules normales de I'organisme receveur et esélép« réaction du greffon contre I'héte »

ou plus communément GVH (« Graft Versus HgsDe nos jours, l'irradiation est remplacée

par la chimiothérapie et la GVH prévenue en utilissomme donneur un sujet de groupe
HLA («Human Leucocyte Antigen ») compatible et en traitéan receveur par des

médicaments immunosuppresseurs.

Les cellules souches de la moelle osseuse appeetiea deux types: 1- les cellules souches
hématopoiétiques (« Hematopoietic Stem Cells »CHfui se différencient en chacune des
variétés de cellules sanguines et sont capablee deipliquer selon deux modes différents,
un classique, symétrique (qui génére 2 cellulesltses) et un asymeétrique, qui génére, d'une
part, un progéniteur, cellule plus différenciée’arigine des érythrocytes, leucocytes et
plaquettes, et de lautre, une cellule souche; & Ctellules souches stromales
mésenchymateuses (« Mesenchymal Stem Cells » ; M&G&pnt d’origine mésodermique et
peu nombreuses (0,001 a 0,01% des cellules nuglééas douees de potentialités multiples
parce que capables de se différencier en d’awpess tcellulaires que les cellules du sang.
Les cellules de la moelle autrefois prélevées paction directement dans la moelle osseuse
le sont maintenant a partir de sang dit « mob#isébtenu chez le donneur aprés
administration de « Granulocyte Colony-Simulatiragter (GCSF) » qui facilite la sortie de
ces cellules des niches, hématopoiétiques et ntégmateuses, qui les contiennent. La
présence d’'un marqueur spécifique, I'antigene CDpg4met de les identifier. A la greffe des
cellules souches hématopoiétiques de la moellaussse’est ajoutée en 1989 la greffe des
cellules du sang du cordon et du placenta qu'dh$ég avec succes Eliane Gluckman et son
équipe pour soigner un enfant atteint d’anémie atecéni [4]. Depuis, le sang du cordon est
collecté a la naissance chez de nombreux enfailtsotient un nombre suffisant de cellules
souches hématopoiétiques, il est conserveé et sttai®des banques publiques spécialisées et
est utilisé uniquement pour des greffes allogérigieefacon anonyme et gratuite. Le sang de

cordon a l'avantage d’entrainer moins de réactaungreffon contre I'hdte que les greffons

! CellulesT: Lymphocytes provenant du thymus, acteurs de I'immunité cellulaire



d’origine médullaire, du fait de I'immaturité du sdgme immunitaire a la naissance. Son
principal inconvénient est que, pour assurer ledsice la greffe, le greffon doit contenir un
nombre suffisant de cellules souches [5], ce geegarobleme pour les receveurs de plus de
50 kg chez lesquels deux échantillons de sang imi@euvent étre nécessaires. En France,
le traitement par les cellules souches hématopoi€ti de la moelle et du sang du cordon
reléve d’institutions publiques et est placé sausdntrole de I'’Agence de la Biomédecine.
Cette agence tient un registre appelé « FrancdeztefMoelle » qui recense plus de 200 000
donneurs et, environ, 16 000 unités de sang deonaddnt les caractéristiques détaillées y
sont colligées. Le registre est alimenté par ueaésational de centres donneurs, chargés
d’inscrire et de gérer les donneurs volontairesisraassi de centres receveurs et greffeurs
nationaux, responsables de l'inscription des ptdiehous ces centres sont reliés, en temps
réel, au Registre national avec lequel ils collabbau quotidien, pour une optimisation des
recherches de donneurs de moelle osseuse et d'ulgitéang de cordon. Le Registre national
est, par ailleurs, relié a tous les registres ivatonaux, ce qui lui donne acces a prés de 14
millions de donneurs et a 450 000 unités de sangpd#on. Des banques de conservation de
sang de cordon créées a des fins de greffe aumlegstent a I'étranger, mais sont interdites
dans notre pays. La greffe de HSC est aujourd’atgedment utilisée en médecine qu'il
s’agisse du traitement de pathologies maligness rdgalement de la correction d’'un défaut
géneétique et de I'apport d’'une protéine manquaatesde sang ou les tissus, y compris le
cerveau. C’est, par exemple, le cas de maladiesdysales comme la maladie de Gaucher ou
peroxysomale comme I'adrénoleucodystrophie. La ipdsé récente de modifier
génétiguement les HSC de patients en utilisantaatewr viral dérivé du VIH pour introduire

le gene thérapeutique dans les propres HSC demnsatt de réaliser une autogreffe de ces
cellules corrigées permet de traiter efficacemenhombre croissant de maladies génétiques
séveres en évitant les complications graves dedfiegde donneur non compatible [6] Les
HSC ont été également utilisées pour la productitematiesin vitro [7]. Comme ces
cellules sont spécifiques du donneur, elles ouvlanioie a une médecine personnalisée
permettant de transfuser des patients alloimmurtségorteurs de phénotypes rares. D’'une
maniere générale, la productiam vitro d’hématies pourrait pallier le manque chronique de
donneurs de sang. Les hématies proviennent ddeseBouches « mobilisées » a partir de la
moelle, puis recueillies dans le sang périphérigpes avoir été identifiées par I'antigéne
CD34 et, enfin, cultivées dans des milieux de cal@ppropriés jusqu’a leur transformation
en réticulocytes. Ces réticulocytes, apres putiicasont transfusés et se transforment

rapidementn vivo en hématies matures. La qualité des hématies@ioduites est confirmée



par une durée de vie et une capacité de fixatiofiodggene sur ’hémoglobine qu’elles

contiennent, équivalentes a celles des cellulageiés.

2- Les cellules souches mésenchymateuses

Ce sont des cellules multipotentes capables deifs@edcier en une variété de types
cellulaires. Parties intégrantes des populations/gerulaires, elles sont présentes dans de
trés nombreux tissus de I'organisme comme le @sBpeux, la moelle osseuse, et les tissus
néonataux dont le placenta, le cordon ombilicalleetsang qu’il contient. Elles sont
habituellement prélevées dans le tissu adipeumdalle osseuse et le cordon. Elles peuvent
étre a l'origine, entre autres, de chondrocytesstdoblastes et d’adipocytes. Elles secrétent,
aussi, localement des facteurs de croissance actiffes cellules environnantes et sont peu
immunogeénes. Il vaut, cependant, mieux vérifieg ureceveur n’est pas porteur d’anticorps
contre les antigenes HLA du donnele nombreux essais cliniques de thérapie cellulaire
utilisant des MSC autologues ou allogéniques sordoairs dans le mondi s’agit toujours

de cellules purifiées et cultivées afin d’accroleer nombre, trés faible dans le prélévement
effectué. Les applications sont variées du faitagmcités de ces cellules a se différencier en
plusieurs types cellulaires et a produire des tastéle croissance. A titre d’exemple, citons
I'utilisation des MSC meédullaires autologues damséparation des tissus Iésés, en particulier
du myocarde apres infarctus et de la peau aprésrbréutanée. Le traitement des infarctus et
de l'insuffisance cardiaque a donné des résultatmhles d'une étude a l'autre [8]. Des
succes ont été obtenus dans le traitement desrés(dutanées faisant suite a des irradiations.
Dans ce cas, les MSC sont appliquées localemeas®otiation avec une greffe d’épiderme
autologue [9]. Les progrés constatés dans la régtmeé des myocytes et des kératinocytes
ont été attribués a un effet trophique, c’est-a-dine croissance des cellules résiduelles sous
I'effet des sécrétions paracrines des MSC, et nomeacolonisation par multiplication des
cellules greffées. L'ensemble du cordon, parois mises (gelée de Wharton), a été
également proposé comme source de cellules sonsfsenchymateuses qui ont été utilisées
dans le traitement de diverses affections dontlllegres cutanés du diabétique [10].

3- Cellules pluripotentes embryonnaires humaines«Embryonic Stem Cells » ; ESC).

Une nouvelle étape a été le passage des cellulebes® multipotentes de la moelle et du sang
du cordon aux cellules souches pluripotentes. Gdkiles possedent deux propriétés
cardinales : elles peuvent s’auto-renouveler imi@ient et donner naissance a I'ensemble des
types cellulaires de I'organisme. La premiere seude cellules souches pluripotentes
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humaines est constituée par les ESC. Elles progi@ntdiembryons surnuméraires congelés
obtenus au cours d’'une fécondatiorvitio. Lorsque ces embryons ne sont plus retenus pour
un projet parental, ils peuvent, avec l'autorisatites geéniteurs, étre utilisés a des fins de
recherche. Les ESC sont prélevés au stade de dyasdp c'est-a-dire 5 a 7 jours aprés la
fécondation. Les ESC dérivent de la masse intetndldstocyste qui compte environ 50
cellules. Selon les conditions de culture, les E®0vent donner naissance a la quasi-totalité
des cellules de I'organisme humain, tels les nezsat les cellules de la peau. Depuis la loi
du 6 aolt 2013 modifiant la loi N° 2011-814 du ifl¢n 2011, la recherche sur 'embryon et
les ESC est passée d'un régime d'interdiction deéeggations (qui prévalait dans les lois
relatives a la bioéthique de 2004 et 2011) a uimrégl'autorisation encadrée. Ainsi, aucune
recherche sur I'embryon humain ni sur les cellldeaches embryonnaires ne peut étre
entreprise sans autorisation de I'’Agence de la Babeuine. Celle-cjuge de la pertinence
scientifique du projet, de sa finalit¢é médicale,det fait qu’elle ne peut étre menée sans
recourir a des embryons ou des cellules souchesyeminires. Elle s’assure également que
le protocole respecte les principes éthigwdatifs a la recherche sur I'embryon et les cedlul
souches embryonnaires. La loi interdit la créatiembryons transgéniques ou chimériques
de méme que la conceptiam vitro d'embryons ou la constitution par clonage d'enisyo
humains a des fins de recherche. Aussi, les ESSomeelles pas I'objet d’un développement
industriel. Elles ont été toutefois utilisé@s vitro pour la modélisation des maladies
humaines, préalable indispensable au criblage deeanx médicaments. C’est, en France, la
démarche d’l-Stenfk Institut des cellules Souches pour le TraitemetiEeude des Maladies
monogéniques »). Un exemple de succes dans ce wenest celui de la dystrophie
myotonique de type 1 ou Maladie de Steinddtilisation de ESC humaines porteuses de la
mutation & I'origine de la dérégulation de I'épigsales ARKN observée dans cette maladie a
montré que la metformine, un médicament utiliséragument dans le traitement du diabete,
corrigeait cette dérégulation. La metformine eftafe aux doses déja utilisées pour traiter le
diabete. L’intérét supplémentaire de ce médicarashu’il est actif de fagcon générale dans
la correction des épissages alternatifs, ce quneer’espérer une utilisation plus large
touchant toutes les maladies relevant de ce phémofid]. Il s’agit la d’'un bel exemple de
repositionnement, c'est-a-dire de la découvertealwelles propriétés d’'un médicament déja
connu. Ce type de découverte permet de diminuerfagen considérable le colt du

développement avant la mise sur le marché pounaaneelle indication puisque les études de

2 Epissage : processus par lequel les ARN transcrits a partir de ’ADN génomique subissent des coupures et
ligatures qui conduisent a I'élimination de certaines régions dans I’ARN final.
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toxicité chez I'animal et ’'homme ont déja été eftetes. En plus de ces étudtewitro, des
cellules différenciées a partir de ESC ont étéiséls dans quelques essais de thérapie
régénératrice chez 'homme. Elles posseédent, est,affans cette derniere indication, des
caractéristiques favorables dont une immunogénfeitlie malgré leur nature allogénique,
linutilité de les reprogrammer avant leur diéciation et le fait qu’elles sont administrées
une seule fois au patient (« one shot ») a paitinad banque de cellules différenciées.
L’'immunogeénicité est variable selon le type de fgreLes essais visant le cceur incluent
souvent une immunosuppression, méme si les praesont plus légers que pour les greffes
de cellules adultes. Chaque type cellulaire eseérabtgrace a l'apport, dans le milieu de
culture, de facteurs de croissance et de difféatioci spécifique, dont la recette est souvent
difficile & mettre au point. Des risques potentides cancérogenese associés a ces essais
thérapeutiques ont été récemment signalés [12].s&mient parfois responsables des
mutations du géne de la protéine P53, inhibitriceddveloppement tumoral. Ces risques
peuvent étre diminués par I'élimination des cebBuleon différenciées de la préparation
administrée au patient et, plus précisément, eralyse du génome des cellules avant leur
utilisation. A titre d’exemple d’essai thérapeugqthez ’homme, on peut citer 'utilisation de
progéniteurs des myocytes cardiaques dérivés deirgogorées dans un support de fibrine
déposé chirurgicalement sur une zone de myocafdeci@ pour soigner des patients atteints
d’insuffisance cardiaque sévere [13]. Les ESC wsisiaété différenciées en cellules de la

rétine pour traiter la dégénérescence maculaiecalicage et la maladie de Stargardt [14].

4- Cellules pluripotentes induites (« induced plupotent stem cells> ; iPS)

Un pas décisif a été accompli en 2006 avec la déxrtal révolutionnaire par Shinya
Yamanaka et son équipe, de I'Université de Kyotwojl gttait possible de convertir des
cellules somatiques adultes de souris en des eglprésentant toutes les caractéristiques des
cellules embryonnaires [15]. Les iPS sont obtemmesansférant, dans le génome de cellules
adultes, des vecteurs viraux porteurs des séquayaesiques de 4 facteurs bien définis,
OCT4, SOX2, KLF4 et MYC. En les cultivant dans unvieonnement favorable, ces cellules
génétiguement modifiées vont devenir des celluscises pluripotentes. Une année plus
tard, ces mémes chercheurs rapportérent la géme@ditPS a partir de fibroblastes humains
[16]. Depuis cette date, la technologie des iP&pdement évolué. Initialement introduits
dans le génome par des rétro- ou des lentivirus gjyi integrent, les facteurs de
reprogrammation sont maintenant transférés par mdéghodes évitant une mutagenése

possible par intégration malencontreuse (utilisatitadénovirus ne s’intégrant pas dans le
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génome, introduction de protéines recombinanted’ ARNm). L'utilisation des iPS est trés
prometteuse  dans 3 domaines, la création de emdelvitro de maladies humaines
permettant la découverte de nouveaux médicameatdabrication d’organoides en 3
dimensions et la thérapie régénératrice. Du faiede production illimitée et de 'absence du
guestionnement éthique que pose I'utilisation deflules embryonnaires, elles sont
pratiguement les seules a pouvoir étre utiliséesnoe matériel de base dans l'industrie. Le
probleme de l'incompatibilité immunitaire peut étesolu par la sélection des donneurs en
choisissant ceux porteurs du ou des 2 a 3 groupésles plus répandus. Reste le risque
encore mal évalué d'une instabilité génétique crpée la reprogrammation qui est un
processus artificiel. C’est la principale interrbga actuelle de l'utilisation des iPS. Mais,
I'avenir peut soulever de nouveaux problemes édsq6’il devient possible a partir d'iPS de
recréer un embryon complet, devra-t-on considésdr eeznbryon artificiel a I'égal d'un
embryon humain obtenu par fécondation ? En outteembryon artificiel sera le clone de
l'individu dont on aura reprogrammeé les cellules,que la déclaration des Nations Unies de

mars 2005 adoptée par la France interdit formelleme

- La modélisation des maladies humaines et la rechdre de nouveaux médicaments
L’identification des mécanismes altérant les vaiestaboliques cellulaires a l'origine des
maladies humaines est le préalable indispensadbteraduction de nouvelles thérapeutiques.
Toutefois, I'impossibilité d'accéder facilement & dhombreux types cellulaires, tels les
neurones cérébraux ou les cellules du myocardetelimerieusement cette possibilité.
L'utilisation des iPS obtenues a partir de celluieslement accessibles comme celles de la
peau et du sang surmonte cette difficulté en offuae source de cellules capables a la fois de
s’auto-renouveler et de se difféerencier. Cetteisatiion ouvre deux voies nouvelles, la
médecine personnalisée puisque les cellules d’'uladaadonné peuvent étre étudiées, et
I'obtention de modélem vitro des maladies génétiques. De plus, elle évitedatgpn éthique

de I'emploi des ESC puisque les iPS sont douéesnu@&wmes caractéristiques, dont la
pluripotence, leur permettant d’étre transforméesoes les types cellulaires provenant des 3
feuillets embryonnaires. Méme la mémoire épigéneétigarait subsister dans les iPS [17], ce
qui est un avantage par rapport aux ESC qui évidamhme la possedent pas. Reste la
question de savoir si la modélisation vitro permet d’obtenir des modifications
phénotypiques strictement semblables a celles wbssin vivo chez le patient. L’étude des
maladies génétiques est passee par deux étapesmiparaison des iPS provenant du malade

avec celles provenant d’un sujet sain est souvanplacée par l'introduction de la mutation
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dans des cellules provenant d'un sujet indemne dfavoir un témoin parfait sans les
polymorphismes inévitables observés chez un sifféteht. La création de ces mutations est
maintenant facilitée par les nouvelles techniguadrdssage d’endonucléases a des endroits
précis du génome comme CRISPR-Cas9 avec, cepetidaunvénient de la survenue de
modifications non voulues (« off target ») du gérogui sont rares, mais toujours possibles.
Les IPS mutées et témoins sont ensuite différeagp@® incubation dans des milieux de
culture appropriés en cellules spécialisées. Aprasactérisation des modifications du
phénotype a I'origine de la maladie, les ciblesénolaires de nouveaux traitements peuvent
étre identifiées. Un exemple est celui degptageria de Hutchinson-Gilford caractérisée par
un vieillissement accéléré di a une mutation duegée la lamine A a l'origine d'une
protéine, la progérine, responsable de la malattiet la toxicité dépend d’un processus de
farnésylation. Les chercheurs de I'l-Stem ont d&weé un processus de détection des
médicaments inhibant la farnésylation. Pour cédapmt utilisé des iPS provenant de malades
atteints deprogeriaet testé plus de 20 000 molécules. lls ont pu &estifier des composés
de la famille des monoaminopyridines, dont certmidéja utilisées en thérapeutique, qui
ciblent des enzymes clés de la farnésylation eig®emhibant, restaurer un phénotype normal,
ce qui ouvre la voie a de nouveaux traitementseliomaladie handicapante conduisant a un
déces précoce, avec des meédicaments « repositionm@c moins colteux a développer
[18]. Les iPS ont été également utilisées pouutiétdes maladies sporadiques, c'est-a-dire
sans origine géneétique identifiée. En fait, ce tgfggude est difficile parce que ces maladies
sont favorisées par de multiples variants génésiqugssant en combinaison avec des facteurs
environnementaux. De plus, un probleme non réssiude générer des lignées de cellules
témoins ne différant de celles étudiées que phsé&ace du variant porteur du risque. L'étude
in vitro des iPS différenciées a partir de cellules detsigains constituent aussi un moyen
moins codteux que cella vivo d’étude de la toxicité d’'un médicament. Par exemgés iPS
reprogrammeées en myocytes cardiaques ont étééeslipour évaluer le risque d’arythmie
induit par une nouvelle molécule. Il est en effesgible d’étudiein vitro les effets de cette
molécule sur les canaux ioniques et d’enregisagmlotentiels [19]. Les iPS reprogrammées

constituent pour I'industrie une source inépuisadder ce type d’étude.

- Les organoides a 3 dimensions.
Les interactions entre différents types cellulaisest mieux modélisées en fabriquant des
organoides a 3 dimensions [20]. Cela a été fait ppplupart des organes en utilisant des

ESC ou des iPS humaines différenciées dans leéreliffis types cellulaires d’'un organe
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donné. En effet, l'organisation spatiale dans cési-onganes témoigne d'une propriété
intrinséque importante des cellules pluripotentps, est cette propriété d’organogenese,
c’est-a-dire d’établir une organisation spatialelaomée, qui rappelle le développement
embryonnaire. Cela a été reéalisé pour la rétine 8 ESC [21] et pour le rein avec des iPS
[22]. Ce dernier travail est exemplaire puisqueagsurs ont reconstitué des néphrons quasi-
complets incluant le glomérule, les tubes proxietadlistal, et une ébauche d’anse de Henle.
Les profils transcriptionnels sont comparables @xaabtenus a partir de rein d’embryon au
premier trimestre de la gestation. Il est cependéfitile de réaliser une copie parfaite de
'organe d'intérét, ne serait-ce que par I'absedes cellules inflammatoires et des cellules
des vaisseaux. Des organoides autologues peuventétisés a partir de tissu recueilli par
biopsie. Construire des organoides est une appifasbogante de modélisation vitro pour
comprendre les interactions cellulaires, les dysionnements pathologiques, et tester de
nouvelles approches thérapeutiques. Une utilisaioivue de greffe semble beaucoup plus
éloignée du fait de 'absence de vascularisatiooedeorganoides vivo.

- Les applications cliniques des iPS en médecine Bgratrice

Les iPS peuvent étre utilisées a titre autologualtmgénique. Dans le premier cas, on évite
toute immunoréaction, ce qui rend inutile le tnaiémt par les immunosuppresseurs. Les
inconvénients potentiels sont d’'une part la pobghil’altérations génétiques en rapport avec
I'étape de reprogrammation et une longue périodeuttare incluant un risque de mutations
générant des tumeurs. De plus, la technique esewsd puisque les cellules sont produites
pour un seul patient. L'indication principale rekds maladies génétiques pour lesquelles elles
représentent une alternative a la thérapie génicauenéthode générale d'utilisation dans ce
cas suit plusieurs étapes : des cellules somatispeisreprogrammeées en iPS ; leur génome
est ensuite modifié par correction des mutationsitiée par les nouvelles méthodes d’édition
du génome ; les cellules génétiquement corrigéas différenciées en cellules du tissu a
régenérer ; aprés contrdle de qualité, les cellsted administrées au patient. Des maladies
chroniques non génétiques sont également viséedgsmuelles des cellules différenciées en
cellules normales remplacent les cellules leséest @ cas de la dégénérescence maculaire
du sujet agé récemment traitée par des iPS proveteafibroblastes cutanés des patients
différenciés en cellules épithéliales de la réfi28.

L'utilisation des iPS en médecine régénératricdra allogénique présente des avantages et
des risques potentiels, certains communs a lelisaiibn a titre autologue. Le principal

avantage est de disposer d’une source illimitéeetlales productrices, donc d’étre a la base
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d’'une production industrielle possible. En outeyrlutilisation potentielle chez de nombreux
malades pour des administrations prévues commaiesidoit diminuer considérablement le
codt du traitement. La possibilité d’altérations@eéques et le risque de mutations générant
des tumeurs liées a la longue période de cultun¢ les mémes que dans les traitements
utilisant des iPS autologues. En revanche, le t@macallogéne entraine une réponse
immunitaire. Pour pallier ces inconvénients, un tdia de qualité des cellules est
indispensable avant leur administration et lestsugiont les cellules, le plus souvent des
fibroblastes cutanés, sont a I'origine de la bandpigent étre choisis parmi les porteurs des
antigenes HLA les plus répandus dans la populati@s. essais d’industrialisation de la
méthode sont encore rares. Un bon exemple estblicdtion d’hématies, déja discutée
lorsqu’elle se fait a partir de cellules souchem#i®poiétiques, mais également possible a
partir d'iPS. Cette technique a 'avantage d'éttagée a une production industrielle continue
et de permettre le choix du phénotype, mais l'ingémment de souffrir d’'une faible
prolifération des cellules en culture et d'un tdas d’énucléation des réticulocytes [24]. Un
essai de production industrielle est en cours pesirplaguettes [25]. Dans les deux cas,
hématies et plaquettes, bien que dépourvues deuxpyastent des cellules complexes a
produire en raison de leurs nombreuses fonctiondajuent étre précisément régulées.

Tout récemment, des progrés importants ont étdsésaldans la différentiation des iPS
humaines avec l'utilisation d'un réseau syntheigle contréle de lignées (« synthetic
lineage-control network ») qui programme les fardede transcription clés permettant

d’orienter la différentiation de ces iPS vers upelysomatique donné [26].

lll- COMMENT PASSER DES ETUDES ACADEMIQUES A LA PRO DUCTION
INDUSTRIELLE DE CELLULES SOUCHES

L’augmentation spectaculaire des résultats obtelans I'utilisation des cellules souches en
thérapie humaine telle que nous venons de la éépermet de penser que la preuve de
concept est désormais acquise et qu’il est destamant raisonnablement possible d'utiliser
ces cellules, apres purification et culture, paaitér en nombre des patients atteints de
maladies non ou imparfaitement curables a ce jomrfaton a obtenir des résultats
statistiguement exploitables [27].

Ce changement de paradigme implique toutefois amgdment d’échelle considérable des
procédés de production des cellules et de leurapaépn afin de les rendre identiques a ceux
utilisés pour les médicaments disponibles sur leché& Cela implique en conséquence

d’examiner si le cadre réglementaire existant @apt a ces nouvelles approches. Il convient
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également de vérifier si les droits de propriétéeliactuelle acquis sont suffisants pour
justifier les investissements financiers importagtsun développement de moyen a long

terme de ces procédés rend indispensables.

On assiste actuellement au développement de teuiesl en rupture qui ouvrent des

possibilités de traitement entierement nouvelles.cAurs des quinze dernieres années les
equipes de biologistes francais ont beaucoup tf@dvdans ce domaine de recherche mais
paraissent avoir quelques difficultés a passeredgade a celui des applications et de la mise

au point de procédés utilisables au plan médical.
1- Le marché, actuel et potentiel

Ces thérapies nouvelles sont classées en Europe laodésignation « Médicament de
Thérapie Innovante » ou MTI dont le suivi des dedesnréglementaires est assuré par

I’Agence Européenne du Médicament et les agendemaes des états membres.

Au cours des dernieres années l'efficacité desileslisouches a été testée pour un grand
nombre de maladies a I'étape de la phase | desdksigues d’évaluation thérapeutique, qui
est celle d’appréciation de la toxicité du protecdiabituellement sur une dizaine de patients.
Les phases Il et I, portant sur les tests d’effiteé et de tolérance étant plus complexes, le
nombre de programmes en cours reste limité (enroo 3 pour chacun d’entre eux avec
une trentaine de patients). Pour chacune des apphs retenues il est obligatoire de
procéder aux tests précliniques réglementairesapodur la qualité des cellules a utiliser
(homogeéneéité, stérilité, recherche de mutatioriggress de différenciation...). La préparation
des cellules est donc essentielle: une fois dfcrigt approuvées par les autorités
réglementaires, les méthodes de fabrication needbifaire I'objet d’aucune modification

ultérieure.

Les applications du traitement par les cellulesches visent principalement le cancer

(leucémies, mélanome...), la régénération tissul@arctus du myocarde, cartilage, peau,

systeme nerveux...) et I'ingénierie d’organe. Acteielent, de nombreux travaux portant sur

la « décellularisation » (obtention d’'un supportrdatrice extracellulaire isolée aprés lyse et

évacuation des débris cellulaires) et la « relzikation » (ensemencement de ces supports
par de nouvelles cellules) sont engagés a cet. dffes projets d’ingénierie tissulaire

concernent le cceur, le rein, le foie et d’autregmoes.
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- Le marché dans le mond@9]

Une étude récente évalue le marché en 2014 a 4lidrds de $ dans le monde, incluant la
thérapie cellulaire proprement dite, la recherdhle® services associés ainsi que les banques
de sang placentaire. La valeur du marché en 202@Giti@tteindre 12 milliards de dollars et
31 en 2026. La croissance de ce marché auraieétd% au cours des cing dernieres années.
Bien que ne représentant actuellement que moink%aelu marché des médicaments, son
potentiel est considérable : I'ingénierie cellanles reins qui vise a remplacer la dialyse,
I'utilisation des cellules souches pour la régéti@nades os dentaires ou le traitement de
lischémie des membres inférieurs, complicationqfigénte du diabéte aujourd’hui sans
solution, permettraient par exemple, en cas delatdin des études cliniques en cours, de

déplacer de nouveaux segments de marché tres anpsrt

Le marché est porté essentiellement par les Eais-dvec une valeur de 2,3 milliards de $
en 2016, face a I'Europe avec 1,5 milliards, oul€fkagne domine devant ses voisins ayant
un niveau de développement a peu pres similagd&kolyaume-Unis, la France en 3éme place,
I'ltalie et 'Espagne ou il progresse rapidementAdie représenterait 1,5 milliards et des

développements considérables ont lieu, actuellemean Corée et au Japon, pays ou les
contraintes réglementaires sont en cours d’assagptient. La Chine qui a commence tres tot
a s'intéresser a ces applications thérapeutiquesisaen place une réglementation tres
contraignante qui rend difficile 'homologation deuveaux produits dans ce domaine.
Toutefois trés récemment de nouveaux essais dteifement de la maladie de Parkinson y

ont été lancés [30].

Dix produits “cellules souches” sont aujourd’huir ¢ marché dont aucun francais et une
vingtaine de produits d’ingénierie tissulaifdont 2 commercialisés en France mais non
remboursés par la Sécurité sociale). Au plan mémpdis de 100 études cliniques seraient en
courset 36 produits en voie de développement, la majerit phases II/lll et 11l [31]A noter
gu’a ce jour, sur 744 essais cliniques utilisastNESC recensés dans https://clinicaltrials.gov,
142 ont été réalisés aux Etats-Unis, 147 en Eueb@80 en Chine.

Deux produits sont en cours d’enregistrement ewopé

HSV-TK : Lymphocytes T de donneurs génétiquemeandifiés, traitement dans le cadre de
la transplantation des cellules souches hématogoést Société MOLMED (Italie) en cours

d’enregistrement depuis 2014 ;
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Cx-601 : MSC dérivées de tissu adipeux dans ietnt de la fistule anale de Crohn par la
Société Tigenix (Belgique).

- La situation en France

La France dispose de plus de 90 équipes acadénpgoesnant essentiellement de 14 CHU
et d'autres institutions publiques : Inserm, CEANKS, Institut Pasteur, Etablissement
Francais du Sang. Une dizaine d’entreprises, asientent desstart-ups travaillent au

développement de nouveaux produits.

Cependant, aucune des grandes entreprises phatigaesunationales ne se sont encore
investies directement sur ce créneau. Sanofi, it &#ouvé en rachetant la firme américaine
Genzyme un ensemble de projets dans ce domaieréagendus depuis. Le Groupe a passé
un contrat de recherche commun avec EVOTEC dadsrtaine du diabéte [32]. Le Groupe
Servier a mis en place une veille scientifiquevacet passé un contrat de recherche avec

CELLECTIS sur un sujet proche mais différent.

Seul le Groupe I'Oréal, présent dans le domainesdass de la peau, travaille activement
dans le domaine des cellules souche dermiques idergpques. Impliqués dans ce
programme de recherche scientifique depuis undairen d'années, ses chercheurs ont
développé des applications « Cellules souchedesdins d’évaluation et de mise au point de
techniques : les cellules souches ainsi cultivegmettent de tester I'efficacité et la sécurité
des nouveaux produits a effet dermatologique dupgpen culture de cellules plutétiqu
vivo sur les animaux. Fort de ce savoir-faire unigu@erdal a créé la société EPISKIN, basée
a Lyon. EPISKIN est un leader mondial pour la ndis#isposition des industries cosmétiques,
pharmaceutiques et chimiques, de quantités impedade modeles de tissus humains
produitsin vitro dans des conditions industrielles. EPISKIN prodintsi chaque semaine des
milliers d’échantillons d’épiderme avec ou sans anétytes, de derme, d’épithélium de
cornée ou de muqueuse reconstitués. Plus récemitfergal s’'est intéressé aussi aux
développements de la régénération cutanée a phrticellules souches pour rajeunir ou

réparer la peau, domaine ou $tart-upscoréennes et japonaises sont tres actives.
2- Les équipements nécessaires

La production industrielle s’adresse uniquement eellules souches allogéniques, MSC ou
iPS. Elle nécessite un matériel adapté qui compessintiellement les bioréacteurs, les
microsupports, I'équipement de séparation et demrdservation des cellules [28].
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Les bioréacteurs suppléent a la plupart des iréments de la culture classique en boites en
2 D. Ce sont des systemes dynamiques ou les flaidadent, a 'opposé des cultures en 2 D.
De nombreux types de bioréacteurs sont disponidllesit de 250 a 2 000 L et plus. lls
peuvent étre utilisés pour cultiver des cellulessespension, des agrégats de cellules et des
cellules adhérant a des micro-supports. L’'avantaggur des bioréacteurs est leur efficacité
en terme du nombre de cellules obtenues a pautir eblume initial, jusqu’a 80 fois plus petit
guavec la culture en 2 D. Les avantages supplémrest par rapport aux enceintes
habituelles sont un espace réduit, un processasfa I'abri des contaminations, un systeme
automatisé de changement du milieu et un contrdles précis de I'environnement
(température, pH, composition de I'atmosphére)okHine, les bioréacteurs peuvent avoir des
usages multiples tels que la production de proseine biosimilaires et de virus. Leurs
inconveénients sont leur prix, la nécessité d’'urspenel qualifié pour leur mise en place et le
suivi, et I'éventuel effet des forces de cisailleiné« shear stress ») produit sur les cellules
par la circulation du milieu de culture. La cultuem 2 D reste nécessaire aux étapes
préliminaires comme la purification des celluled'@semencement. Du fait des différences
environnementales pour les cultures en boites etbienéacteurs, les caractéristiques
biologiques des cellules obtenues peuvent étréérdiftes. C'est le cas des MSC dont
I'activité est basée sur leurs produits de séanétibconvient donc d’évaluer avec soin les

propriétés des cellules obtenues en bioréacteur.

Les microsupports sont statiques ou mobiles, pouanon poreux revétus d’'un support

favorisant 'adhérence des cellules.

Les processus finaux de préparation des celluldaent le recueil des cellules, le lavage, la
concentration, la vérification de I'absence de aorihants, la mise en place des cellules dans
un excipient approprié et la cryopréservation #nal-196 °C dans I'azote liquide. Tous ces
processus doivent se dérouler en un temps limée,gualités des cellules pouvant étre

affectées par un maintien prolongé dans un envememt suboptimal.

3- Les problémes a surmonter pour passer des étuden laboratoire a la production
industrielle [33, 34]

Les thérapies basées sur l'utilisation de celluts,particulier celles utilisant les cellules

souches a des fins de médecine régénératrice, meapporter un bénéfice économique en
santé publique. Cependant, pour y arriver, elleesstent de maitriser de fagon reproductible
la production en grand volume de cellules de bajusité, & des colts compatibles avec les
besoins du marché. De plus, pour accéder au « araditt » il est impératif de mener ces
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études dans le cadre des « Bonnes pratiques deatadm », contrélées par les autorités de

santé.

Si les équipes de recherche francaise sont de ba@awn par rapport a la compétition
internationale, on constate cependant en avalatesmés pour passer de la phase « recherche

» au « développement industriel » : On peut citer

0] Une absence d’expertise pharmaceutique dans lésesgde recherche permettant
dés les phases cliniques en amont, de développerpdmcédés industriels
respectant le nouveau cadre réglementaire europeéesmced Therapy Medicinal
Product (ATMP) ;

(i) Des capacités de production obéissant aux regleBatmes Pratiques de
Fabrication (BPF) insuffisantes pour obtenir dets latilisables dans les essais
cliniques, notamment en phase Il ;

(i)  Unmanque d’opérateurs pharmaceutiques pouvant asauremmercialisation et

la distribution.

Pour arriver a produire ces cellules a I'échatiéustrielle, il est nécessaire d’investir dans
des technologies et des techniques qui permet{iprd’augmenter de facon sensible la
production, (i) d’améliorer sa reproductibilité emaintenant la qualité des cellules mesurée
par leur efficacité biologique, (iii) de réduiresleolts de production industrielle et le colt des
produits commerciaux. Enfin, l'efficacité des tesnents et leur innocuité pour le patient

doivent étre absolument garanties.

La thérapie cellulaire est basée sur I'utilisatittncellules vivantes, isolées soit d’'un donneur
(allogéniques), soit du patient a traiter (autokg)ya des fins thérapeutiques. Différents types
de cellules et modes d’action sont utilisés enaghiércellulaire, depuis les MSC allogéniques
qui sont injectées par voie intraveineuse ou mtrsculaire pour traiter l'infarctus ou les

artérites, jusqu’aux cellules immunitaires autolegumodifiées génétiguement injectées par
voie intraveineuse pour éliminer le cancer par imathérapie, en passant par les iPS
d’origine autologue qui sont différenciées en deBucapables de produire de l'insuline,

encapsulées et injectées sous la peau pour teaieabéte.

Bien que I'ensemble de ces technologies ouvre dedgrespoirs en thérapie cellulaire et en
ingénierie tissulaire, la préparation de ces cefld I'échelle industrielle pose des problemes

considérables. Le Groupe de travail a auditionnéieuirs acteurs du domaine sur ce theme et
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a recensé de nombreuses publications sur le 85&d, 37]. Il lui semble que ces contraintes

technologiques peuvent se résumer a trois typesatdématiques :

0] Quels milieux faut-il adopter ?
(i) Quel processus global depuis I'ensemencement jasdam’ récupération des
cellules ?

(i)  Combien de cellules faut-il produire ? selon lestéments a mettre en ceuvre de

10° & 16>,

Ces nouveaux produits thérapeutiques ne sont pdesnsent complexes a fabriquer, mais les
préparations cellulaires qui en sont la base smment sensibles a des modifications ou des
variations mineures des procédés de culture, pourésulter en une inefficacité du
traitement. S’il est indispensable de comprendie r@écanismes de biologie cellulaire
impliqués, la maitrise du mode d’action clinique, mtocédé et des conditions de fabrication
sont, chacune, indispensables au succes de lefserfifela impliqgue une quantité
considérable de R&D de ces procédés apres la miéeiéence au laboratoire de la preuve de

concept.

Cesdifficultés, au-dela du traitement réglementaires déférentes étapes sur lequel nous
revenons plus loin, sont a considérer avec beaudatfention. En effet la pratique et le

savoir-faire du laboratoire de biologie cellulai®assique se réveéleront rapidement
insuffisants pour la production a moyenne puis deaéchelle des cellules « médicaments ».
Au-dela des procédés proprement dits, le cadreemegyitaire des bonnes pratiques de
fabrication implique (i) de standardiser les magsepremieres utilisées qui doivent, elles
aussi, étre de qualité reproductible sur la dutévalisées par les autorités sanitaires, (ii) de
permettre la production de lots suffisamment imgoatld pour respecter I'ensemble des
caractéristiques cliniques exigées par le regulat@uelques laboratoires francais ont anticipé
ce probleme en investissant dans des outils deuptioth de taille plus importante (CELL for

CURE, filiale du LFB ; Percy, Hopital et Centre ieherche militaire) et/ou en développant
des systémes automatisés (l-stem, Evry) permett@ntproduire dans des conditions

standardisées les cellules dans leur meilleurddativité, au moins en quantités suffisantes
pour effectuer les tests de phase 1 du dévelopgethermédicament. Chaque systeme
cellulaire étant spécifique, il convient par cansgnt de mettre au point, pour chaque
application les éléments de procédés adéquats gticplus est dans un cadre réglementaire

nécessairement treés contraignant.

19



4- Un progres en cours : les plateformes

Ce type de développement est courant en biotechieoioblanche » pour la culture en grand
volume des microorganismes, ou en biotechnologieuge » pour la culture de cellules
somatiques comme les hybridomes, dans les meidlerorditions de rendement par rapport
aux matiéres premieres mises en jeu et de prodtéctii nécessite toutefois une approche
d’'ingénierie spécifique et la présence sur le terdingénieurs formés a ce type de
technologies. Cette formation n’est pas, a notreassance, dispensée en France, ni dans les
Universités, ni dans les Ecoles d’'ingénieurs (Adeption du Laboratoire des réactions et

génie des procédés de I'Université de Lorraine acha

Confrontés a ce type de problemes, certains palydéweloppé des approches partenariales

entre les différents acteurs impliqués en montestplateformes public-privé.

1 - Royal Free LondoiNational Health Service Foundation Institida Royaume-Uni est une
plateforme technologique donnant acces a la réalisde tous les services liés aux thérapies
géniques et cellulaires. Montée dans un cadre @pbilé en partenariat avec des grandes
sociétés pharmaceutiques et des sociétés de hiotegies, elle a consenti des
investissements importants pour étre autosuffispate la production des cellules et réaliser
les essais cliniques. La plateforme prend en ché&gproduction des cellules pour des
thérapies de routine et des phases de tests puée# en apportant des financements aux
projets de recherche via des sources publiquegsiwieg. Les contrats de prestations de
services assurés par la plateforme vont jusqu’agser de prendre en charge la négociation
sur les droits de propriété intellectuelle. Les jgiy une fois réalisés et validés
réglementairement sont transférés a I'industriamhaeutiqgue sous forme de licence pour la

commercialisation des MTI.

2- Le projet Vectura mis en place en Suéde estutire anodéle. Il s’agit d’'une structure
publigue qui finance les activités de rechercheiglie et qui vend les résultats des phases | et
Il aux industriels. Vectura regroupe une structute financement des programmes
académiques de recherche et de développementéelides acteurs amont de la recherche
et une plateforme centrale fonctionnant comme untr€ede mise en ceuvre (CMO) qui
fournit des contrats de prestations de service pesirphases | et Il gérés par une unité
hospitaliere pour I'ensemble des services hospitaliCette structure transfere ensuite les
projets aux industries pharmaceutiques pour la ehHs des tests cliniques et la

commercialisation des MTI.
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3- La France via le LFB, société d’Etat, a mis é&ace une structure du méme ordre, CELL
for CURE en 2010CELL for CURE bénéficie du statut d’établissemehagmnaceutique
indispensable dans le cadre de la réglementatantdise et se positionne elle aussi comme
un CMO capable de produire les cellules selon tewitions réglementaires GMR5¢od
Manufacturing Practicés La société propose aussi un ensemble de serait@s de la
paillasse au patient et au marché, incluant I'ojsétion et I'industrialisation des procédés, la
préparation de lots cliniques ou commerciaux diules, les services associés aux dossiers

cliniques réglementaires et, éventuellement, [aidigion des médicaments produits.

4.- Enfin, en Novembre 2016, 'AFM-Téléthon, assbicn caritative, a créé en partenariat
avec la Banque Publique d’Investissement (BPI) wialef YpoSkesi, plateforme de
production de cellules pour la thérapie cellul@téa thérapie génique. Cette plateforme sera
également accessible aux laboratoires de rechetchexstart-upspour développer dans les
conditions optimales leurs procédés.

On peut donc considérer que les moyens sont aetoefit disponibles ou le seront

rapidement pour répondre aux exigences réglemestaivisagées plus loin.
5- Propriété intellectuelle[38]

Les questions liées a la propriété intellectuebbmt sessentielles dans le développement
industriel des technologies. La possession d’'undiyel’abord de portée nationale et ensuite
étendu aux régions du monde qui travaillent dardoleaine sont des étapes indispensables
pour assurer au propriétaire des résultats uneianiti& qui puisse étre défendue devant les
tribunaux en cas de contrefacon. Cette propriétdliéctuelle est de fait exigée par les
investisseurs avant qu’ils acceptent d’apporterslezontributions financiéres a un projet
technologique. A cet égard la nature méme deslesllsouches et des conditions de leur
utilisation pose des questions particuliéres. Eeteén tant que matériel humain biologique,
ces cellules ne sont pas brevetables comme telesplus que les procédés thérapeutiques
mis en ceuvre. Seules les techniques qui permeteetds produire a grande échelle le sont,
ainsi que les systémes et appareils d’'usages madmai permettent de les manipuler en
conditions stériles [39]. Les protocoles qui peterdt leur culture et, éventuellement, leur
différenciation in vitro sont a priori également brevetables mais, en cqu@ti doivent
préférablement étre considérées comme un savoirg$acret. En effet, il est tres difficile de
connaitre la composition des milieux utilisés paraoncurrent éventuel et, par conséquent,

d’apporter la preuve gu’il a indiment copié uneetgxbrevetée. Ces questions se retrouvent
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évidemment dans les sujets de discussion avecdasiesmes réglementaires et les conditions

d’'un compromis entre les deux parties doivent #tnavées trés tot dans la démarche.

6- Les questions éthiques

Le reglement sur les MTI observe les principescrits dans la Charte des droits
fondamentaux de I'Union européenne. La réglematades MTI au niveau communautaire
ne porte pas atteinte aux décisions prises paEtas- Membres concernant I'opportunité
d’autoriser l'utilisation de tel ou tel type de led#ds humaines (par exemple les cellules
souches embryonnaires, ou les cellules animale&si, Aun MTI bénéficiant d'une
Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) centrabséui s'impose a tous les Etats-
Membres) pourrait, sur des criteres éthiques nativnétre interdit de commercialisation ou
se voir appliquer des conditions spécifiques vidsade sa distribution ou de son utilisation. Il
est, de ce fait, recommandé en France, de premdeceresidération 'ensemble des éléments
inclus dans les lois de bioéthique de 2011 et 2013.

En mai 2016, I' « International Society for StemllCResearch (ISSCR», organisation
groupant de nombreux experts de tous les pays ldadsmaine des cellules souches, a
actualisé son guide définissant les regles devagir rles recherches dans les essais
thérapeutiques utilisant les cellules souches [BQ)sieurs de ces directives portent sur le
passage a l'étape industrielle : 1- renforcer lagdés précliniques afin de vérifier la
reproductibilité des résultats et afin de pouvaiéfinir des normes strictes devant guider
I'essai thérapeutique; 2- choisir des preuvessiwtables d’efficacité de I'essai thérapeutique
et s’assurer de l'innocuité du traitement ; 3- gmdr la responsabilité des scientifiques, des
cliniciens et des media dans la présentation deorép précis et équilibrés des progres
obtenus incluant les échecs et les complicatiossmies ; 4- exiger la déclaration de tous les
essais thérapeutique réussis ou non dans desesgisitionaux consultables par tous, ce qui
est déja le cas aux Etats-Unis avec le «Clinicablst government registry »

(www.clinicaltrials.gov).
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IV LES CONTRAINTES REGLEMENTAIRES RELATIVES AUX MED ICAMENTS
DE THERAPIE CELLULAIRE EN FRANCE

Les essais cités plus haut étaient menés dan®péslx universitaires en coopération avec
des laboratoires de recherche académiques. Celst plis possible et, seuls, les
établissements pharmaceutiques privés ou publgmstegifs autorisés par I’Agence Nationale
de Sécurité des Médicaments (ANSM) sont autoristb@aquer et délivrer des MTI et des
MTI-PP (MTI fabriqués de facon ponctuelle pour uralade donné) en application des
articles L.5124-1 et L.5124-9-1 du Code de Santéliue. Ces sociétés devront se plier
avant juin 2018 a de nouvelles normes identiqueselles observées par l'industrie

pharmaceutique pour la préparation des médicaments.

1- Les différents types de produit
Avec l'entrée en vigueur du reglement européens tgrands types de produits existent
aujourd’hui, chacun relevant d’un cadre réglemeatspécifique :

* Les Médicaments de thérapie innovantedont la définition couvre les médicaments
de thérapie génique, les médicaments de thérapikilace somatique, les
meédicaments issus de l'ingénierie tissulaire dulzte, et les médicaments combinés
de thérapie innovante (associant MTI a un disgasiédical). Ce statut regroupe les
produits ayant subi une manipulation substant{gike exemple, une culture cellulaire,
une étape d’activation ou de différenciation celiid) ou correspondant a un usage
des cellules indépendant de leur origine (par gennjection de cellules souches
médullaires dans le cceur). Le développement depoeduits suit le réglement
européen n° 1394/2007 [41]. L'autorisation des isssliniques dépend des instances
administratives nationales alors que 'autorisatiermise sur le marché et 'ensemble
des procédures de suivi post-autorisation dépermt=ninstances Européennes.

* Les médicaments de thérapie innovante préparés ponellement (MTI-PP) qui
sont des MTI fabriqués et utilisés au sein d’'unquei état membre. Ces MTI-PP
suivent le régime des MTI du reglement européeis sant cependant exemptés de la
clause de 'AMM centralisée. lls doivent obéir & feglementation nationale en
matiere de qualité et de sécurité qui est ident@eelle de I'Union Européenne. Ce
nouveau type de produits, créé par le reglememipéen, a été introduit dans le Code
de la Santé Publique francais par la loi n° 2012-80 22 mars 2011 [43]. Cette
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catégorie de médicament est définie dans le regienmé 1394/2007 par la
terminologie « exemption hospitaliere » [41].

* Les médicaments de thérapie innovante expérimentawgui sont des MTIpréparés
en vue d’essais cliniques dans des établissement®#gant une banque de cellules et
tissus par autorisation de 'TANSM [42].

» Les préparations qui sont des produits cellulaires ou tissulairdfogéniques ou
autologues) a finalité thérapeutique. Ces prodietsanté relévent de la compétence
de 'TANSM et sont réglementés au plan nationalalrase de la directive 2004/23/CE
[44].

2-  Les principaux textes reglementaires

* Lesréglements européens
Les directives n° 2001/83 /CE et 2004/23/CE fidem normes de qualité et de sécurité pour
le don, l'obtention, le contrble, la transformatiola conservation, le stockage et la
distribution des tissus et cellules humains [44, &6 reglement européen n° 1394/2007/CE
ne déroge pas aux principes fondamentaux énoncéscga  directives. |l confirme le statut
de médicament (spécialité pharmaceutique) des MTlietroduit des exigences nouvelles
[40]. Entré en vigueur le 30 décembre 2008, aver pariode transitoire pour les produits
déja sur le marcheé, ce reglement sur les MTI asidénablement modifié les reglements
applicables aux traitements incluant dans leursamémes d’actions des génes, tissus ou
cellules. En confirmant le statut de médicamens geoduits de thérapie génique, cellulaire
et d’'ingénierie tissulaire ainsi que des médicasma@mmbinés de thérapie innovante, il
introduit des dispositions spécifiques qui compiétes dispositions générales, énoncées dans
la directive 2001/83/CE [45] instituant un code coumautaire relatif aux médicaments a
usage humain. Avant I'entrée en vigueur de ce négig, 'absence d’'un cadre réglementaire
commun aux états membres de I'Union Européennegiblimiter le développement de ces
produits, faute de perspective de marché claiteagnhonisée et, au final, limiter I'acces des
patients a de nouvelles approches prometteusesdesumaladies graves actuellement sans
solution thérapeutique.
L'objectif du réglement n°1394/2007 est donc, pdiassentiel, I’harmonisation des
procédures d’acces au marché dans I'ensemble desMémbres de I'Union Européenne via
la centralisation de [’autorisation préalable. Paela, il établit un référentiel adapté

applicable dans I'ensemble de I'Union et introdigs obligations de suivi de la sécurité et de
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I'efficacité, une fois le produit mis sur le marchiémet également en place un Comité des
thérapies innovantes, le « Committee for Advancduwerdpies (CAT) » dépendant de
I’Agence Européenne du Médicament (« European NigelcAgency ; EMA).

* Laloi Francaise
Les changements réglementaires d’origine europé@mbeajouté a la complexité de la
législation nationale. L’homologation de bonnestigtees pour ['utilisation des cellules
souches en décembre 1998 par les autorités frascaasait ouvert la voie a des
développements importants a condition que I'enserdbk travaux soient réalisés au sein des
hopitaux, seuls a méme de disposer des banquemnddralispensables a la purification et a
la culture des cellules souches. Une dizaine diésments s’étaient ainsi équipés pour
fournir aux praticiens hospitaliers les celluledticaes a petite échelle nécessaires aux
expériences de preuve de concept. Des restriciapplémentaires (décrets 2012/136 et
2016/1536) ont été imposées au secteur hospifediecais dans la mise en conformité aux
normes du reglement européen n° 1394/2007 enafreidavantage le développement des
activités de production dans les hdpitaux francetrairement a ce qui s’est passé en
Allemagne ou en Grande Bretagne [46, 47]. La 1@01°1-302 introduit dans le Code de santé
publiqgue ce nouveau type de produit, le MTI. Lerdédu 15 novembre 2016 [47] concerne
tous les établissements dévolus a la préparatioomédicaments de thérapie innovante
(industries du secteur pharmaceutique, établissesmde santé ou établissements de
transfusion sanguine). Il porte sur la procédurelest conditions d’autorisation des
établissements préparant des MTI. Il acheve |'adept en droit francais du reglement
Européen de 2007 [41]. Il donne la possibilitérgiorter et d’exporter des MTI-PP dans le
cadre des recherches biomédicales et autorisetdédiséements de santé a conduire des
études portant sur les MTI relevant du reglemembmien. De plus, la décision du 5 mai
2017 de 'ANSM modifiant la décision du 27 octol2810 définit les regles des bonnes
pratiques applicables [48]. Il faut enfin citer less relatives a la bioéthique (loi du 6 aodt
2013 amendant la loi n°2011-814) qui stipule lesdions d'utilisation des cellules

embryonnaires humaines [49].

Il ressort des auditions menées par le Groupe alaitrque seuls un petit nombre de ces
laboratoires hospitaliers ont la capacité finarcidieffectuer les changements normatifs
requis. On estime a 3 ou 4 seulement ceux quirpoueffectivement continuer de travailler

avec les cellules souches d'ici a 2018, date de emsceuvre définitive du nouveau contexte

réglementaire en France. Il conviendrait de pré&sela possibilité, pour les établissements

25



bY

autorisés a préparer des MTI-PP et des MTI expétianx, d’entreprendre des essais

cliniques en phase I/ll en accord avec I'indugth@rmaceutique.

Au-dela, le Groupe de travail a également notélgyplication de ces derniers reglements
constitue un blocage pour le développement indesties MTI des lors que les cellules
souches proviennent du sang humain et que lestimelssn’y ont pas acces compte tenu du
monopole détenu par I'Etablissement Francais dwySepérateur unique de la transfusion
sanguine pour les prélevements du sang et leuitdison aux établissements de santé.

Il a noté également que les entreprises se plaghdiun manque de réactivité de la part des
autorités réglementaires, a la fois pour les cdieseians les démarches a accomplir que pour
répondre aux documents fournis. Ce manque de vééatist manifeste lorsqu’on apprécie le

délai de leurs réponses par rapport a celui préviles textes réglementaires.

4- Les étapes successives de la naissance d’'un MTI

Ces étapes sont au nombre de 4 : la fabricatienedsais thérapeutiques, I'autorisation de

mise sur le marché et le remboursement.

1- La fabrication

Les MTI répondent a la définition de médicament, sems de la directive princeps
2001/83 (45), et doivent étre fabriqués selon leankes pratiques de fabrication (BPF)
applicables aux médicaments a usage humain paabhséement pharmaceutique (EP). Les
établissements de santé abritant des unités dapibérellulaire constituent une communauté
riche en compétences et expériences nécessaifesuawéveloppement des MTI. lIs  ont
développé des interactions fortes avec les scigmé$ impliqués dans les étapes de
conception et de validations pré-cliniques et Iesiatens convaincus de l'intérét de ces
produits pour leurs patients. La conjonction duleggent européen sur les MTI publié en
2007 [41], et des exigences réglementaires spgeifigent francaises du Code de la Santé
Publiqgue portant sur la notion d’établissement plameutique, constitue actuellement un
obstacle pour les Unités de Thérapie Cellulaireraimésous tutelle d'un établissement de
soins, et souhaitant préparer des MTI. Elles ddipeur cela créer un groupement d’intérét
economique (GIE) ou une société anonyme (SA). Leredédu 15 novembre 2016 [47]
concerne tous les établissements dévolus a la natépa de meédicaments de thérapie
innovante (industriels du secteur pharmaceutiqtahliésements de santé ou établissements
de transfusion sanguine). Il porte sur la procédeirdes conditions d’autorisation des
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établissements préparant des MTI. Il achéve l'adapt en droit francais du reglement
Européen de 2007 [41].

2- Les essais cliniques
Les protocoles d’'essais cliniques font I'objet ddutlouble autorisation, celle du Comité de
Protection des Personnes (CPP) et celle de 'AN§igsant indépendamment 'un de l'autre.
Le CPP vérifie que les regles éthiques en vigueunsdes essais thérapeutiques de toute
nature sont respectées, la principale étant leertesient éclairé des patients. L'ANSM
prend l'avis de I'Agence Nationale de la Biomédec{ABM) et, si le produit étudié a été
génétiqguement modifié, du Haut Conseil des Biatetgies. Ces différentes instances
vérifient la recevabilité administrative et tecue de la demande et procede a une

évaluation interne ou faisant appel a des exp&té&ieurs a ’Agence.

3- L’autorisation de mise sur le marché
Il s’agit Ia d’'un processus européen dépendantddA . Celle-ci prend I'avis du Comité des
thérapeutiques innovantes (« Commitee for advattoedpies ») qui s’assure de la qualité,
la sureté, I'efficacité et I'originalité du prodwen tenant compte des acquis scientifiques dans
le domaine. Ce processus demande des délais 8eathsaavant la réponse définitive.

4- Le remboursement au patient

En France, l'acces au remboursement passe pamnieission de transparence de la Haute
Autorité de Santé (délai de réponse de 90 a 1@8)olLe remboursement est jugé selon le
service médical rendu. Trois instances sont coeesrmet donnent leurs avis: I'Union
Nationale des Caisses d’Assurance Maladie (UNCA®&IMinistere de la Santé et le Comité
Economique des Produits de Santé (CEPS). Une Aatan Temporaire d’Utilisation (ATU)
peut étre donnée. Le taux de remboursement espdik€UNCAM et peut varier de 0 a 65%
(5 niveaux d’appréciation du service médical rendles données a fournir sont les données
précliniques et cliniques (avis de 'ANSM), celléssues de l'autorisation temporaire
d’utilisation, celles relatives a la tolérance etles résultant de nouvelles études cliniques
disponibles. De nouvelles missions devraient &rndes a la Haute autorité de santé (HAS)
et a TUNCAM. Les arrétés devant les fixer sontagtente. L'HAS préconise un contact avec
ses services des la fin de la phase Il des edsaues afin de préciser la qualité des données

et les modalités thérapeutiques dans I'optiquéatiedntion de I'AMM.
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V- RECOMMANDATIONS

L’analyse des questions soulevées par I'industasibn de la production des cellules souches
amene les deux académies a formuler les recommansiguivantes que nous grouperons en
deux domaines distincts :

A- Environnement réglementaire pour les MTI cellules souches

1- Etendre a des domaines d’application précliniquetireques les études préliminaires
a l'utilisation des cellules embryonnaires humaipesr la production de MTI que la
Loi de bioéthique limite en fait a la recherchedamentale ;

2- Permettre a I'Etablissement Francais du Sangethanques de sang de cordon de
fournir aux industriels les cellules nécessairisfabrication d’'un MTI ;

3- Alléger les contraintes réglementaires relativeslaa protection des données
personnelles tout en préservant la tracabilitécédlales utilisées ;

4- Faciliter l'importation et I'exportation des cdilis et des matieres premiéres
biologiques nécessaires a la production de MTI eespectant les régles de
tracabilité ;

5- Rendre possible la délivrance par 'ANSM de I'aigation de fabriquer des matieres
premiéeres a usage pharmaceutique entrant dansrieation des MTI ;

6- Aider les établissements autorisés a préparer ddsPR et des MTI expérimentaux a
entreprendre des essais cliniques en phase I/l aecord avec lindustrie
pharmaceutique ;

7- Ouvrir aux MTI la réglementation des ATU permettamsi la mise sur le marché
pour une peériode de temps limitée et contréléeedepcoduits trés innovants dés la fin
de la phase Il des essais cliniques;

8- Demander a la HAS d’accélérer 'examen des dossteit&améliorer les conditions de
remboursements des MTI ayant fait la preuve ded§igacité ;

9- Rendre obligatoire la publication sur un site déde tous les résultats d’essais
thérapeutiques et des incidents éventuels survgntmnpris les essais qui n‘ont pas
abouti a des résultats positifs ;

B-Aide a la création destart-upspour la production industrielle de cellules souche

10-Favoriser le développement des plateformes déplame et la création de nouvelles
plateformes pour apporter I'aide nécessaire enémeatl'industrialisation des procédés
de fabrication, de préparation de lots satisfaisamtconditions de mise sur le marché
et de conseils pour présenter les dossiers néoessaileur obtention aux petites
structures de production de cellules souches & vis&apeutique ;

11- Renforcer la formation aux technologies correspotes dans le cadre universitaire
ou d’Ecoles d’Ingénieurs ;
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12- Demander aux industriels de lancer des appelsfré&fauprés des laboratoires
académiques ciblant les axes des travaux qu'ilal@gient afin de développer des
collaborations.

13- Créer les conditions financiéres en France peamieaux sociétés d'aller jusqu’aux
phases Il des études cliniques pour permettre digance de nouveaux groupes
pharmaceutiques spécialisés dans cet axe de lacmédaégénératrice.

Personnalités auditionnées :

Jean-Francois Stoltz Pr., CHU de NancyPierre-Noél Lirsac, Président de CELLforCURE
du Groupe LFB (Laboratoire de Fractionnement Bimjog. Luc Douay, Pr., Université
Pierre et Marie Curie (Centre de recherches SaimbiAe), Président et directeur scientifique
d’EryPharm.Guillaume Rousseau Directeur R & D d’ErypharmJean-Jacques Lataillade
Pr., Chef de département recherche et thérapielaiedl de I'hopital militaire PercyMarc
Pechanskj Pr., Directeur scientifique de I'l-Stem (InserrdhongChao Han Pr., Président
de Beijing Health-Biotechzhihai Han, Directeur R & D de Beijing Health-Biotech.
Bernard Daugeras Président d’Auriga Partnertsabelle Sainte-Marie ANSM, Chef de
produit hémovigilance, produits sanguins labileserapie cellulaire et produits radio-
pharmaceutiqued.otfi Boudali, ANSM, Directeur adjoint des médicaments en orgielo
hématologie, transplantation, néphrologie, des yitedde thérapie cellulaire, tissus et
produits sanguins labiledacques Leclaire Directeur scientifigue de L’Oréal Recherche &
Innovation. Loic Guillevin, Pr., HAS, Président de la Commission de transgaré\nne
d’Andon, Dr., HAS, Chef du service d’évaluation des madients.Frédéric Revah
Directeur général de GenethoRatrick Génisse| Groupe Servier, Directeur général
BiopharmacieOlivier Nosjean, Groupe Servier, Directeur de Biotechnologie muligice et
pharmacologie cellulairePhilippe Hénon, Pr.,Président de CellProthera (I'Institut de
recherche en hématologie et transplantation a Miskapo

Abréviations

AMM :autorisation de mise sur le marché ; ANSM :eage nationale de sécurité des
médicaments ; ARN : acide ribonucléique ; BPF : rimsn pratiques de fabrication ; BPI :
banque publique d’investissement; CAT : « comifteeadvanced therapies »; CEPS : comité
économique des produitts de santé ; CMO : comit mike en oeuvre; CPP : comité de
protection des personnes; CRISPR-Cas 9: «CadteRegular Interspaced Short
Palindromic Repeats-associated protein 9 ; EMAeuropean medicines agency » ; GIE :
groupement d'intérét économique; GMP: «good rfeaturing practice »; EP:
établissement pharmaceutique ; GSCF : « granulocgteny stimulating factor » ; GVH :
« graft versus host » ; HAS : haute autorité ddésahlLA : « human leucocyte antigen » ;
HSC : «hematopoietic stem cell »; IPS: «inducgldripotent stem cell »; ISCR:
« international society for stem cell researchMSC : « mesenchymatous stem cell » ; MTI :
médicament de thérapie innovante ; MTI-PP : médaande thérapie innovante préparé
ponctuellement ; SA : société anonyme ; UNCAM :amnhationale des caisses d’assurance
maladie ; VIH : virus immunodéficience humaine ;
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