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Résumeé

Les cellules souches humaines pluripotentes induites et les cellules souches
embryonnaires humaines ont des caractéristiques de pluripotence et de dérivation
permettant aussi I'étude des maladies. Ces cellules sont utilisées actuellement pour
le traitement de maladies neurologiques comme la maladie de Parkinson ou dans les
pathologies cardiaques. La thérapie génique a été un succés pour le traitement des
hémophilies A et B, les hémoglobinopathies et les déficits immunitaires. La greffe de
cellules souches hématopoiétiques est un traitement standard des leucémies,
cependant que les CAR T représentent un nouveau traitement prometteur y compris

dans les lymphomes et le myélome.
Summary

Patient-derived induced pluripotent stem cells as well as human embryonic stem cells
are pluripotent and their derivation has been used for the understanding of numerous
diseases. Currently they are also used for the treatment of neurologic disorders such
as Parkinson disease or cardiac disorders. Gene therapy has been successful for the
treatment of hemophilia A and B, hemoglobinopathies and immunodeficiencies.
Hemopoietic stem cell transplantation is a well-accepted therapeutic strategy for
Leukemias, whereas CAR T cells is a new promising approach even for lymphomas

and myeloma
Mots clefs :
Key words
Cellules souches, thérapie génique, cellules CAR T, médecine personnalisée

Stem cells, gene therapy; CAR T cells, personalized medicine
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Introduction

Les cellules souches induites comme les cellules souches embryonnaires constituent
des outils particulierement utiles pour I'étude de certaines pathologies, tester des
nouveaux médicaments voire méme s’en servir en tant que traitement et des progrés
dans ce domaine ont été réalisés ces dernieres années. Tout comme la thérapie
génique qui, se servant des cellules souches hématopoiétiques, introduit dans
l'organisme les génes déficitaires : hémophilies, hémoglobinopathies et déficit
immunitaires sont les pathologies qui semblent bien en bénéficier de maniére
spectaculaire. Enfin les greffes de cellules souches hématopoiétiques et les cellules
CAR T complétent un arsenal thérapeutique qui a fait émerger en quelques années

le nouveau concept de cellule médicament.

1. Cellules souches induites IPS

Les cellules souches pluripotentes induites, dites iPS (induced pluripotent stem
cells), sont des cellules issues d’une reprogrammation génétique a partir de cellules
adultes somatiques différenciées. Il peut s’agir de fibroblastes, de la peau ou de
cellules épithéliales ou mésenchymateuses ou de cellules sanguines. Leur grand
intérét réside dans I'étude de cellules obtenues a partir de tissus pathologiques de
patients permettant de comprendre la physiopathologie de la maladie et
éventuellement des tester les molécules thérapeutiques d’intérét. Initialement la

reprogrammation consistait a réactiver 4 genes, Oct3/4, Sox2, c-Myc et KLF4 [1].

1.1 Physiopathologie et lignées cellulaires

Les premiers vecteurs utilisés comportaient un risque de transformation tumorale de
la cible, les génes intégrés pouvant aussi étre placés dans une région oncogénique.

On utilise donc maintenant des vecteurs non intégratifs (épisomes) et la
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reprogrammation s’effectue selon des régles rigoureuses [2] et sans c-myc, lequel
comportait un risque oncogene avéré [3,4]. L'utilisation des iPS est théoriquement
double : comprendre la pathologie et réparer les tissus. Ainsi une étude francgaise
récente a permis de mieux comprendre la physiopathologie du syndrome d’ataxie et
de tremblement lié a I'X fragile (FXTAS). Cette maladie neurodégénérative,
incurable, comporte un déclin cognitif et des troubles de la motricité chez 'lhomme
généralement de plus de 50 ans. On a découvert que la pathologie était liée a la
répétition anormale de 3 nucléotides dans le géne FMR1. En utilisant des souris
génétiquement modifiées et des cellules neuronales dérivées par technique iPS de
fibroblastes de 3 patients, on a montré que la maladie résultait de I'expression des
nucléotides en une protéine pathogéene, la FMRpolyG, différente de celle normale
codée par FMR1 [5]. Il s‘ouvre donc la possibilité d’utiliser cette protéine comme
marqueur et de tester des molécules a visée thérapeutique. De nombreuses lignées
de cellules iPS ont été constituées, particulierement pour des maladies rares, mais
aussi pour des maladies plus fréquentes (Tableau 1) [6-8]. Certaines de ces lignées
sont, en France, mises a disposition pour la recherche par I'Infrastructure nationale

d'ingénierie des cellules souches pluripotentes et cellules différenciées (INGESTEM).

Si l'utilisation de ces lignées est particulierement intéressante pour étudier la
physiopathologie des maladies et éventuellement tester des traitements, leur
utilisation en clinique s’avere plus problématique. En effet des risques oncogéniques
restent réels et les techniques pour transformer les cellules ont di évoluer. Ainsi
l'utilisation d’ARNm synthétiques modifiés afin de les rendre moins immunogénes et
possiblement moins dangereux. Ces ARNm s’intéegrent dans le cytosol par
endocytose puis sont immédiatement traduits en protéines transformant le fibroblaste

en iPS; ils sont ensuite dégradés en 2 a 3 jours et donc par conséquent sans aucune
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intrusion dans le noyau. Les techniques intégratives utilisant des virus ont été
comparées aux techniques non intégratives utilisant TARNm ou le virus Sandai. Par
la technique d’hybridation génomique comparative sur micro réseau d’ADN, il s’avere
que les méthodes non intégratives entrainent significativement moins d’activation

d’oncogénes [9,10] et donc moins de risques carcinologiques.

1.2 Réparation tissulaire

La réparation tissulaire a été initialement proposée dans des pathologies
neurologiques utilisant des modéles animaux. Des neurones dopaminergiques
dérivés de fibroblastes ont améliorés les symptdmes de rats parkinsoniens [11].
Toujours dans un modele animal de lésions de la moelle épiniére, la greffe de
cellules humaines différenciées a stimulé la régénération neuronale et amélioré la
locomotion [12]. Mais l'utilisation de cellules iPS pour traiter des patients avec
atteinte médullaire traumatique nécessite encore de nombreuses expérimentations
animales car les défis restent nombreux et les résultats dans les modéles animaux
sont assez variables [13]. Les greffes nécessitent souvent une immunosuppression
chez le receveur ; les cellules transplantées peuvent étre un mélange de cellules
neuronales mais parfois un seul type cellulaire a été transplanté (astrocytes). Dans
de nombreuses situations les cellules transplantées disparaissent apres quelques
semaines. Une premiére tentative de greffes d’'iPS a été effectuée chez une femme
japonaise atteint d’'une dégénérescence maculaire liée a 'adge (DMLA). Les cellules
d’épithélium pigmentaire de la rétine ont été obtenues a partir de fibroblastes de la
patiente et ont persisté au moins 4 ans apres la greffe [14,15]. Toujours au Japon, un
patient de 50 ans, atteint d’'une maladie de Parkinson a été traité par 'injection de 2,4
millions de cellules neuronales dopaminergiques immatures dérivées de cellules iPS

dans la moitié gauche du cerveau [16], début d’un essai qui devait inclure 6 autres
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patients. Les équipes japonaises ont d{ interrompre la recherche du fait de la
survenue de mutations de p53 avec un risque de cancérisation des cellules
transplantées. Des essais sont en cours pour la prévention de la réaction du greffon
contre I'héte au cours des greffes de cellules souches et dans les pathologies

cardiaques (tableau 2).
2. Cellules souches embryonnaires

Dés 1998, des cellules embryonnaires humaines (CSEH) ont pu étre isolées et
cultivées dans un état de pluripotence [17], le caractére de pluripotence étant
démontré par leur capacité a donner naissance aux trois feuillets fondamentaux,

endoderme, ectoderme et mésoderme.

2.1 Lignées de CSEH.

Ces lignées de CSEH ont donné des cellules spécialisées comme des neurones [18],
des cardiomyocytes [19] ou des cellules béta du pancréas [20]. Depuis ces travaux
pionniers, des milliers de lignées pluripotentielles ont été produites ; bon nombre
d’entre elles non utilisables en clinique car les techniques de culture utilisent des
composés xénogéniques, les sous couches murines et le sérum de veau feetal,
pouvant contenir des organismes pathogénes et étre immunogenes. Ultérieurement
ont été mises en place les conditions pour une élaboration de lignées de CSEH selon
des bonnes pratiques de fabrication éliminant toutes substances d’origine animale
[21]. La différenciation dirigée des cellules souches permet d’obtenir des cellules
d’'intérét pour une réparation tissulaire spécifique, par exemple cardiomyocytes,
cellules dopaminergiques, cellules béta du pancréas. Néanmoins, le niveau de

différenciation de ces cellules peut n’étre que partiel.
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2.1 Essais cliniques impliquant des CSEH

Le tableau 2 décrit les essais cliniques en cours dans les traumatismes de la moelle
épiniere, des pathologies oculaires, la maladie de Parkinson, des affections
cardiovasculaires et le diabéte de type | [22]. Les résultats de ces essais ne sont que
partiellement publiés ; les informations complémentaires proviennent du congres
annuel de I'ISSCR (International Society for Stem Cell Research) et des industriels.
Le premier essai de traitement des traumatismes de la moelle épiniere date de
2010 ; il utilisait des oligodendrocytes, lesquels ont stimulé une néovascularisation, la
sécrétion de facteur de croissance neurologique et ceci en l'absence d’effets
secondaires. Plusieurs essais concernent des pathologies oculaires traitées par la
transplantation d’épithélium pigmentaire rétinien avec, dans une série, 'amélioration
de la vision de 17 des 18 patients inclus, la aussi sans effets secondaires [23]. Sur
une autre série de patients il n’a pas été observé de phénomeénes inflammatoires ou
de signes de prolifération tumorale, 'amélioration de la vision étant minime [24]. En
2013 a été débuté le premier essai de phase | pour le traitement de linsuffisance
cardiaque utilisant un patch de fibrine supportant des progéniteurs cardiaques issus
de CSEH [25]. Parmi les 6 patients, 2 sont décédés, une amélioration de la fonction
cardiaque a été observée chez les 4 autres lesquels n‘ont eu aucuns effets
secondaires. Ces patients recevaient aussi de la cyclosporine en tant que traitement
immunosuppresseur. Dans cette étude, I'activité des cellules transplantées aurait pu
se faire par [lintermédiaire de vésicules extracellulaires. Ces vésicules
extracellulaires des cellules progénitrices cardiaques n’entrainent pas de réactions
immunitaires, diminuent linflammation et pourraient, elles-mémes, devenir une

thérapeutique acellulaire de linsuffisance cardiaque [26]. En 2014 a été débuté un
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essai de phase I/ll chez 65 diabétiques de type | qui utilisait une membrane semi-
perméable encapsulant des cellules béta du pancréas dérivant de CSEH (essai
Viacyte). Il n’y a pas pour l'instant pas de données d’efficacité, mais les capsules
implantées sous la peau n‘ont pas entrainé d’effets secondaires et n‘ont pas été
rejetées. En 2017, une étude australienne (Cyto Therapeutics) a inclus 12 patients
avec une maladie de Parkinson pour un traitement par progéniteurs neuronaux issus
de CSEH. Aprés 6 mois, il y a eu une amélioration de la motricité et des fonctions
cognitives. Des équipes japonaises utilisent actuellement des cellules induites
d’épithélium pigmentaire rétinien allogéniques (iPS allo) provenant d’'une banque de
cellules sanguines ; elle permet la sélection des caractéristiques HLA correspondant
aux haplotypes les plus fréquents de la population japonaise (études RIKEN). Les
cellules souches mésenchymateuses (iPS allogéniques) sont utilisées pour le
traitement de la maladie du greffon contre I'héte aprés greffe de cellules souches
hématopoiétiques avec, selon Cynata Therapeutics, une amélioration nette chez les
8 premiers patients traités. Outre cette recherche thérapeutique cellulaire, les CSEH
peuvent étre utilisée pour tester des médicaments. C’est ce qui a été fait pour la
maladie de Steinert avec la metformine, médicament anti diabétique qui a corrigé la
dérégulation de I'épissage des ARN de cette maladie [27]. Cependant la metformine
n'a pas montré d’effet réellement significatif lorsqu’elle a été testée dans un essai

thérapeutique, selon I'analyse en intention de traiter [28].
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3. Thérapie génique

3.1Les différentes possibilités de thérapie génique.

Le principe général est d’introduire dans I'organisme un acide nucléique et donc un
médicament biologique en vue de réguler, remplacer, ajouter ou supprimer une
séquence génétique. Cette séquence d’acide nucléique aura I'effet thérapeutique lié
a I'expression génétique de ladite séquence. Les difficultés a surmonter pour une
action thérapeutique sans ambiguités, sans effets secondaires et durables, sont
nombreuses. |l faut bien sdr avoir identifié le géne responsable de la pathologie et
avoir mis au point les techniques de réparation ou supplémentation génique. Les
stratégies de thérapie génique sont variables selon que l'on souhaite ajouter ou
remplacer un gene déficient, moduler une fonction existante (réponse immune par
exemple) ou apporter une fonction nouvelle (géne suicide ou gene de résistance).
L’introduction d’'un géne dans lorganisme peut se faire de deux manieres: -
directement, in vivo : le gene thérapeutique est transféré dans un vecteur viral lequel
est directement injecté dans l'organe cible ;- ou ex vivo (technique plus souvent
utilisée) : des cellules souches hématopoiétiques sont prélevées chez le patient, le
vecteur rétroviral contenant le géne d’intérét est ensuite introduit dans ces cellules

souches qui sont réinjectées au patient.

De nombreux vecteurs ont été expérimentés. Les premiéres générations comme les
gammaretroviraux ont été abandonnés du fait d’effets secondaires et remplacés par
des vecteurs mieux tolérés. Ainsi les lentivirus , vecteurs intégratifs inserent leur ADN
contenant le géne thérapeutique dans le génome de I'héte. Les vecteurs non

intégratifs, comme les adénoassociés (AAV), eux, font pénétrer le transgene dans la
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cellule lequel ne s’integre pas dans le génome. On décrira ici uniquement les

thérapies géniques utilisant le support de la cellule souche hématopoiétique.

3.2 Les succes de la thérapie génigue dans les maladies monogéniques

3.2.1 Hémophilies, béta thalassémies, drépanocytose

Les pathologies qui se prétent bien a la thérapie génique sont celles chez lesquelles
le gene déficitaire est bien identifié ainsi que la substance biologique issue de son
fonctionnement. Ainsi 'hémophilie est une maladie héréditaire au cours de laquelle
les manifestations hémorragiques dues au déficit en Facteur VIII de la coagulation
(FVIIl) pour I'hémophilie A ou en Facteur IX (FIX) pour I'hémophilie B, sont
directement en lien avec I'absence des genes correspondants. On connait leur
localisation sur I'extrémité du bras long du chromosome X, ainsi que leur structure.
Le traitement de I'hémophile passe par la substitution des facteurs anti
hémophiliques FVIII et FIX recombinants ; ce traitement est cependant contraignant
et couteux, donc possible dans les pays avec un systeme de santé solidaire ou
disposant de compagnies d’assurance efficaces. Apporter le géne déficitaire devient
une stratégie assez séduisante. Mais les difficultés existent avec le risque de ne pas
avoir un gene suffisamment fonctionnel, une extinction progressive du transgene au
cours du temps, une réaction immunitaire inappropriée contre le vecteur viral ou
'apparition d’anticorps dirigés contre le facteur anti hémophilique [29]. Cependant la
thérapie génique reste prometteuse car I'expression du transgéne méme modeste
avec une concentration de facteur anti hémophilique de 5 a 10% du niveau normal,

suffit & protéger du risque hémorragique. A partir d’'un niveau de 30% de la normale,

10
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les symptdmes de I'hémophilie ont totalement disparu. Aprés linjection, on peut
suivre I'activité du transgéne par le dosage en routine du facteur anti hémophilique.
Le transport du gene par le vecteur est aussi fonction de sa taille, celui du FIX avec
ses 1400 nucléotides est plus facilement transportable que celui du FVIII avec ses
8000 nucléotides. Plusieurs vecteurs ont d’abord été utilisés comme les rétrovirus,
les adénovirus et les virus adénoassociés, ceux-ci étant directement injectés dans un
muscle, ou en ciblant le foie par injection dans la veine portale. Récemment des
résultats d’essais cliniques convaincants ont montré une correction remarquable des

symptémes de I'hnémophilie.

Un premier essai de phase | a été réalisé chez 6 patients recevant une injection
intraveineuse unique d’un vecteur (AAV8) exprimant le transgéne du facteur I1X [30].
L’étude étendue a 10 patients, a des doses plus importantes, a permis de réduire de
90% les accidents hémorragiques sur une période de 3 ans avec un taux
d’expression du facteur d’au moins 5% [31]. Plus intéressante est I'étude menée par
un consortium de laboratoires Nord-Américains et Australiens associés a Spark
Therapeutics, chez 10 patients ayant recu un virus AAV contenant un ADNc variant
naturel (variant Padua) avec une forte activité spécifique [32]. Aprés la perfusion de
5x10'"'génomes par Kg de poids, les niveaux plasmatiques de FIX entre 20 et 45 %
du niveau normal ont permis de réduire totalement les épisodes de saignement et
ceci sur une période d’observation de 12 mois. Des résultats remarquables ont aussi
été obtenus dans 'hémophilie A avec un vecteur AAV5 (AAV sérotype 5) chez 9 puis
15 patients a des doses croissantes de génomes viraux contenant un ADNc de
facteur VIII raccourci et dont les codons optimisés ont été placés sous la direction

d’'un promoteur spécifique du foie [33,34]. Aprés 3 ans de surveillance, les taux de

11
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facteurs VIII sont restés élevés, il n'y a plus eu de saignements, ni de besoins

transfusionnels, et aucuns effets secondaires n’ont été observés.

L’utilisation d’adénovirus est généralement considérée comme sans danger car ne
devant pas s’insérer dans le génome de I'héte. Mais réecemment (ASH 2019), on a
observé chez 6 chiens linsertion du matériel génétique de I'adénovirus porteur du
géne de I'hémophilie B au contact de genes jouant un réle important dans la
croissance cellulaire. Dés lors le risque de développer une tumeur est réel et

renforce la nécessaire surveillance sur le long terme des patients traités.

La thérapie génique, par addition d'un géne de globine thérapeutique, des
hémoglobinopathies séveres telles que les béta-thalassémies et la drépanocytose
s’est fortement développée avec de récents succés. Une autogreffe de cellules
souches génétiquement modifiée ex vivo par un vecteur LentiGlobin, a été effectuée
chez un jeune patient atteint d’'une béta thalassémie majeure avec une excellente et
rapide récupération hématopoiétique et surtout une remontée du taux de
'hémoglobine lui permettant de ne pas étre transfusé pendant 11 ans [35]. Un
groupe plus important de 22 patients ages de 12 a 35 ans, régulierement transfusés,
a recu une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques transduites par un
nouveau vecteur LentiGlobin (BB305) [36]. Apreés un suivi médian de 26 mois (15 a
42 mois), 12 des 13 patients traités pour une BE/RC thalassémie n’ont plus recu de
transfusions et ont un taux d’hémoglobine stable entre 8,2 et 13,7 g/dl. Les résultats
sont moins bons pour les patients avec une BY%B° thalassémie, 3 seulement des 9
patients n’étant plus transfusés. Cette thérapeutique pourra étre offerte aux patients
ne pouvant pas bénéficier de greffes de cellules souches hématopoiétiques,
traitement qui permet d’obtenir une longue survie sans évenement de 'ordre de 78%
a 81% [37].

12
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La drépanocytose est aussi une indication de la greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétiques [38] avec d’excellents résultats chez les patients de
moins de 13 ans et greffés avec un donneur familial HLA identique (survie de 95% a
3 ans). Mais la greffe n’est possible que chez une fraction de patients (18%). Dés
lors la thérapie génique devient une alternative intéressante. Un patient
drépanocytaire de 13 ans a ainsi regu une greffe de cellules souches CD34+
transduites par le vecteur Lentiglobin BB305 [39]. Ce vecteur contient le géne
thérapeutigue de globine béta ayant eu, par mutagénese dirigée, son codon de
I'acide aminé en position 87 de la chaine beta modifié (3T87Q). Les transfusions ont
été arrétées 3 mois apres la greffe, son taux d’hémoglobine est resté stable entre 10
et 12 g/dl, et son activité est normale sans traitement. Des essais cliniques sont en
cours avec linclusion de plus de patients pour espérer confirmer cet excellent

résultat initial.

3.2.2 Autres pathologies traitées par autogreffes de cellules souches et

thérapie génique.

Outre les pathologies de 'hémoglobine, I'autogreffe de cellules souches manipulées
génétiquement se développe particulierement pour des maladies héréditaires rares
en pédiatrie (tableau 4). Les travaux pionniers francais ont porté sur les déficits
immunitaires combinés séveres liégs a I'X [40], avec des résultats initiaux
prometteurs. Mais 6 des 20 premiers cas traités ont ensuite développé une leucémie
aiglie lymphoblastique, complication liée au rétrovirus utilisé initialement. Les
nouveaux vecteurs sélectionnés ultérieurement se sont avérés efficaces et dénués
d’effets secondaires [41,42]. Le déficit immunitaire combiné sévere par déficit en
adénosine désaminase (DICS ADA) a été traité avec succes par greffes de cellules

transfectées ; il s’agissait d’abord d’'un gamma retro virus contenant le géne ADA,
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puis ensuite par un vecteur SIN (self inactivating dans lequel les séquences
«enhancers » du L TR 3' sont délétées), lequel a été approuvé par 'EMA
(Strimvelis) [43,44]. Cette seconde génération de vecteurs sécurisés a aussi
bénéficié a des maladies comme le syndrome de Wiskott-Aldrich, la Granulomatose

Septique Chronique liée a I'’X (X-CGD) ou la maladie de Fanconi [45-48].

Des essais sont en cours pour I'lmmunodéficience Sévere Combinée Radiosensible
liée au déficit d’Artémis (RS-SCID), la myopathie myotubulaire, la maladie de Crigler-
Najjar et la neuropathie optique héréditaire de Leber. Ces techniques de greffes de
cellules souches transduites avec le géne d’intérét sont aussi programmées dans la
Dystrophie musculaire de Duchenne, 'amyotrophie spinale infantile, la myopathie
des ceintures avec déficit en FKRP (Fukutin-Related Protein) et la glycogénose de
type Il ou déficit en a-glucosidase acide. Si l'allogreffe de cellules souches est
indiquée dans certaines maladies métaboliques, les approches par thérapie génique
se développent avec succés. Ainsi la leucodystrophie métachromatique et
I'adrenoleucodystrophie liée a I'’X ont fait 'objet de tentative de traitement par

thérapie génique [49,50] avec des résultats encourageants.

4. Cellules souches hématopoiétiques et cellules CAR-T

Les cellules souches hématopoiétigues humaines (CSH) représentent un type de
cellule médicament avec un trés large panel d’utilisation. Lorsqu’on sélectionne les
cellules CD34, donc des progéniteurs, elles sont un élément majeur des techniques
de thérapie génique telles que décrites préecédemment. Les CSH sont aussi utilisés
pour le traitement des hémoglobinopathies et bien sdr pour les hémopathies, qu’il

s’agisse de greffes autologues ou allogéniques.
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L’historique de l'autogreffe de CSH et sa place dans l'arsenal thérapeutique des
hémopathies malignes a été largement décrit par N.C. Gorin dans une séance
récente de I'’Académie [51]. Cette technique reste indiquée dans le protocole de
traitement de sujets de moins de 70 ans atteints de myélome ou de lymphome du
manteau. Elle est aussi indiquée en cas de rechutes de lymphome hodgkinien et non
hodgkinien. Dans le traitement des leucémies aigles myéloblastique, elle est
indiquée chez les patients en premiere rémission, pour les leucémies a bas risque et
avec une maladie résiduelle indétectable [52]. L’allogreffe reste le traitement de
référence pour les leucémies aigués myéloblastiques de l'adulte en premiere
rémission chez ceux qui ont un risque de récidive de 35 a 40%, en cas d’anomalies
cytogénétiques péjoratives ou de myélodysplasie préexistante [53,54]. Elle est aussi
indiquée dans les leucémies aigles lymphoblastiques de l'adulte avec anomalies
cytogénétiques défavorables, en cas de phénotype pré-B et chez les patients avec
un taux de leucocytes élevés au diagnostic. Les cellules utilisées peuvent étre
d’origine familiale ou extrafamiliale, a partir de fichier nationaux ou internationaux ;
les cellules de sang de cordon peuvent aussi étre utilisées [55]. Les CSH sont aussi
testés dans des essais thérapeutigues pour des pathologies non tumorales,
inflammatoires ou dysimmunitaires [56]. Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T
exprimant des Récepteurs Antigéniques Chimériques (ou CARs), des récepteurs
artificiels congus pour reconnaitre un antigéne présent a la surface des cellules
tumorales. Les cellules CAR-T utilisent le systéme immunitaire pour détecter et
éradiquer les cellules cancéreuses. Les CAR T peuvent étre autologues ou
allogéniques. La description de ces cellules et les résultats obtenus ont été
présentés au cours d’'une séance dédiée de 'Académie Nationale de Médecine [57-

59]. D’exceptionnels taux de réponse ont été obtenus dans les rechutes de
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leucémies aigies lymphoblastiques de I'enfant, et plus récemment aussi dans le
myélome et les lymphomes [60-62]. Les CSH peuvent également étre utilisées pour
la production d’hématies in vitro |63]. Comme ces cellules sont spécifiques du
donneur, elles ouvrent la voie a une médecine personnalisée permettant de
transfuser des patients alloimmunisés ou porteurs de phénotypes rares. D’une
maniére générale, la production in vitro d’hématies pourrait pallier le manque
chronique de donneurs de sang. Les hématies proviennent de cellules souches
« mobilisées » a partir de la moelle, puis recueillies dans le sang périphérique aprées
avoir été identifiées par I'antigene CD34 et, enfin, cultivées dans des milieux de
culture appropriés jusqu’a leur transformation en réticulocytes. Ces réticulocytes,
apres purification sont transfusés et se transforment rapidement in vivo en hématies
matures. La qualité des hématies ainsi produites est confirmée par une durée de vie
et une capacité de fixation de l'oxygene sur 'hémoglobine qu’elles contiennent,

équivalentes a celles des cellules natives.

Conclusion

Les cellules souches, induites, embryonnaires, CD34 sélectionnées,
hématopoiétiques autologues et allogéniques, celles de sang de cordon et les
cellules CAR T constituent un exceptionnel ensemble de cellules médicaments aux
potentialités thérapeutiques de grand intérét. Déja, dans certaines indications, elles
ont transformé le pronostic de maladies du sang gravissimes. Quand il s’agit de
thérapie génique et que les risques oncogéniques, malgré les progrés dans la
vectorisation, peuvent persister, il convient d’assurer un suivi, peut-étre a vie de ces
patients. De plus, la persistance d’un transgéne fonctionnel sur le long terme doit étre

évalué, particulierement chez les enfants quand ils arrivent a I'dge adulte. Les
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résultats initiaux des cellules CAR T doivent étre confirmés par de grands essais de
phase Ill et la aussi le suivi des patients est indispensable afin de détecter
d’éventuels effets secondaires (tumeurs). L’aspect économique et sociétal ne doit
étre oublié : nombre de ces traitements sont particulierement onéreux, et disponibles
uniguement dans des pays au niveau de vie élevé. Mais, par exemple pour les
hémoglobinopathies, ces traitements (thérapie génique) sont clairement intéressants

pour nombre de pays en voie de développement.

Tableau 1 : Lignées cellulaires induites

Pathologie Source d’iPSC Commentaires

Adrenoleucodystrophie Fibroblaste Traitement par thérapie
génique

Maladie d’Alzheimer Fibroblastes

Sclérose latérale amyotrophique Cellules sanguines Ingestem

mononucléées

Dystrophie musculaire de Becker Fibroblastes Ingestem

Pathologies cardiovasculaires Fibroblaste Syndrome QT long

Arythmie ventriculaire

Syndrome de Cockayne Fibroblastes
Trisomie 21 Fibroblastes Ingestem
Dystrophie musculaire de Duchenne Fibroblastes Ingestem
Dysautonomie familiale Fibroblastes

Syndrome d’ataxie et de tremblement lié¢ a | Fibroblastes
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403

404

I'X fragile

Maladie de Gaucher de type Il Fibroblastes Ingestem

Maladie de Huntington Fibroblastes Ingestem

Diabéte juvénile Fibroblastes Ingestem

Syndrome Leopard Fibroblastes

Maladie de  Machado-joseph  (ataxie | Fibroblastes

spinocérébelleuse type 3)

Syndrome de Lesch-Nyhan Fibroblastes Ingestem

Maladie de Parkinson Fibroblastes

Maladie de Pompe (glycogénose de type 2) Fibroblastes

Syndrome de Rett Fibroblastes

Syndrome de Prader-Willi Fibroblastes

Schizophrénie Fibroblastes

Atrophie musculaire spinale Fibroblastes

Syndrome de Timothy Fibroblastes

Amaurose congénitale de Leber Cellules sanguines | Ref 7
mononucléées

Syndrome de Swachman-Bodian-Diamond Fibroblastes Ref 8

*INGESTEM : Infrastructure nationale d'ingénierie des cellules souches pluripotentes et cellules différenciées
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TABLEAU 2 : Essais thérapeutiques a partir de cellules souches embryonnaires ou induites

Origine Sponsor Nombre
Pathologie des Cellules dérivées P Phase de Stat;:s du t
cellules Pays patients | fecrutemen
DMLA CSEH Epithelium Astellas Inst I/ 13 Terminé
pigmentaire de la | USA
rétine
DMLA CSEH Epithelium CHABiotech I/lla 12 Inconnu
pigmentaire de la | Corée
rétine
DMLA CSEH Epithelium Pfizer | 10 En cours
pigmentaire de la | UK
rétine
DMLA CSEH Epithelium Cell Cure I/ 15 Inclusions
pigmentaire de la | Neurosciences
rétine Israel
DMLA CSEH Epithelium Astellas Inst I/ 11 En cours
pigmentaire de la | USA
rétine
DMLA hiPS Epithelium Moorfields Eye | | 10 Inconnu
auto pigmentaire de la | Hosp, NHS
rétine UK
DMLA CSEH Epithelium Regenerative Patch | I/l 20 Inclusions
pigmentaire de la | Tech
rétine USA
DMLA CSEH Epithelium Southwest Hospital | | 15 Inclusions
pigmentaire de la | Chine
rétine
DMLA CSEH Epithelium Chinese Academy | | 10 Inclusions
pigmentaire de la | Sciences
rétine Chine
DMLA CSEH Epithelium Université Fédérale | I/l 18 Inclusions
pigmentaire de la | de Sao Paulo
rétine Bresil
DMLA CSEH Epithelium Chinese Academy | | 10 Inclusions
pigmentaire de la | Sciences
rétine Chine
DMLA CSEH Epithelium Chinese Academy | | 10 Inclusions
pigmentaire de la | Sciences
rétine Chine
DMLA hiPSC Epithelium Chinese Academy | | 10 Inclusions
allo pigmentaire de la | Sciences
rétine Chine
DMLA hiPS Epithelium Riken Centre | 5 Inclusions
auto pigmentaire de la | Japon
rétine
Dystrophie CSEH Epithelium Astellas Inst I/ 13 Terminé
maculaire pigmentaire de la | USA
rétine
Dystrophie CSEH Epithelium Astellas Inst I/l 12 Terminé
maculaire pigmentaire de la | UK
rétine
Dystrophie CSEH Epithelium CHABiotech | 3 Inconnu
maculaire pigmentaire de la | Corée
rétine
Dystrophie CSEH Epithelium Astellas Inst I/ 13 En cours
maculaire pigmentaire de la | USA
rétine
Dystrophie CSEH Epithelium Astellas Inst I/ 11 En cours
maculaire pigmentaire de la | UK
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407
408

409

rétine

Parkinson CSEH Cellules neurales Cytotherapeutics | 12 Inclusions
Australie

Parkinson CSEH Cellules neurales Chinese Academy | I/ll 50 Inclusions
Sciences
Chine

Parkinson hiPSC Cellules Riken Centre | 1 Arrété

allo domaminergiques Japon

Diabéte type | CSEH Cellules B pancreas Viacyte | 15 Inclusions
USA

Diabeéte type | CSEH Cellules B pancreas Viacyte I/ 55 Inclusions
USA

Diabeéte type | CSEH Cellules B pancreas Viacyte I/ 40 En cours
USA

Trauma moelle | CSEH oligodendrocytes Asterias Bio I 5 Terminé
USA

Trauma moelle | CSEH oligodendrocytes Asterias Bio I/ 35 Inclusions
USA

Ischémie CSEH Cellules CD15+ APHP | 6 Inclusions

myocardique France

GVH hiPSC Cellules Cynata | 16 Inclusions

allo mesenchymateuses Therapeutics

Australie

Rétinite CSEH Epithelum de cornée Eye Institute Univ | I/ 20 Inclusions

pigmentaire de Xiamen
Chine

DMLA : Dégénérescence liée a I'age ; CSEH : cellules souches embryonnaires humaines ; hiPS :cellules induites
pluripotentes humaines ; auto :autologues ; allo :allogéniques ; GVH : graft versus host disease
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Tableau 3 : Essais de thérapie génique dans le monde

Essais cliniques par thérapie génique

2.7

21 1.7
\

m Cancer (n =2004) = Maladies monogéniques (n = 350)

= Maladies infectieuses (n = 184) Maladies cardio-vasculaires (n = 183)
= Maladies neurologiques (n = 53) = Maladies oculaires (n =37)

m Maladies inflammatoires (n =15) m Varia (n = 64)

m Biologie du géne (n =50) m Volontaires sains (n =61)

Diagramme de répartition des essais par thérapie génique dans le monde et par indication (Février 2020 ; Gene
Therapy Clinical Trials World Wide ; http://www.abedia.com/wiley/indications.php)

21



416
417

418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431

TABLEAU 4 : autogreffes de cellules souches transduites

Pathologies

Geéne / Vecteur

Ref et commentaires

Déficit immunitaire séveére lié a I'X

-IL2RG  (chaine gamma du
récepteur a I'lL2) / Rétrovirus
-IL2RG / SIN vecteur
inactivating vecteur)

(self

-IL2RG / Lentiviral

[40] 6 leucémies chez les 20
premiers patients

[41] 9 patients inclus; 8 bonne
réponse avec arrét des
antibiotiques

[42] 8 enfants réponse compléte

sans effets secondaires

Déficit immunitaire combiné sévére
par déficit en adénosine
désaminase

-ADA / vecteur « Strimvelis » (SIN)

[43-44] Strimvelis : CD34+
autologues transduites par vecteur
ADA+ : autorisé par EMA

Vecteur codant pour ADNc de
ADA 18 patients, 100% de survie ;
suivi médian de 6,9 ans ( 2,3-13,4)

Syndrome de Wiskott-Aldrich

-WAS / vecteur SIN

[45] 7 patients &age 8,8 a 15 ans,
6/7 en vie; plus deczéma et
infections ; suivi médina 27 mois
[45] 8 patients (age 1,1-12 ans)
suivi médian 3,6 ans; 100% de
réponse : moins d’infection et
augmentation plaquettes

Granulomatose Septique -CYBB / Lentiviral [47] 9 patients, 2 décés 3 mois

Chronique liée a I'’X post-greffe ; 6 patients avec
réponse sur les neutrophiles ; arrét
des antibiotiques a 12 mois

Anémie de Fanconi -FANCA / Lentiviral [48] 4 patients : acquisition de la

résistance aux agents ADN
cassants ; correction de I'aplasie

Leucodystrophie métachromatique

-ARSA (arylsulfatase A)/
Lentiviral

[49] O enfants; suivi médian 36
mois(18-54) ; rétablissement de
lactivité ADA dans cellules du
sang et LCR ; amélioration de la
fonction motrice et remyélinisation

Adrénoleucodystrophie liée a I'X

-ABCD1 (xq28)/
LentiD (elivaldogene tavaleutirec)

[50] 17 gargons ; suivi médian 29,4
mois  (21,6-42) ; production
protéine ALD sur 100% des
patients ; 88% de survie; 71%
stabilisation Iésions neurologiques
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