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Introduction

Les traitements utilisés contre les cancers (radiothérapie, chimiothérapie,
immunothérapie) ont pour objectif premier de détruire les cellules cancéreuses, mais ont pour
inconvénient de détruire également d’autres types de cellules normales. La moelle osseuse et
les cellules issues de celle-ci, peuvent étre détruites au cours de ce type de traitement. Les
greffes de cellules souches hématopoiéetiques (CSH) permettent de remplacer ces cellules
endommageées : elles sont dotées de propriétés d’auto-renouvellement et capables de régénérer

toutes les lignées hématopoiétiques (Figure 1: Les compartiments de I'hématopoies).

Dans le cas de pathologies hématologiques, ces greffes de CSH apportent en plus un effet
bénéfique appelé Graft versus Leukemia (GvL), c'est-a-dire la capacité de contribuer a
détruire les cellules cancéreuses en complément du traitement utilisé [1]. C’est pourquoi ce
type de greffe est notamment utilisé comme thérapie cellulaire, depuis les années 1960, pour
traiter plusieurs types de maladies du sang : leucémie, lymphome... Les greffes de CSH ont
alors pour but de remplacer les cellules sanguines a I’origine de ces hémopathies. Entre 2000
et 2009, les greffes de CSH ont doublé en France, pour atteindre plus de 1 500 allogreffes par
an [2].

Ces greffes entrainent cependant certaines complications majeures dont la maladie de
greffon contre I’hdte ou Graft versus host disease (GvHD) [1] , ou encore les infections post-
greffes [3]. En effet, pour permettre la greffe, la moelle osseuse malade doit étre détruite par
chimiothérapie et/ou radiothérapie. Elle ne produit alors plus de cellules sanguines,
notamment les leucocytes, indispensables barriéres aux agressions de 1’environnement
intérieur et extérieur au corps. Le patient est a ce moment a haut risque infectieux : bactéries

et virus peuvent facilement s’attaquer a son organisme affaibli en défense immunitaire.

Les infections latentes présentes dans le corps avant la greffe, et les agents infectieux
apportés par le greffon sont ainsi au premier rang des causes de complications. On peut citer
des virus tels que le Cytomégalovirus (CMV), I’Epstein Barr Virus (EBV), ou le virus de la
varicelle (VZV) qui, présents chez le patient ou le greffon, trouvent alors un terrain favorable
a leur développement. D’autant plus favorable que la reconstitution immunitaire est lente : de

6 a 9 mois selon les différents constituants pris en compte [3] [4].



Ces infections virales opportunistes sont principalement traitées par des médicaments
antiviraux. Les virus subissant réguliérement des mutations, ils acquiérent des résistances plus
ou moins importantes au traitement[5]. Le virus échappe alors a tout contréle et peut entrainer
de graves complications, pouvant aller jusqu’a la mort du patient [3]. Les maladies a CMV
sont donc associées & une mortalité importante [4]. Les symptdmes cliniques digestifs et
pulmonaires sont également trés graves et de mauvais pronostic [3] [4]. Ceci est
principalement li¢ a deux phénomeénes distincts. Tout d’abord ces virus se révélent souvent
réfractaires aux traitements antiviraux communément utilisés (en plus d’une toxicité
intrinséque au traitement médicamenteux). Ensuite, lors des greffes de CSH, I’immunité
adoptive met un certains temps a retrouver un niveau suffisant pour lutter contre ces

infections [3].

Une des causes de la réactivation/prolifération des virus post-greffe est 1’absence de
lymphocytes T cytotoxiques spécifique du virus, ou « Cytotoxic T Lymphocytes» (CTL).
L’injection aux patients de CTL dirigés contre le virus impliqué représente aussi une voie
possible de traitement de ces infections opportunistes [5] [6]. On parle ici d’immunothérapie
adoptive. Les patients greffés en CSH recoivent cette injection de cellules spécifiques soit en
prévention, soit pour traiter une infection détectée suite a la greffe. Ces cellules vont accélérer
la restauration de I’immunité antivirale spécifique dirigée contre ce virus [7]. Ce transfert
adoptif de lymphocytes T cytotoxiques peut également reconstituer momentanément
I’immunité virale aprés greffe de CSH et protéger des complications engendrées par ce
pathogene [6]. Des premicéres preuves d’efficacité ont été obtenues en essais clinique pour des

patients ayant regu ce type de traitement [5] [6] [8].



L’objectif principal de cette these est de présenter un processus de production de CTL
anti-CMV, compatible avec les principes des « Bonnes Pratiques de Fabrication » de
I’industrie pharmaceutique [9], et transposable a 1’Unité d’Ingénierie Cellulaire (UIC) de
Nantes. Elle présente également la place de ce traitement dans 1’arsenal thérapeutique contre
le CMV. La finalité clinique est le transfert adoptif de lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
anti-CMV pour le traitement et la prévention de la maladie a cytomégalovirus apreés greffe de
cellules souches hématopoiétiques (CSH).

Cette these rassemble donc différents éléments nécessaires a la mise en place du processus
de production de lymphocytes T anti-CMV au sein de I’UIC, unité de I’Etablissement
Francais du Sang (EFS) sur le site de Nantes. Le but étant d’atteindre dans un premier temps

un niveau de qualité conforme aux Bonnes Pratiques de Thérapies Cellulaires (BPTC) [10].

La premiere partie présente une revue bibliographique des éléments importants
intervenant dans le cadre de cette thérapie cellulaire adoptive : la greffe de CSH, les CTL et le
CMV.

La seconde partie présente une analyse de la place du transfert adoptif de lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) anti-virus dans le traitement et la prévention de complications apres
greffe de CSH. Cette analyse est réalisée a travers une matrice type « SWOT » (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats, pour Forces, Faiblesses, Menaces et Opportunités)
comme outil décisionnel de 1’intérét a développer de cette stratégie thérapeutique.

La troisiéme partie présente une méthode de production permettant une stimulation et une
sélection rapide de CTL anti-CMV. Cette méthode est analysée via une matrice « 5M »
(Méthodes, Matieres, Matériel, Milieu, Main d’ceuvre) pour son application au sein de 1’UIC

de Nantes.



1. Revue Bibliographique

1.1. Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Ces cellules responsables de I1’hématopoi¢se sont dotées de propriétés d’auto-
renouvellement et capables de générer toutes les lignées hématopoiétiques (Figure 1: Les
compartiments de I'nhématopoiése [15]. Elles permettent donc de fournir continuellement,
apres différenciation, les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes. Les greffes de
CSH ont donc pour but de remplacer les cellules CSH du patient. Les leucémies ou les
lymphomes, mais aussi d’autres formes de pathologies sanguines moins connues, peuvent
ainsi étre soignées. L’activité de greffe de CSH a plus que doublé entre 2000 et 2009 en
France [2]. Plus de 1500 patients bénéficient ainsi chaque année de ce traitement en France.

1.1.1.  Caractéristiques des CSH

1.1.1.1. Localisation des CSH

Les CSH sont principalement présentes dans la moelle osseuse, particulierement dans les
os courts et plats (cotes, sternum, os iliaques...) [11] [12]. Elles se retrouvent également dans

le sang de cordon [13].

Une infime partie des CSH se retrouve dans la circulation générale. A I’aide de
traitements adaptés, leur concentration augmente dans le sang périphérique et les CSH
peuvent alors y étre prélevées directement. Les médicaments suivant peuvent étre utilisés:

e G-CSF (Granulocyte - Colony Stimulating Factor) Neupogen® ou Granocyte® :
Facteur de croissance hématopoiétique, permettant la mobilisation des CSH dans
le sang périphérique.

e Mozobil ®: Plerixafor, immunostimulant antagoniste réversible des récepteurs
CXCR4, il inhibe la fixation de chemokine, entrainant la perte de signal de
fixation des CSH dans la moelle osseuse. Il est utiliseé en combinaison avec le G-

CSF pour augmenter le pourcentage de personnes répondant au G-CSF.



1.1.1.2. Différenciation

Les CSH sont des cellules de la moelle osseuse indifférenciées qui peuvent étre a I’origine
de tout type de cellules des lignées de cellules sanguines (Figure 1). Sous I’influence de
facteurs de croissance et de différenciation, ces cellules vont se différencier en progeniteurs
lymphoides ou my¢loides. Elles s’engagent ensuite vers une différenciation plus engagée pour
devenir des précurseurs des différentes lignées. Elles continuent leur maturation et se divisent

finalement pour donner naissance aux cellules matures.

Les progéniteurs sont également intéressants car ils sont présents en plus grand nombre
que les CSH dans les greffons. Ils permettent un renouvellement rapide des cellules de la
lignée pour laquelle ils sont engagés. Le dosage de ces « Colony Forming Unit » (CFU) est un
bon indicateur de la qualité du prélevement et de la future greffe [14].

Les CFU-GM, a D’origine des monocytes et des polynucléaires neutrophiles, sont par
exemple utilisés pour le suivi de la qualité du greffon.

1.1.1.3. Auto-renouvellement

La deuxiéme propriété importante des CSH est leur capacité d’auto-renouvellement. Elles
peuvent se multiplier sans se différencier et rester donc en quantité suffisante pour assurer
I’hématopoiese. Elles sont cependant pour la plupart en phase GO et donc en dehors du cycle
cellulaire. L’équilibre complexe entre auto-renouvellement et différenciation permet un

maintien des propriétés de la moelle osseuse que constituent les cellules sanguines.
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Les différents compartiments et stade de différenciation de 1’hématopoiése sont résumés

sur le schéma ci-dessous, avec en vert les CSH :

Les compartiments de ’hématopoiese

CFU-L progéniteur T )@ _
pngenlteurB
— — s b hemates
BFU-E o a

CFU E ery‘throblaste
CFU-MK megaca ryocy‘le
o granulocyte
— — > §
neutrophile
—b

Myelmde neutroph||e

croceme |\ <" o—» 1..—»—

CFU-M promonocyte

granulocyte
éosinophile

CFU -Eo My. éosinophile

CFU B My. basophile

Figure 1: Les compartiments de I'hématopoiése [15]
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1.1.1.4. Marqueurs cellulaires :

Les CSH possedent les caractéristiques suivantes concernant les marqueurs
immunologiques [11] [12] :

- CD34+: présence du marqueur CD34 ayant pour fonction 1’adhésion cellulaire,
notamment pour 1’attachement des CSH a la matrice extracellulaire de la moelle osseuse.

- Thyl+ (ou CD90+): présence du marqueur Thyl

- CD33 -: absence du marqueur CD33 de la lignée myéloide (et absence des autres

marqueurs de restriction de lignées).

1.1.1.5. Cryopréservation :

Une autre qualité intéressante est la conservation de leur propriétés aprés congélation a -
196°C et décongélation aprés des mois/années. Les prélevements excédentaires des greffes
peuvent ainsi étre conservés dans de 1’azote liquide, comme ce qui est fait actuellement a

IPUIC [11] [16].

Figure 2 : cuves de conservation en azote liquide

12



1.1.2.  Les greffes de CSH

1.1.2.1. Indications

La greffe de CSH est devenue le traitement de référence pour de nombreuses maladies

congénitales ou acquises du systeme sanguin.

Ces produits de thérapies cellulaires ont pour indications principales les maladies lympho-
prolifératives, et les leucémies [17] [3]. Les hémopathies malignes le plus souvent soignees
par ces thérapeutiques sont des leucémies aigues myeéloides ou lymphoides, des lymphomes

(Hodgkiniens et non Hodgkiniens) et myélome multiple.

Pour les greffes autologues, la réinjection des greffons de CSH permet de reconstituer le
tissu hématopoiétique apres une irradiation corporelle totale par radiothérapie et/ou aprés une

chimiothérapie intensive. La sortie d’aplasie est ainsi plus rapide.

Les greffes allogéniques de CSH permettent de remplacer les CSH du receveur, avec dans
un premier temps un effet Graft versus Host (GvH, greffe contre I’héte). Puis les greffons
vont engendrer une destruction des cellules cancéreuses. I s’agit de 1’effet Graft versus
Leukemia (GvL) (action immunitaire du greffon contre les cellules tumorales) [1]. Cette
transplantation aboutit au remplacement progressif du systeme immunitaire du receveur par

celui du donneur.

Il existe d’autres indications. Par exemple, elles peuvent aussi €tre utilisées pour apporter
un élément manquant au tissu hématopoiétique (aplasie médullaire), un déficit immunitaire
primitif, une anomalie de I’hématopoicse... La thérapie cellulaire a dans ce sens des

perspectives de développement importantes.
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1.1.2.2. Origine des greffons

Le greffon peut provenir du malade ou d’un donneur autre que le malade. On parle

respectivement d’autogreffe et d’allogreffe de CSH [18]. En termes de compatibilité HLA, il

est plus simple de réaliser une autogreffe. Cependant, suivant les pathologies, une allogreffe

peut s’avérer obligatoire. Pour limiter les risques d’incompatibilités, les allogreffes provenant

de parents sont privilégiés. En I’absence de compatibilité HLA, une demande d’allogreffe

provenant d’un donneur non apparent¢ sera réalisée.

Les greffons de CSH peuvent provenir de trois sources de prélevements différentes,

présentées dans le tableau suivant [19]:

Source Caractéristiques Avantages Inconvénients
Moelle Prélevement au niveau Permet également le Risques liés a
osseuse (MO) des crétes iliagues du recueil de ’environnement  1’anesthésie générale ;

bassin sous anesthésie cellulaire spécifique de la  hospitalisation du
générale. moelle osseuse. patient durant 2 jours.
Sang Prélévement par Prélevement aisé en2a4  Stimulation par des

périphérique:
CSH
périphériques

cytaphérese, apres
conditionnement du
donneur par traitement

heures, sans anesthésie.

facteurs de croissance.

(CSHP) spécifique (Endoxan®,
G-CSF, Mozobil®)
Sang A partir de cordon Compatibilité HLA avec le Durée d’aplasie reste

placentaire (ou
unité de sang
placentaire
(USP)

ombilical, trés riche en
cellules immatures.

Tableau 1: Présentation des différentes sources de CSH

donneur peut étre moins
importante Possibilité de
greffer des adultes grace a
I’utilisation de 2 cordons.

plus longue car
composition en cellules
moins importante.

L’utilisation de moelle osseuse est en net recul, du fait de 1’obtention plus aisée de CSH

périphérique ou de sang placentaire. L’avenir se tourne maintenant vers 1’expansion cellulaire

de CSH, notamment a partir de sang de cordon [20].
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1.1.2.3. Lagreffe

Afin de recevoir la greffe, le receveur est « conditionné » par chimiothérapie et/ou
radiothérapie. L’objectif est de détruire la moelle osseuse malade. Son systéme immunitaire
est donc alors quasiment détruit. Le patient peut alors recevoir les CSH.

Vingt-quatre a quarante-huit heures apres la fin de la préparation du receveur, le greffon
de moelle osseuse prélevé au donneur est transfusé au malade. Il ne s’agit pas d’un acte
chirurgical, les cellules du greffon sont en effet injectées par voie intraveineuse. Les cellules
vont spontanément s’implanter dans les os du malade, pour progressivement reconstituer tout
le tissu de la moelle osseuse (phénoméne de Homing) [1] et permettre la reprise de production
des différentes cellules sanguines.

En général, le malade reste hospitalisé environ un mois aprés la greffe. Il présente
généralement une période d’aplasie (faible nombre de cellules sanguines dont les globules
blancs qui provoque une vulnérabilité aux probléemes infectieux) durant laquelle la moelle
osseuse n’est pas complétement fonctionnelle (Figure 3). Pendant cette phase, le malade est
isolé dans un environnement protégé. Lorsque la moelle osseuse greffée est suffisamment
fonctionnelle, le malade peut alors quitter I’hopital tout en faisant 1’objet d’une surveillance

médicale étroite jusqu’au 100%™ jour aprés la greffe et plus si nécessaire.

En plus de remplacer la moelle osseuse défectueuse du malade, le greffon va également
s’attaquer aux cellules cancéreuses non détruites lors de la thérapie précédant la greffe. On
parle alors de phénomene de greffe contre la leucémie (GvL) [1]. Si le phénoméne s’amplifie

aux autres cellules du receveur, on parle de réaction de greffe contre I’hote (GvH).
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Figure 3 : Cinétique de reconstitution immunitaire post-allogreffe de CSH et complications associées et
complications associées [21]
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1.1.2.4. Complications post-greffe

1.1.2.4.1. Lerejet

Comme pour tout type de greffe, le greffon peut dans un premier temps étre rejeté par le

systéme immunitaire du receveur.

1.1.2.4.2. Laréaction du greffon contre 1’hote (GVH)

Aprés allogreffe de CSH, on peut observer une réaction spécifique a ce type de greffe. En
effet, ce n’est plus le receveur qui rejette la greffe comme expliqué précédemment, mais le
greffon qui s’attaque au receveur. C’est I’effet GvH. GvL et GvH sont en fait deux aspects
d’un méme mécanisme [1]. L’effet bénéfique GvL (Graft versus Leukemia) s’attaque aux
cellules malades de la moelle osseuse de I’hdte. Cependant, au lieu de détruire uniquement les
cellules canceéreuses, la réaction peut s’étendre a 1’ensemble des cellules du patient, créant la
GVH.

1.1.2.4.3.  Les infections post-greffes

Le dernier type de complication aprés greffe de CSH sont les infections post-greffes [3].
En effet, pour permettre la greffe, la moelle osseuse malade doit étre détruite par
chimiothérapie et/ou radiothérapie. Elle ne produit alors plus de cellules sanguines,
notamment les leucocytes, indispensables barriéres aux agressions de 1’environnement
intérieur et extérieur au corps. Le patient est a ce moment a haut risque infectieux : bactéries

et virus peuvent facilement s’attaquer a son organisme affaibli en défense immunitaire (Figure

3)
La réactivation virale est également une problématique importante dans d’autres cas de

greffes. C’est notamment le cas apres greffe de poumon [21], de cceur, de foie ou de rein [7]

ou les cas de maladie de a CMV sont de tres mauvais pronostic.
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1.1.2.4.4. Conséquences sur la maladie a CMV

Les maladies & CMV sont la cause majeure de mortalité et de morbidité apres allogreffes
de CSH [3] [4]. 60 a 70 % des patients séropositifs avant greffes allogéniques ou recevant une
greffe d'un donneur séropositif sont susceptibles de présenter une infection a CMV [3] [22].
Le pic d’infection se situe trois mois apres la greffe. Les travaux de plusieurs équipes mettent
en évidence un lien entre la maladie a CMV et la cinétique de reconstitution immunitaire
post-greffe. C’est le retour de la réponse cytotoxique immunitaire qui confére la protection
contre la maladie [5] [23]. Les patients recouvrant trop tardivement cette immunité sont plus
sujets a la survenue de pneumopathie a CMV. Cette corrélation a dans un premier temps été
présentée dans un modele murin de la maladie a8 CMV [24], puis sur des patients allogreffés
(Figure 4) :

8 3

S

Percent specific lysis

o

Donor ——————— Patient — — — — — — —
imonth 2months 3months 8 months

after transplant

Figure 4: Exemple de restauration de I'activité CTL anti-CMV apreés allogreffe de CSH [23].

Cet exemple de reconstitution chez un patient allogreffé en CSH montre une restauration
de I’'immunité contre le CMV aprés 3 mois comparable a I’immunité initiale chez le donneur.
Cet exemple met également en évidence 1’importance de la correspondance HLA pour obtenir
une activité cellulaire contre le CMV. Le pourcentage de cytotoxicité est testé sur cellule
autologue (auto) et avec mismatch HLA (mm). En rayé sur des cellules infectés par le CMV

et blanc sur des cellules non infectés par CMV [5] [23].
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1.2. Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) :

1.2.1. Propriétés

Les CTL sont des lymphocytes T qui ont la capacité d’entrainer la destruction des cellules

(cytotoxiques) présentant 1’antigéne spécifique contre lequel ces CTL se sont différencies.

Cette activité cytotoxique est possible grace a la présence a leur surface de récepteurs,
TCR (pour T cell receptor), pouvant se lier a des complexes formes par le peptide cible
(antigene) présenté par une molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de
classe | de la cellule cible [25]. La surface de la plupart des CTL possede également la
protéine CD8, qui est attirée vers des portions de la molécule de classe | CMH. Cette affinité
entraine une liaison étroite entre CTL et sa cellule-cible lors de I'activation antigene-

spécifique.

Une fois fixée par le complexe CMH-antigéne spécifique, les CTL libérent la Perforine,
une protéine qui produit des pores dans la membrane plasmique des cellules-cibles et
provoque leur lyse [26]. Les CTL liberent également le granzyme, une protéase a sérine,
capable de pénétrer dans la cible par les pores occasionnés par la perforine et induire une

apoptose (mort cellulaire) en détruisant les protéines présentes dans la cellule [27].

Un autre produit libéré par les CTL est I’interféron gamma (IFNy). Cette cytokine
augmente la présentation des antigénes par les molécules du CMH et amplifie donc
I’activation des CTL. Elle va également activer d’autres cellules immunitaires, comme les

macrophages, permettant la destruction de cellules infectées par des virus ou bactéries [26].
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Figure 5: Interaction des CTL sur une cellule présentant I’antigéne cible [28]
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1.2.2.  Activation in-vivo

Les CTL sont activés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) telles que les
cellules dendritiques, les lymphocytes B activés ou les macrophages via I’interaction
TCR/antigéne/CMH 1 [27].
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Figure 6 : Activation des CTL [28]

Pour accélérer I’activation des CTL, une autre population de lymphocytes T participe a ce
processus : la sous-population CD4+. Elle correspond aux lymphocytes T helper qui aident a
I’activation des CTL en libérant des interleukines, comme 1’interleukine 2 (IL-2) [26]. Cette
population est activée par le complexe formé entre le TCR présent a leur surface et CMH de
classe Il couplé a I’antigéne présent sur les CPA. Ces cellules une fois activées sécrétent
également de I’'IFNy. CTL et LT helper présentent egalement & leur surface cellulaire le

marqueur CD45, comme tous les leucocytes.
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1.2.3. Utilisation des CTL en thérapeutique : immunothérapie

adoptive
« L'immunothérapie adoptive consiste a administrer a un patient une source de
lymphocytes T reconnaissant un antigene (viral ou tumoral) exprimé par des cellules a
éliminer et capables d’exercer une activité protectrice ». Cette définition de I’immunothérapie
adoptive proposee par Cerottini et al. en 2000 permet de comprendre rapidement le
fonctionnement, I’intérét et les perspectives des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) utilisés

dans cette approche de thérapie cellulaire [22].

Ainsi, les deux principales applications de ce transfert concernent la restauration de

I’immunité antivirale [29] et I’amplification des réponses anti-tumorales [30].

Ce transfert est soit autologue, soit entre donneur et receveur compatible car 1’activation

des CTL est fortement liée a la présentation par le CMH comme expliqué préecédemment [22].

1.2.3.1. CTL anti-CMV

Les CTL anti-CMV participent a la régulation de I’infection par ce virus. Plusieurs études
ont montré I’importance de ces cellules spécifiques pour la reconstitution immunitaire post-
transplantation de CSH [24]. Ceci a notamment été mis en évidence par les greffes provenant
d’un patient séronégatif pour ce virus. La greffe ne contient alors aucun CTL spécifique a
transmettre au receveur. En cas d’infection ou de réactivation (cf.

Figure 14), le patient ne dispose donc pas de suite de cette arme efficace pour combattre le

virus et le risque de maladie a CMV est augmenté [31].

Nous présentons ici une stratégie thérapeutique a base de CTL anti-CMV. L’objectif est
de restaurer le répertoire d’immunité cellulaire dirigé contre le CMV en injectant aux patients
des lymphocytes T spécifiques de ce virus. Cette stratégie a été proposée pour la premiere fois
en 1991. Onze patients ont alors montré une réponse équivalente a celle observée chez le

donneur [32]. Le concept de transfert adoptif de CTL anti-CMV est alors validé.
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Sur la Figure 7 ci-dessous, présentant un exemple de cinétique virologique a CMV chez
un patient avant et apres injection de CTL, on peut noter les 3 phases successives suivantes :
e dans un premier temps, en 1’absence de CTL (CDS8+) et LT helper (CD4+), la
concentration en CMV augmente fortement.
e apres injection de CTL, une forte diminution de cette concentration, inversée par
rapport a la concentration en CD4+ et CD8+. Une fois le CMV diminué, le
pourcentage de cellules dirigées contre le CMV diminue, sans atteindre étre nul,

¢’est la mémoire immunitaire.
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Figure 7 : Exemple de cinétique de réponse virologique au traitement par CTL spécifique du pp65 [5].
Virémie CMYV et concentration en CTL activées en fonction du temps.

La production et les épitopes visés du virus varient d’une équipe a ’autre (Tableau 10) et
rendent difficiles les méta-analyses sur D’activité réelle de ces nouveaux traitements de
thérapie cellulaire. 1ls sont une alternative possible aux antiviraux, lorsque ceux-cCi
deviennent inefficaces. L’efficacité, I’absence de toxicité du traitement et la survie des CTL
injectés a été validé par différentes équipes (Tableau 10). Des essais plus récents a base de
CTL dirigés contres des épitopes spécifiques du CMV (pp65 et/ou IE1) ont également permis
d’obtenir une diminution de la virémie ainsi qu’une activité anti-CMV conservée plusieurs
mois apres injection [5]. Ces résultats valident I’hypothése que des CTL dirigés contre un seul
épitope antigénique comme le pp65 peuvent suffire a empécher la survenue de maladie a

CMV. C’est la méthode qui sera présentée dans cette thése.
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1.2.4.  Production de CTL a visée thérapeutique

Trois stratégies principales d’obtention de CTL anti-CMV peuvent étre utilisées pour la
production d’un traitement d’immunothérapie adoptive:
e Immunothérapie non spécifique : utilisation de DLI (Donor Lymphocyte infusion)
e Immunothérapie spécifique
o Déplétion alloréactive : élimination des lymphocytes alloréactifs

o Selection de lymphocytes T spécifiques de la cible

Nous présenterons de maniere plus poussée la sélection de CTL par méthode

immunomagnétique, mode de production présente par la suite dans cette these.

Receveur

C 5B
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@ Lymphocyte T eytotoxique (CTL) anti-virus

Donneur

|

@  Antigéne viral

@ Cellule T anti-levcémique
% Cellule présentatrice d'antigénes (CPA) : ]
Cellule T alloréactive

Figure 8 : Stratégies d'immunothérapie adoptive [33]
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1.2.4.1. DLI

Les DLI sont obtenus par prélevement de cellules mononucléées de sang périphérique
(PBMC), mobilisé ou non par GCSF (granulocyte colony stimulating factor), provenant
généralement du méme donneur que la greffe de CSH [34]. L’injection de DLI aux patients a
été une des premieres immunothérapies adoptée pour les patients atteint d’infections post-
greffe de CSH [35]. La majorité des études porte sur des infections a Adénovirus (ADV) [36]
ou Epstein Barr virus (EBV) [37]. Les résultats de ces études sont relativement
encourageants d’un point de vue anti-infectieux, par la présence de CTL dirigés contre ces
virus. Cependant, comme le rappelle une étude testant les DLI contre le CMV [38], la
présence de lymphocytes T alloréactifs du donneur peut entrainer des GvHD graves. A
certaines doses, ce phénomene serait limité et permettrait d’utiliser cette source de CTL de
facon plus sdre [39]. Ce type de produit reste cependant toujours utilisé car il possede un

potentiel important d’effet antileucémique (GvL) [22].

1.2.4.2. Ladéplétion alloréactive

Afin de pallier au principal effet delétere des DLI qu’est la GVHD, il a ensuite été proposé
d’extraire des DLI leurs effets alloréactifs. Plusieurs méthodes d’allodéplétion sont possibles :
extraction des lymphocytes alloréactifs ou désactivation (anergie) [40]. Il est par exemple
possible de réaliser cette extraction en mettant en contact en culture mixte lymphocytaire les
cellules du donneur et les cellules du receveur irradiées. Apres 3 jours de culture, un anticorps
anti-chaine y du récepteur de I’IL2 (CD25) couplé a une immunotoxine est ajouté pendant
toute une nuit, détruisant les cellules alloréactives [41]. L’effet anti-infectieux est ainsi

conservé [42] mais amoindri par ces manipulations diminuant la concentration en L.

1.2.4.3. Sélection spécifique

La troisieme stratégie adoptée est la sélection spécifique de lymphocytes dirigés
uniquement contre la cible souhaitée. L’objectif est donc de canaliser 1’activité cellulaire
contre un antigéne spécifique.

Plusieurs stratégies de sélections spécifiques ont eté envisagees, principalement la culture

cellulaire et la sélection immunomagnétique.
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1.2.4.3.1. Culture cellulaire

La culture cellulaire a pour objectif de cibler spécifiquement 1’activation ou la réactivation

des Lt dirigés contre I’antigéne cible pendant une période de culture de plusieurs jours.

La premiére méethode consiste a réactiver des cellules prélevées chez un donneur CMV+.
L’objectif est de réactiver uniquement les Lt spécifiques du virus au milieu de la population
de Lt prélevées. Il est ensuite possible d’amplifier la multiplication des Lt spécifiques afin
d’obtenir une quantité plus importante de cellules antivirus. Cette méthode a, par exemple, été
utilisée en 2002 [43], en incubant pendant plusieurs jours un prélevement avec du lysat de
CMV. Les lymphocytes spécifiques du CMV proliferent et s’activent alors de fagon
importante. En I’injectant & 7 patients atteint de maladie a CMV post-greffe de CSH, 5
d’entres eux ont vu leur charge virale diminuer jusqu’a étre non détectable. Une diminution a
été mise en évidence pour les 2 autres patients. Une autre méthode de réactivation possible est
la présentation aux PBMC prélevés de cellules présentant a leur surface I’antigéne d’intérét.
L’équipe de Rooney a présenté en 2011 des résultats intéressants par cette méthode
permettant méme d’obtenir une activité dirigée contre plusieurs virus apres avoir modifié la
surface de cellules présentatrices d’antigénes (CPA, des cellules dendritiques dans le cas de
cette étude) [44]. Ces CPA présentent dans cette méthode a la fois des antigenes de CMV,
d’EBV et d’ADV.

La deuxieme possibilité en culture cellulaire est de partir de cellules « vierges », qui n’ont
jamais été en contact avec le CMV pour créer une lignée de cellules in vitro. Il est par
exemple possible de produire des CTL dirigés contre un virus spécifiqgue en mettant en
contact du sang de cordon séronégatif avec des cellules dendritiques chargés en antigéne
cible. Une étude menée en 2012 présente méme la possibilité de fabriquer un produit dirigé
contre plusieurs virus, dont le CMV, par cette méthode [13].

Le produit obtenu par culture cellulaire contient en majorité des Lt antivirus actives. Mais
il contient également tout le répertoire Lt non spécifique du virus et peut donc contenir des Lt
susceptibles de genérer une alloréactivité. Les produits obtenus par cette méthode doivent
donc étre injectés a des patients avec un niveau de compatibilit¢ HLA suffisant pour en
garantir la sécurité, mais également 1’efficacité. La stimulation a plusieurs reprises du
répertoire Ly prélevés chez le donneur permet d’augmenter de fagon importante la proportion
de L spécifiques. Apres 4 stimulations successives, certaines études mettent en évidence que
le produit obtenu a perdu son alloréactivité contre le patient et a méme pu étre injecté chez un

patient avec une incompatibilité de 3 antigenes HLA [43].
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1.2.4.3.2.  Sélection immunomagnetique

La sélection immunomagnétique est utilisée en recherche et en clinique pour isoler des
cellules d’intérét a 1’aide d’anticorps spécifique d’un ligand présent sur ces cellules. Sur la
partie non spécifique de I’anticorps est fixée une microbille métallique qui va permettre de
réaliser un tri magnétique : les cellules ayant fixé 1’anticorps sont retenus par I’aimant utilisé
et se retrouvent dans la fraction positive ; les autres cellules se retrouvent dans la fraction
négative (Figure 9). La fraction d’intérét peut étre soit la fraction marquée par I’anticorps et
I’on parle de sélection positive ; soit 1’objectif est d’éliminer la fraction positive et conserver

les cellules non marquées et il s’agit alors d’une sélection négative.

Marquage des cellules «

avec les billes G

Passage au travers
de la colonne magnétique

Sélection
de la fraction négative

Sélection de la fraction positive

Figure 9 : Schéma de sélection immunomagnétique de cellules [45]

26



Cette technique a pour avantage de permettre 1’isolation simple et rapide de cellules
provenant directement d’échantillons non traités comme le sang ou la moelle osseuse. De
plus, contrairement au tri par cytométrie en flux, il n’y a pas d’interférence avec les
mouvements d’ions et la sélection d’une population de cellules viables en grande quantité est
effectuée rapidement [45]. Il est & noter que sur la Figure 9, la sélection présentée est dite
mono-paramétrique, car elle permet uniquement de trier selon un seul site de fixation
d’anticorps. Les méthodes multiparamétriques permettent d’isoler une fraction présentant
plusieurs marqueurs d’intéréts et ainsi isoler une fraction trés rare. A cela peut également
s’ajouter un tri cellulaire fonctionnel des cellules sécrétant des cytokines [46]. C’est une
méthode mettant en jeu plusieurs anticorps et la sécrétion d’IFNy par les cellules d’intérét
activées qui sera décrite plus précisément dans cette thése pour 1’obtention des lymphocytes T
anti-CMV.

Actuellement, un systeme de sélection immunomagnétique posséde le marquage CE et
les réactifs certifiés pour usage clinique indispensable a la réalisation de produit de grade
clinique par cette méthode : le systeme CliniMacs (Miltenyi Biotec) [47]. Nous présenterons
donc par la suite des méthodes utilisant cet outil de selection immunomagnétique qui peuvent
étre regroupées en 3 principales catégories [33]:

e Utilisation de tétrameres présentant un peptide viral

e Sélection de Lt exprimant apres stimulation par un antigéne un marqueur de co-

stimulation (CD137) ou un marqueur d’activation (CD154)

e Sélection des Ly sécrétant de I’IFNy apreés stimulation par un antigéne.
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1.2.4.3.2.1. Utilisation de tétrameéres

Une des possibilités de ce systéme est l’utilisation de tétraméres (biotinylés) HLA-
restreints présentant un peptide viral et permettant de cibler les L+ spécifiques. Un anticorps
anti-biotine couplé a une bille immunomagnétique permet alors de sélectionner les cellules
d’intéréts [33]. Comme le présente la figure ci-dessous, quatre étapes distinctes vont
permettre 1’obtention des cellules d’intérét [48] :

e Le réactif tétramérique va se coupler aux cellules d’intéréts via I’interaction du
complexe CMH-antigéne-TCR.

e Le prélévement est ensuite passé sur colonne de séparation magnétique. Une
solution de « lavage » entraine les cellules non marquées. Les cellules fixées au
tétrameres sont retenues par fixation magnétique a la colonne composé d’un
puissant aimant.

e Les cellules d’intérét sont ensuite récupérées puis une solution contenant de la
biotine est injectée et entraine la dissociation du réactif par compétition de liaison.

e Le complexe CMH-antigéne-TCR se détache ensuite spontanément. Les Lt

d’intérét sont isolés.
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Figure 10 : Principe de I'isolation immunomagnétique par tétramere [48]



La technologie des tétraméres permet d’isoler une population Lt CD4+ ou CD8+, mais ne
peut simultanément sélectionner les deux populations. En effet, le tétramere comprend soit
une molécule de CMH-I soit une molécule de CMH-Il. On peut imaginer plusieurs
manipulations successives pour I’obtention d’un répertoire plus large de Lt. Les méthodes
publiées actuellement ne proposent que 1’isolement pour une classe de CMH, le plus souvent
le CMH-I car permettant d’isoler les CD8+ a ’origine de I’activité cytotoxique. Plusieurs
études présentant la sélection uniquement du répertoire cytotoxique CD8+ par cette méthode a
montrer des résultats encourageants. Une premiére étude a permis de négativer la charge
virale en CMV sur ’ensemble des 10 patients traités [49]. Une seconde présente une charge
en CD8+ qui se retrouve a long terme chez les patients [3]. De plus, le produit utilisé pour
cette étude a été obtenu a I’aide de réactifs type streptamer® (de la société stage
celltherapeutics) autorisés par les autorités reglementaires allemandes et anglaises a des fins

cliniques.
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1.2.4.3.2.2. CTL avec marqueurs cellulaires actives

Aprés activation, les lymphocytes T spécifiques des antigenes présentés dans le milieu
expriment a leur surface le CD134. Cette spécificité a été utilise en 2011 pour selectionner un
pool de Ly dirigé contre plusieurs virus (EBV, CMV, ADV et influenza) [50]. Une seconde
équipe propose méme de selectionner un répertoire de lymphocytes dirigé contre des virus,
mais également contre des pathogénes entrainant des infections fongiques comme Candida
albicans ou Aspergillus fumigatus [51]. La méthode présentée ici consiste egalement a mettre
en contact le prélévement avec des antigénes pendant une certaines période, suivi d’une
sélection positive sur colonne CliniMacs. La différence se fait par le marqueur cellulaire visé
qui est le CD154, autre élément présent a la surface des lymphocytes T apres activation. Une
autre publication en 2013 utilise cette méthode pour extraire uniqguement le répertoire CMV

specifique [52].

Cette méthode a pour avantage de permettre une sélection de 1’ensemble du répertoire
activé, méme pour plusieurs types de virus différents. Mais comme toutes les stratégies
d’isolement de Lt dirigé contre plusieurs antigénes, cette méthode conduit a la prévalence de
certains CTL et donc une activité plus faible contre les autres pathogénes cibles [33].
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1.2.4.3.2.3. CTL sécrétant IFNy

Les cytokines ont un rdle capital dans 1’orientation de la réponse immunitaire effectrice.
Des cellules ayant le méme marqueur cellulaire peuvent sécréter des cytokines différentes. La
derniere méthode présentée ici permet de recupérer des fractions enrichies en cellules
sécrétant un type de cytokine. La cytokine d’intérét est ici I’IFNy, au centre de 1’activité
cytotoxique [50, p. 4].

Le principe consiste a utiliser un hybride composé de deux anticorps : 1’un se liant a
I’antigéne CD45 présent et 1’autre liant la cytokine recherchée [47]. L’ensemble des cellules
possédant a leur surface ce marqueur cellulaire fixe 1’anticorps : 1’ensemble des leucocytes
sont alors marqués par la partie CD45 spécifique de I’anticorps. Dans un second temps, les
cellules sont activées en les mettant en présence de I’antigene d’intérét. Les cellules ainsi
activées vont alors sécréter les différentes cytokines, dont I’'TFNy, liées a leur activité. Les
IFNy sécrétés a proximité des cellules vont se fixer sur la deuxiéme portion de I’anticorps
hybride. Ces cellules sécréetrices d’IFNy sont ensuite récupérées en utilisant des billes
marquées avec un anticorps anti-cytokine (Figure 11). Cette technique permet de sélectionner
des populations de cellules représentant jusqu’a moins de 0,1 % de la totalité¢ des cellules de
départ [45].
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Figure 11 : principe du marquage cellulaire aprés activation pour une sélection immunomagnétique liée a
la sécrétion d'une cytokine [47]
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L’TFNy joue un réle clé dans I’activation cellulaire cytotoxique [50, p. 4]. Elle est sécrétée
par les lymphocytes T cytotoxiques CD8 + et helper CD4+ activés que 1’on retrouve apres
analyse par cytométrie de flux de la fraction positive des produits obtenus par cette méthode.
La selection des cellules sécrétant cette cytokine revient a selectionner les lymphocytes T
activés. Plusieurs publications présentent I’intérét combiné des effecteurs cellulaires CD8+ et
CD4+. En effet, si les CD8+ possedent I’effet cytotoxiques, les CD4+ permettent non
seulement d’aider ’activation des CD8+, mais aussi de conserver la mémoire immunitaire a
long terme [53]. Les lymphocytes injectés se retrouvent ainsi plusieurs mois apres 1’injection

chez le patient.

Before enrichment

CD4-FITC
CD8-APC

- r

v r ey .
Anti-IFN-y-PE Anti-IFN-y-PE

After enrichment

CD4-FITC

Figure 12 : Controle par cytométrie de flux de I'isolement des lymphocytes actives [47]

Plusieurs équipes ont successivement utilisé cette méthode afin d’obtenir des CTL dirigés
contre le CMV (Tableau 2). On peut noter que cette méthode a été progressivement ameélioree
du point de vue de la source d’antigéne. En effet, I’activation cellulaire était réalisée au depart
par un lysat de CMV [43]. La protéine pp65 a ensuite été identifiée comme une des principale
source d’activation cellulaire [6]. La majorité des publications suivantes présente 1’utilisation
de pp65 de grade clinique fourni par la société Miltenyi sous forme de protéine recombinant
[5] ou de peptides (Peptivator) [54].
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Les rendements ainsi obtenus sont trés important: cette méthode permet de passer de
0.56% £ 0.7% a 65% = 31% de cellules T spécifiques du CMV [55].

Cible Source d'antigene Référence Année

CMV peptides: Peptivator CMV [54] 2011

CMV protéine: recombinant pp65 [5] 2010

CMV peptide: pool de peptides [56] 2009
ADV et CMV monocyte présentant pp65 apres [46] 2008

utilisation d’un virus recombinant

CMV protéine : recombinant pp65 [6] 2007

CMV protéine: recombinant pp65 [57] 2004

CMV peptides: HLA-restricted CMV [55] 2004

synthetic peptides from pp65 and IE
CMV CMV lysat [43] 2002

Tableau 2 : Production de CTL anti-virus par sélection immunomagnétique lié a la sécrétion d'IFNy :
virus cible et source d'antigene

Les résultats cliniques obtenus en injectant le produit de cette méthode sont trés
encourageants. Apres administration a 7 patients, 5 aprés réactivation de la charge virale et 2
en prophylactique une expansion des CTL anti-CMV a été retrouvée chez tous les patients,
qu’il y ait ou non une charge virale CMV détectable [6]. Les 5 patients qui avaient réactivé le
CMV ont recu une thérapie médicamenteuse antivirale concomitante, mais de plus courte
durée pour 4 d’entre eux. Une seconde étude a été sur 18 patients pour lesquelles a été
constaté une infection ou une maladie a8 CMV. Pour 12 des patients il a été observé a une
résolution ou diminution significative de la charge virale [40]. Autre point d’importance, dans

ces deux études aucun effet secondaire, notamment de GvH n’a été mis en évidence.
Cette approche offre plusieurs avantages, parce qu’elle est simple a mettre en ceuvre,

rapide et peut étre aisément standardisée avec différents antigenes infectieux pour des

approches d’immunothérapie cellulaire adoptive spécifique.
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1.3. Le cytomégalovirus

Le virus contre lequel sont diriges les CTL présentés dans cette thése est le
cytomégalovirus. Ce virus de la famille des Herpés est en effet responsable de graves
complications post-greffe énoncées précédemment [22].

1.3.1. Classification

Le CMV fait parti de la famille des Herpesviridae, comme 1I’Herpes Simplex Virus
(HSV), I’Epstein Barr virus (EBV) ou le Varicelle Zona Virus (VZV). Cette famille se
caractérise par sa capacité a produire des infections latentes et persistantes.

Il existe plusieurs cytomégalovirus. L’espéce Human herpesvirus 5 (HHV-5) ou Human

cytomegalovirus (HCMV) correspondant au CMV retrouvé chez I’Homme.

1.3.2.  Structure

La particule viral est composée d’un génome a double brin linéaire d’ADN, d’une capside
icosaédrique, d’une enveloppe a double couche lipidique recouverte de glycoprotéines et du
tégument séparant enveloppe et capside.

- - Glycoprotéine Il
Glycoprotéine |

-Génome
Capside

Enveloppe

Figure 13 : Schéma de la structure du cytomégalovirus [58]

Les protéines codées par le CMV, environ 180 [59], sont désignées par le numéro du
cadre de lecture correspondant, précédé d’une indication de la nature de la protéine (p :
protéine, pp : phosphoprotéine, gp : glycoprotéine).

Une protéine d’intérét pour cette thése est la pp65 du tégument du virus [60]. Elle est
également désignée sous le terme de ppUL83. C’est donc une phosphoprotéine correspondant
au cadre de lecture n°65 de la séquence UL du génome du CMV. La protéine pp65 est une
« early » protéine présente avant I’expression des génes viraux dans la cellule et détectée dans
les 24h suivant ’infection des cellules cibles [7]. Elle joue un réle important dans I’activation
de ’'immunité humorale et cellulaire spécifique dirigée contre le CMV [22]. Une partie de la
réponse CTL naturellement créée lors d’une infection a CMV est dirigee contre cet antigene.

L’absence de ces CTL est donc de mauvais pronostic en cas de maladie a CMV [23].
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1.3.3. Epidémiologie

L'Homme est le seul réservoir de ce virus et sa transmission se fait par contact car c'est un
virus tres fragile. Ce virus ubiquitaire se transmet par tout type de sécrétion corporelle (salive,
sang...), le plus souvent lors de 1I’enfance [60].Cette infection a une répartition mondiale sans
rythme saisonnier. La prévalence est de 30 a 70% dans les pays d’Europe de 1'ouest (50% en
France) et d’Amérique du nord, et de 80 a 100% dans les pays en voie de développement.

Cette prévalence importante dans la population générale explique sa présence dans plus de
la moitié des greffons de CSH [14].

1.3.4. Dissémination au sein de I’organisme

Apres la primo-infection, le CMV peut persister a I'état latent chez un individu sain, et se
réactiver en cas d’immunodéficience [3] [8]. La virémie constatée est donc endogéne suite a
une réactivation ou réinfection, ou exogene comme lors d’une greffe de CSH (Figure 14)

Le CMV a pour organe cibles les tissus sanguins, la moelle osseuse et le systéme nerveux
central. Il a pour tropisme cellulaire de latence les monocytes circulant (dans 50 a 90% des
cas [7]) et les progéniteurs de la moelle osseuse de type CD34+. Les cellules d’intéréts de la
greffe de CSH que sont les CD34+ sont donc trés probablement contaminées si le donneur est

séropositif pour le CMV.

Dissémination
PRIMO-INFECTION Virémie aux organes
cibles (tissus
glandulaires)

Transfusion, Allogreffe, A\
Transmission
aéropharyngée, sexuelle,
meére-enfant

Excrétion virale:

RE-INFECTION = = = = = = - larmes, salive,
I urine, sperme,
1\ , Sang, greffon | sécrétions
I cervicales
REACTIVATION b= = = = = = -

Stimulation allogénique
Immunodépression cellulaire

LATENCE

Figure 14 : Physiopathologie de ’infection a cytomégalovirus [59]
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1.3.5.  Manifestations cliniques

Il faut distinguer I’infection a CMV de la maladie a CMV.

En effet, I’infection a CMV correspond a la contamination (primo-infection ou re-
contamination) du patient par le CMV, qui peut ou non se manifester par des signes cliniques.
Ces signes sont principalement un syndrome mononucléosique pouvant faire penser a une

infection a EBV, suivi de fieévre et maux de tétes.

La maladie a CMV correspond a l’apparition de signes cliniques (fiévre, atteinte
d’organes...) durant la phase de dissémination du virus dans 1’organisme [59]. Ces

manifestations les plus séveéres sont les rétinites et encéphalites.

1.3.5.1. Sujet immunocompétent

Il est trés rare qu’une maladie a CMV se déclare chez le patient immunocompétent.
L’immunité innée et I’'immunité adoptive sont toutes deux importantes pour contréler cette
infection virale. Elle passe inapercue dans la plupart des cas, sans aucun signe clinique. Une

fievre prolongée est la manifestation la plus classique durant la phase d’infection.

Il est a noter qu’une infection a CMV chez la femme enceinte peut provoquer des lésions

chez le feetus. Elle reste la premiére cause d’infection congénitale dans le monde [59].

1.3.5.2. Sujet immunodéprimé

Les cas les plus graves se retrouvent chez les patients immunodéprimés. 1l est plus
sensible a tout type d’infection et donc la maladie 8 CMV se présentera avec des signes
beaucoup plus graves. C’est par exemple une des infections opportunistes les plus fréquentes

chez les patients sidéens [7]. Jusqu’a 25% développent une rétinite a CMV.

Une fiévre persistante avec un pic le midi se résorbant durant la nuit est le signe
caractéristique de la phase de dissémination. Les manifestations pulmonaires sont de trés
mauvais pronostic : sans traitement, 70% des patients décedent de cette pneumopathie 8 CMV
[59]. Rétinite et encéphalite sont également redoutables, mais les antiviraux utilisés contre ces

deux pathologies ont amélioré leur pronostic [60].

Lors d’une greffe de CSH, la maladie a CMV se déclare soit suite a une primo-infection,
soit suite a la réactivation du virus latent chez le patient ou son greffon (Figure 14). La
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mortalité importante chez les patients immunodéprimés est principalement liée a deux
phénomeénes distincts. Tout d’abord ces virus se révélent souvent réfractaires aux traitements
antiviraux communément utilisés (en plus d’une toxicité intrinseque au traitement
médicamenteux [3]). Ensuite, comme expliqué précédemment, I’immunité adoptive met un
certains temps a retrouver un niveau suffisant pour lutter contre ces infections [4]. L’absence
d’une quantité suffisante de CTL CD8+ spécifique du CMV et Lymphocyte T Helper CD4+

sont a la base de ce manque de réactivité face a I’infection.

1.3.6. Diagnostic

Le diagnostic peut se faire de facon direct ou indirect [7]:
e direct par la recherche de virus en culture, des antigénes (pp65), ou de son
génome par PCR.
e Indirect par la recherche d’anticorps dirigés contre le CMV.
La séropositivité est définie par la présence d’IgG spécifiques dans le sérum.
Le diagnostic de maladie a CMV est défini par la présence de virus dans 1’organe atteint et
dans le sang [59].

1.3.7.  Traitements

Les infections a CMVH sont traitées par antiviraux (Tableau 5). Il existe actuellement
trois molécules prinicipales :
¢ |e Ganciclovir (Cymevan®, Roche)
e |e Cidofovir (Vistide e, Pfizer)

e le Foscarnet (Foscavir e, Astra Zeneca)

Pour la prophylaxie, il est possible d’utiliser 1’Aciclovir et le Valaciclovir (prodrogue de
I’ Aciclovir).
Toutes ces molécules inhibent 1’activité de I’ADN polymérase virale UL54 et sont donc

sans action sur le virus latent (Figure 15).
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Figure 15 : Mode d'action des antiviraux dirigés contre I'ADN polymérase du CMV [61]

Historiquement, les premiers antiviraux utilisés sont des homologues nucléotidiques
inhibiteurs de I'ADN polymérase virale et qui s’incorpore dans I'ADN viral durant sa
réplication : Aciclovir, Valaciclovir (prodrogue de 1’Aciclovir), Ganciclovir, Valganciclovir
(prodrogue du Ganciclovir). lls sont activés par la thymidine kinase virale. Ils sont
administrés par voie orale ou par intraveineuse. Leur manque d’efficacité et/ou leur
myelotoxicité en font des traitements de 2°™ intention contre les manifestations cliniques de
maladie a CMV. lls sont cependant trés utilisés en prévention pour les patients a risques apres

transplantation [62].

C’est aujourd’hui le Foscarnet qui est le plus largement utilisé chez les patients
immunodéprimés touchés par le CMV. Cet homologue de I’anion pyrophosphate inhibe
sélectivement I’ADN polymérase virale sans activation par thymidine kinase. Le Cidofovir ne
nécessite pas non plus d’activation par cette kinase et doit seulement étre diphosphorylé pour
acquérir son activité d’inhibition compétitive de I’ADN polymérase virale. Ces deux
molécules sont donc indiquées lorsque les virus deviennent résistants au Ganciclovir. Leur

néphrotoxicité en limite leur utilisation pour les personnes a risque rénal important [61].
38


http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique

1.3.7.1. Traitement prophylactique

Les receveurs a risque de réactivation du CMV (receveur et /ou donneur CMV+)
recoivent un traitement prophylactique le plus souvent a base de Valganciclovir, Aciclovir ou
Ganciclovir [21].

Ces traitements contribuent a retarder les premiéres manifestations de l’infection et
diminuent la mortalité associée aprés greffe. Cependant ils seraient possiblement a 1’origine
d’un retard du rétablissement de I’immunité spécifique dirigé contre le CMV [22]. Ceci serait
dd soit a a un effet inhibiteur direct du Ganciclovir sur les lymphocytes T, soit d’un effet
direct sur la réponse antivirale. En effet, en inhibant la prolifération du CMV, seules les
protéines IE et E (immediat early et early) se retrouvent présentées par le CMH, et

ralentiraient donc 1’acquisition de I’immunité contre le CMV.

1.3.7.2. Traitement préemptif

Il s’agit ici de traiter le patient seulement si le patient fait une séroconversion ou si la
virémie a CMV augmente [63]. Il nécessite donc un suivi hebdomadaire de la virémie [62].
Le traitement est le méme que le traitement curatif, mais il est débuté avant I’apparition de
signes cliniques. L’intérét est de limiter les effets délétéres des antiviraux en ne les utilisant

qu’en cas de variation de la sérologie a CMV du patient.

1.3.7.3. Traitement curatif

Il est mis en place seulement lors de I’apparition des signes cliniques de la maladie a
CMV. 1l consiste en I’administration des traitements antiviraux actifs sur le CMV.

Le traitement de référence est 1’Aciclovir. Son efficacité est suffisante pour les patients
immunocompétents.

Le Ganciclovir a révolutionné le traitement des infections sévéres chez les
immunodéprimés [62]. Tl a permis d’améliorer de fagon importante le pronostic des
pneumopathies chez le greffé de moelle. Le Ganciclovir a donc remplacé I'Aciclovir pour ces
patients car il est plus efficace dans le traitement de la maladie. Il est cependant beaucoup plus
toxique, notamment pour les cellules de la moelle osseuse. Sa prodrogue, le Valganciclovir, a
désormais remplacé le Ganciclovir car il est a la fois plus efficace et posséde une bonne
biodisponibilité par voie orale [62]. Le Foscarnet est utilisé en deuxiéme ligne en cas de
résistance au Ganciclovir. Son activité en 1’absence de thymidine kinase et 1’absence de

myelotoxicité en font un traitement d’importance chez les patients greffées en CSH [63].

39



2. Analyse SWOT : place du transfert adoptif de CTL
dans le traitement des complications infectieuses
apres greffe de CSH : exemple des CTL anti-CMV

2.1. Intérét d’'une analyse par matrice type « SWOT »

L’analyse SWOT est un outil d’analyse stratégique. Elle permet danalyser
I'environnement externe et interne a un projet. L’environnement interne correspond aux
caractéristiques du projet pouvant étre modifiées. On distingue les forces (« Strenghts ») et les
faiblesses (« Weaknesses ») intrinseques au produit. L'environnement externe correspond aux
éléments sur lesquels le projet ne peut influencer, mais qui impactent son intérét. On y

distingue les opportunités (« Opportunities ») et les menaces (« Threats »).

Elle n’a pas pour objectif de présenter si un projet est bon ou mauvais mais les forces en
jeu pour une problématique a un moment donné. Elle permet de visualiser rapidement la
concordance d’un projet a une problématique. Une des limites de cet outil est qu’il ne peut

8tre exhaustif sans altérer sa lisibilité.

Cette analyse est représentée sous forme de tableau combinant ces 4 éléments suivant leur

impact positif ou négatif sur le projet :

Matrice SWOT Positif Négatif
Interne Forces : a consolider Faiblesses : a sécuriser
Externe Opportunités : & développer Menaces : s’en prémunir

Tableau 3: Présentation de I’analyse SWOT

De nombreuses publications médicales utilisent 1’analyse SWOT pour présenter leur
résultats : campagne de vaccination [64], évaluation de nouvelles pratiques médicales [65],
organisation des systemes de santé [66]... Cette approche est particuliérement recommandée
pour évaluer les nouvelles technologies [65]. Il est également intéressant de donner une note a
chaque élement ajouté en tableau pour visualiser la criticité des éléments cités [65]. On sépare

ainsi les éléments ayant un impact fort sur le projet de ceux qui en ont peu.
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Nous analyserons ici la place du transfert adoptif de CTL dans le traitement des
complications infectieuses apres greffe de CSH en prenant I’exemple des CTL anti-CMV.
Plus particulierement, nous mettrons en evidence les points forts et points faibles des

lymphocytes obtenus par méthode de sélection immunomagnétique.

Le contenu des 4 parties de I’analyse SWOT sera d’abord argumenté séparément, puis

rassemblé dans un tableau récapitulatif.
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2.2. Forces

2.2.1. Des études cliniques encourageantes : efficacité et innocuité

Les CTL anti-infectieux sont des produits dont I’efficacité est testée depuis plusieurs
années. Ces essais cliniques continuent a démontrer ’intérét des CTL dans le traitement des
infections virales aprés greffe de CSH. Quel que soit les virus ciblés jusqu’a aujourd’hui
(CMV, ADV, EBV et influenza principalement), les résultats mettant en évidence une
diminution de la charge virale chez tous les patients infectés et une augmentation du

répertoire T spécifique [67].

Les CTL anti-CMV obtenus par les différentes méthodes de production présentés
précédemment, sont actuellement inclus dans plusieurs études cliniques de phase | et 11 [68]

[69]. Le tableau suivant regroupe une partie des résultats cliniques finalisés ayant utilisés ce

produit :
Procede_ de _Cgllu!es Patients traités Résultats Référence
production | injectées
Sélection | Lymphoc | 9 patients avec virémie ou | 9/9 : diminution de la [49]
tétrameres ytes T | post-réactivation charge virale.
CD8+
Culture Lymphoc | 23 patients avec infection | 17/19 : réponse positive [70]
cellulaire ytes T | CMV. 19 patients au traitement : diminution
CDA4+ et | évaluables. de la charge virale et/ou
CD8+ absence de maladie a
CMV.
Sélection | Lymphoc | 18 patients avec infection | 12/18 : résolution ou [40]
IFNy ytes T | ou une maladie 8 CMV diminution significative
CD4+ et de la charge virale
CD8+
Sélection | Lymphoc | Injection a 7 patients : 7/7 : expansion des CTL [6]
IFNy ytes T | - 5 apres réactivation de | anti-CMV. 5/7 : thérapie
CD4+ et | lacharge virale antivirale de plus courte
CD8+ | -2 en prophylactique durée.

Tableau 4 : Essais cliniques ayant utilisées des lymphocytes T anti-CMV apreés allogreffe de CSH.

Les taux de reponse sont particulierement intéressants contre le CMV : en 2005, des CTL
obtenus par sélection tétrameres ont permis de voir la charge virale diminuer chez 1’ensemble
des 9 patients traités [49]; en 2014, dans un nouvel essai clinique avec des produits issus de
banque de CTL tierce partie obtenus par culture cellulaire, 74% des patients avec une maladie

a CMV réfractaire aux traitements antiviraux classiques ont répondu au traitement [70]. Les
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premiers résultats sont trés encourageants avec une efficacité importante en 1’absence de

toxicité a court et moyen terme.

Concernant les CTL anti-CMV obtenus par méthode de sélection immunomagnétique lié a
la sécrétion d’IFNy plusieurs études présentent également des résultats démontrant 1’efficacité
de ce produit. Aprés administration & 7 patients, 5 aprées réactivation de la charge virale et 2 en
prophylactique une expansion des CTL anti-CMV a été retrouvée chez tous les patients, qu’il
y ait ou non une charge virale CMV détectable [6]. Les 5 patients qui avaient réactivé le CMV
ont recu une thérapie médicamenteuse antivirale concomitante, mais de plus courte durée pour
4 d’entre eux. Une seconde étude a été réalisée sur 18 patients pour lesquels a été constatée
une infection ou une maladie a CMV. Pour 12 des patients il a été observé a une résolution ou

diminution significative de la charge virale [40].

Autre point d’importance, dans ces différentes études aucun effet secondaire, notamment
de GvH n’a été mis en évidence [70]. Un bilan des effets secondaires observés apres injection
de CTL anti-infectieuses au cours de 10 années d’expérience [43] a ainsi identifié un taux
d’évenements indésirables de 17.3%, dont aucun grave. La majorité des éveénements
indésirables seraient plutdt attribuables au cryoprotecteur (le DMSO) ou au diphenhydramine
administré en pré-médication qu’aux CTL eux-mémes. Les auteurs concluent qu’une
surveillance du patient d’1 heure apres I’injection des CTL est suffisante.

Les CTL anti-infectieux tels que les CTL anti-CMV sont donc des produits efficaces et
sirs a méme de répondre aux problématiques actuelles de résistance des souches de CMV
chez des patients le plus souvent affaiblis du point de vue immunitaire.

2.2.2.  Spécificité et synergie

La méthode de production par sélection immunomagnétique li¢ a la sécrétion d’IFNy
permet d’isoler de fagon spécifique le répertoire CTL en méme temps que les lymphocytes T
helper [6]. Plusieurs publications présentent 1’intérét combiné des effecteurs cellulaires CD8+
et CD4+. En effet, si les CD8+ possedent 1’effet cytotoxiques, les CD4+ permettent a la fois
d’aider I’activation des CD8+, mais aussi de conserver la mémoire immunitaire a long terme
[53]. Une des forces de la méthode présentée ici est donc d’isoler une combinaison de ces
deux populations de lymphocytes T anti-CMV.

La spécificité d’action de ce produit lui permet de limiter le risque de réaction contre

I’héte, décrite par exemple lors d’injection de produit non spécifique comme les DLI [38].
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2.2.3.  Outils optimisées pour des produits de grade clinique

L’approche de sélection présentée ici offre plusieurs avantages techniques pour les sites

de production souhaitant le mettre en ceuvre.

Tout d’abord, comme présenté par la suite dans cette thése (cf. 83), I’ensemble des
manipulations de ce produit stérile sont réalisées dans un milieu ferme grace au systéme de
poches utilisée. Le risque de contamination est donc maitrisé et tout site de production stérile

peut aisément adapter une salle blanche a la réalisation des différentes manipulations.

Ensuite, les temps de production présentés ici sont inférieurs a 48 heures [5] [54] et
permettent donc une obtention rapide pour faire face a la dégradation de 1’état du patient en

cas de maladie a CMV grave.

De plus, le procédé peut étre aisément standardisé pour une utilisation avec un panel de
différents antigénes infectieux pour des approches d’immunothérapie cellulaire adoptive

spécifique [71].

Cette méthode optimisée pour 1’obtention simple, rapide et standardisée permet surtout
d’obtenir des produits de grade clinique. En effet, ’ensemble des réactifs et dispositifs
présentés par la suite sont conformes aux différentes normes en vigueur : les réactifs utilisés
sont autorisés pour un usage clinique et les éléments tels que les poches de culture sont des
dispositifs répondant aux normes CE [47]. Le produit présenté ici a pour objectif d’étre
produit au sein de I’'UIC de Nantes qui est un site de production agréé pour la fabrication de
produits de thérapie cellulaire. Un autre site de production de ’EFS de Nantes est Atlantic
Bio GMP (ABG), qui posséde aujourd’hui le statut d’établissement pharmaceutique délivré
par ’ANSM. Nous avons donc ici I’ensemble des ¢léments nécessaires permettant

I’obtention de produits autorisés par les autorités de santé.
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2.3. Faiblesses:

2.3.1.  Compatibilité donneur/receveur

Comme tout traitement de thérapie cellulaire, I’injection de CTL doit son efficacité a la
compatibilité entre donneur et receveur : I’activité du produit est HLA dépendante [72].
Donneur et receveur doivent étre compatibles de ce point de vue pour espérer retrouver
I’activité présentée dans les différentes études cliniques. Ceci limite donc de fagon importante
les possibilités d’utilisation des traitements produits. Comme pour les greffes de CSH, le
traitement devra étre produit spécifiquement pour chaque patient en prenant en compte les

différents paramétres d’histocompatibilité.

Il en va également de la securité du patient. En effet, la compatibilité entre donneur et
receveur permet de limiter 1’effet possible de GvHD [38]. Le produit obtenu contient en
majorité des Lt antivirus activés. Mais il contient également tout le répertoire Lt non
spécifique du virus et peut donc contenir des Lt susceptibles de générer une alloréactivité. Les
produits obtenus par cette méthode doivent donc étre injectés a des patients avec un niveau de
compatibilité HLA suffisant pour en garantir la sécurité. Chaque production devra donc étre
clairement identifiée afin de ne permettre aucune confusion lors de I’administration au patient.
Il est a noter que par production par culture cellulaire, apres 4 stimulations successives,
certaines études mettent en évidence que le produit obtenu a perdu toute alloréactivité contre
le patient et a méme pu étre injecté chez un patient avec une incompatibilité de 3 antigénes
HLA [43].
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2.3.2.  Maitrise du procédé

La durée de production importante par certaines méthodes comme la culture cellulaire
comparée a 1’aggravation rapide possible de 1’état du patient obligent le recours a des
méthodes nécessitant des reactifs plus complexes comme les méthodes immunomagnétiques
[40]. La production doit donc étre réalisée dans des établissements avec des équipements
specifiques, a la fois pour la production et le contrdles des CTL.

De plus, de nombreuses opérations manuelles de prélevements et transfert de produits via
les poches utilisées nécessitent un niveau de qualification important du personnel dédié a ces
opérations de préparations. Ce procédé n’étant encore pas utilisé en routine, sa maitrise est un
élément indispensable a la production de produits de qualité. Ceci devra passer

obligatoirement par 1’habilitation du personnel a son utilisation.

2.3.3.  Produit injectable

Le produit présenté ici est un produit injectable et comporte donc l’ensemble des

contraintes relatives a cette forme pharmaceutique.

En amont, ceci implique des contraintes de production : un environnement spécifique et
normes de contréle qualité adéquat sont nécessaires a 1’obtention des produits injectables :
salles « blanches », personnel qualifié... Une réglementation stricte décrite dans les Bonnes
Pratiques de Thérapie Cellulaire [10] doit donc étre adoptée dans les établissements

souhaitant mettre en ceuvre ce procédé.

La stérilité du produit doit également étre conservée jusqu’a I’injection au patient. Cette
contrainte implique un environnement spécialisé et le personnel qualifié pour son
administration. Cette faiblesse intrinséque au produit est a mettre en parallele avec
I’environnement dans lequel il est administre. En effet, les patients sont déja dans un contexte

hospitalier et ce traitement est un élément supplémentaire de I’arsenal thérapeutique.
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2.4. Opportunités

2.4.1.  Augmentation du nombre de patients potentiels

Les greffes de cellules souches hematopoiétiques ont plus que doublé entre 2000 et 2009
en France [2]. Plus de 1500 patients bénéficient chaque année de ce traitement en France, ce
qui fait autant de patients potentiels pour le traitement par CTL anti-CMV. A cela s’ajoute
tous les patients souffrant d’immunodéficience liée a d’autres types de transplantation ou le

CMV peut alors entrainer des complications importantes.

De plus les traitements antiviraux utilisés actuellement ne sont pas dénués d’effets
secondaires et peuvent conduire a I’émergence de résistances [61]. Peu d’études de résistance
ont été menées chez les patients ayant recu une greffe de CSH. On peut cependant noter que
chez les receveurs d’organe solide, I’incidence de la résistance au Ganciclovir varie entre 0,28
et 9% selon les études et peut atteindre 27% chez les receveurs de transplantation pulmonaire,

séronégatifs avant greffe [61].

Ce phénomeéne participe a 1I’augmentation du nombre d’épisodes virémiques pouvant
alors engendrer des maladies a CMV ou un rejet du greffon avec une élévation du risque de

déces. Le recours plus systématique des CTL pourrait alors limiter ces effets secondaires.

2.4.1. Colt du traitement en baisse

Le colt de revient de ce type de traitement est en train de diminuer fortement. En effet, le
prix d’un kit de sélection immunomagnétique, un des principaux postes de dépense de ce
mode de production, coutait 4300€ en 2011. Le méme kit de la société Miltenyi Biotec est

désormais affiché en 2014 a 2554€ [71].

On peut également présenter le coit d’un traitement par CTL anti-EBV actuellement
produit par 1I’équipe de Rooney et al, qui est actuellement de 6085$ (4563€) [40]. Ce prix
comprend la production, le contrdle qualité et I’injection au patient, sans compter le colt de la
main d’ceuvre. La méme équipe présente un produit multi-virus (dirigés contre 'EBV, I’ ADV

et le CMV) pour 10659$ (8000€).
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Ce traitement devient tout a fait compétitif comparativement a certains traitement utilisés
pour lutter contre les conséquences de I’infection liées a ce virus. En effet, il est utilisé pour
lutter contre la maladie lymphoproliférative engendrée par I’EBV un anticorps monoclonal
anti-CD20 qui cotite 9000$ (6750€) par injection, pouvant étre renouvelée.

Dans la suite de cette thése, nous arrivons a un total de 5139€ concernant le cout des
matieres et consommables nécessaires a la production de CTL anti-CMV (cf. Tableau 6).
Cette valeur est relativement proche du cout présenté par les équipes de Rooney. Ce total
théorique ne prend pas en compte les économies d’échelle possible lors de commande en

quantité importante chez les différents fournisseurs.

I1 convient également de présenter 1’estimation faite du co(t du traitement pour un patient
atteint de rétinite a CMV. En effet, mis bout a bout I’ensemble du traitement annuel
comprenant les antiviraux (Ganciclovir principalement), mais également les médicaments
destinés a limiter leurs effets indésirables, couterait entre 30 000 et 100 000$ [73].

Certaines méthodes de production sont présentées comme coutant autant voire moins cher
que 28 jours de traitement antiviral [74], sans compter les colts liés a leur administration et
les complications liées aux traitements classiques. Toujours selon 1’équipe de Rooney et al,
avec la simplification des procédés et la production de volume plus important de CTL, son
colt d’obtention pourrait dans les années a venir étre rapidement divisé par 3, augmentant

d’autant son intérét.

De plus, il a été présenté dans une étude clinique de 2013 incluant 50 patients que
I’utilisation des Ly permet de diviser par deux le recours et la durée d’utilisation des
antiviraux classiques en ayant le méme niveau de réactivation du CMV [75]. Ce produit
permet donc a la fois de faire I’économie financiére d’une partie du traitement antiviral
classique, mais permet surtout de se prévaloir de leurs effets secondaires délétéres chez ces
patients déja affaibli par la greffe de CSH.
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2.4.2.  Adaptabilité pour d’autres indications

La méthode de production présentée ici est facilement transposable pour la production de
CTL dirigés contre d’autres virus et potentiellement contre tout type d’antigéne d’intérét:
e Virus: EBV[72], ADV [76]

e Cancer : lymphome, mélanome [53]

Cette méthode de production a également pour avantage de permettre 1’expansion de CTL
dirigés contre plusieurs virus. Certaines équipes ont, par exemple, produits des CTL multi-
virus dirigés a la fois contre le CMV, mais également contre 1’Adénovirus et I’Epstein-Barr
virus [46] [13]. Ces équipes obtiennent ainsi un outil ciblant les 3 principaux virus pathogénes
apres greffe de CSH. La difficulté est ici d’obtenir une activité relativement homogene contre

les différentes cibles.

2.4.3.  Creation de banques de CTL

Comme évoqué plus haut, une des faiblesses de ce produit est qu’il ne peut étre injecté
qu’a un patient avec un degré d’histocompatibilit¢ minimal. On imagine donc un traitement
produit a la demande. Le risque étant de ne pas trouver de donneur compatible dans un délai
ne risquant pas de mettre en jeu la vie du patient. 1l a alors été imaginé par plusieurs équipes
de créer des banques de CTL: aprés obtention du produit d’intérét, les cellules sont
conservées en azote liquide ou la congélation permet de les conserver a plus long terme. De
plus, le produit peut étre aliquoté et donc étre utilisé par la suite pour plusieurs patients
compatibles [77]. La création d’une banque de CTL obtenu a partir de donneurs homozygote
sur 16 alleles confére une couverture de 80% de la population caucasienne [70]. C’est une

étape supplémentaire dans 1’utilisation des CTL.

En effet, on peut postuler que le surcodt de production serait minime. Mais la possibilité
de réinjecter les CTL a plusieurs (n) patients rendrait des lors un colt unitaire équivalent a
codt de production divisé par n. Les colts deviennent alors trés compétitifs comparés aux

antiviraux.
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2.5. Menaces

2.5.1. Unenvironnement réeglementaire complexe

De nombreux produits de thérapies cellulaires comme celui présenté ici sont en cours de
développement. Ces produits innovants entrent cependant dans un cadre réglementaire
complexe pouvant comprendre un niveau national (premiers textes en 1996) et un niveau
européen (directives de 2004 et réglement de 2007) [78]:

La réglementation européenne, élaborée et publiée aprés les textes francais, impose de
revoir les définitions et les bases reglementaires du cadre national. Certains produits
considérés initialement par les textes francais comme des “préparations de thérapies
cellulaires”, changent de statut et deviennent des "médicaments de thérapie innovante" au
niveau européen (MTI, « Advanced Therapy Medicinal Product » en anglais (ATMP). Ces
changements de statut impactent la réglementation en France pour les produits et les
établissements qui développent et souhaitent exploiter ces produits : les standards et
référentiels de fabrication évoluent vers les bonnes pratiques de fabrication applicables aux

médicaments [78].

Pour pallier a la complexité reglementaire, des exemptions hospitaliéres comme en France
ont eut lieu a I’heure actuelle [79]. On parle de MTI « Préparés Ponctuellement » (MTI-PP)
qui correspond aux autorisations temporaires delivrées précédemment et « utilisés au sein du
méme FEtat membre, dans un hépital, sous la responsabilité professionnelle exclusive d’un
médecin, pour exécuter une prescription médicale déterminée pour un produit spécialement

congu a I’intention d’un malade déterminé » [78].

Un autre cas particulier reste encore présent dans la réglementation : les préparations
cellulaires ou tissulaires : Ces préparations a finalité thérapeutique contiennent des tissus ou
des cellules qui ne répondent pas aux définitions des MTI. Elles sont identifiées a ’article
L.1243-1 du code de la santé publique. L'autorisation de mise sur le marché est délivrée par
1I’Agence apres évaluation de la qualité, de la sécurité et de I’efficacité du produit. [78] Elle
est purement nationale : il n’existe pas de procédure d’autorisation européenne. Les
préparations cellulaires ou tissulaires entrent dans le domaine d'application de directive tissus
et cellules 2004/23/CE.
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Pour rester dans le cadre des préparations, le produit final doit respecter deux conditions :
e les modifications apportées aux cellules ou tissus ne doivent pas étre
substantielles, c'est-a-dire que les propriétés essentielles des cellules ou tissus n'ont
pas été modifiées.
e les cellules et tissus doivent étre utilisés pour la (les) méme(s) fonction(s)

essentielle(s) chez le receveur et chez le donneur.

A ce titre, il est possible de considérer que les CTL anti-CMV présentés ici peuvent
rentrer dans cette définition au méme titre que les CSH allogéniques. Mais ce produit n’ayant
pour le moment pas obtenu d’autorisation de mise sur le marché (AMM), mais seulement des
autorisations temporaires données aux services clinques d’hopitaux publiques, il n’est pas

encore classé comme MTI ou PTC.

Ces produits fabriqués par les hépitaux pour des études cliniques ont été une bonne chose
pour réaliser de nombreux essais. Mais désormais, ces produits a fort potentiel d’efficacité ne
peuvent étre testés a plus grande échelle car il existe peu de site de production agréé pour leur
production [79]. C’est pourquoi des investissements importants du secteur public sont réalisés

pour créer des sites de production cGMP compliant, comme 1’ Atlantic Bio GMP de I’EFS.

Cependant, ce cadre réglementaire reste peu connu des acteurs académiques ou prives,
expliquant en partie la frilosité des acteurs historiques de 1’industrie pharmaceutique pour ces
produits. Malgré I’obtention de nombreuses données cliniques concernant ce produit, la
production et les épitopes visés du virus varient d’une équipe a I’autre et rendent difficiles les
meéta-analyses sur I’activité de ces nouveaux traitements de thérapie cellulaire. De plus, il est
difficile d’intégrer de grandes cohortes de patients dans les ¢tudes cliniques pour I’indication
de maladie a CMV car les patients décedent rapidement apres diagnostic de maladie a CMV

résistante au traitement antiviral [63].

D’autres zones d’ombre restent également a €claircir pour donner I’envie aux industriels
de s’engager :
e Propriété intellectuelle sur des cellules de donneurs

e Niveau de remboursement du produit par les autorités de santé
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2.5.2.  Traitements concurrents

25.2.1. Traitements actuels :

Les trois molécules disponibles pour le traitement des infections a CMV sont [61] :
e un analogue nucléosidique, le Ganciclovir
e un analogue nucléosidique monophosphaté, le Cidofovir
e un analogue de pyrophosphate inorganique, le Foscarnet
Ces molécules inhibent 1’activité de I’ADN polymérase virale UL54 et sont donc sans
action sur le virus latent.
Leurs principaux défauts sont la résistance du virus a long terme, mais surtout les effets

secondaires a court terme sur le patient (toxicité hématologique ou rénale).

2.5.2.2.  Traitements en développement :

Un nombre important de traitement en cours de développement ont également pour
objectif de prévenir ou traiter la maladie a CMV. Les éléments présentés ci-dessous en

regroupent une partie :

¢ Nouvelles molécules antivirales [80] : de nouvelles molécules, recherchant parfois
a s’attaquer a de nouvelles cibles sont en train d’étre mise au point : ODE-CDV,
CMXO001, Cyclopropravir... Par exemple, le Maribavir : Cet inhibiteur spécifique
de P’UL97 kinase est trés prometteur et présente une activité in vitro importante. Il
est actif sur les souches résistantes au Ganciclovir. Les études cliniques devront

démontrer son efficacité.

e Vaccins:

o Le CMV étant une source importante de complications congénitales, il a
plusieurs fois été envisagé de mettre en place des campagnes de
vaccination contre le CMV [59]. Aux Etats-Unis des études présentent
I’intérét de développer ce type de vaccin [81]. En 2004, 5 vaccins candidats
sont recensés dans cette étude et sont toutes une menace pour le traitement
présenté ici. En effet, si un vaccin se révele a ’avenir a la fois efficace et
appliqué a une campagne de vaccination importante, I’incidence des
infections a CMV sera diminuée. La population générale étant moins
contaminée, ’intérét de développer une thérapie cellulaire sera d’autant

diminué. Des essais cliniques utilisant différents type de vaccins sont
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encore actuellement menés [82] [83]. Par exemple, le « VCL-CBO1 »,
vaccin a contenant des plasmides est actuellement en phase Il [84]. L’ADN
code pour une partie des protéines d’intérét du CMV (pp65, gB, IE1),

activant I’immunité cellulaire.

e Autres traitement par thérapie cellulaires :

o Injections de sang peériphérique chargé en CTL : Certaines de ces études
suggerent que 1’administration conjointe de la greffe avec un prélévement
spécifiques de sang périphérique d’un donneur CMV+ améliore cette
reconstitution, car il présente une concentration importante en CTL

spécifiques [85].

o Vaccination par cellules dendritiques chargées en antigenes: cette
approche permettant d’activer plus rapidement la réponse immunitaire. On
parle alors de vaccination par cellules dendritiques activées par des
antigénes. Pour le CMV, une des approches d’activation des ces cellules
dendritiques est de les charger en protéine pp65. Une fois injectées, ces
cellules vont mettre en marche I’'immunité spécifique anti-CMV en
induisant la production de lymphocytes T Helper et CTL spécifique de cet
antigéne. L’efficacité de cette méthode a ét¢ démontrée sur une patiente en
2010 ayant regu une greffe de CSH d’un donneur séronégatif. L ’infection a
CMV échappait au traitement classique [31]. Apres injection, la virémie
s’est progressivement atténuée sans récurrence de maladie a CMV dans les

S5 ans.
Les CTL anti-CMV produits par sélection immunomagnétiques se situent donc dans un

segment ou la recherche clinique est active et ou d’autres traitements en cours de

développement pourraient a terme lui faire concurrence.
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2.6. Synthese

Il est désormais possible de rassembler les différents éléments évoqués de I’analyse

SWOT dans le tableau de synthese ci-dessous :

Forces Faiblesses

e Etudes cliniques

encourageantes : e Maitrise du procédé
e Efficacité, innocuité, spécificité e Produitinjectable
et synergie e Compatibilité
e Outils optimisées pour des donneur/receveur
produits de grades cliniques
Opportunites Menaces

e Augmentation du nombre de
patients potentiels :

augmentation des greffes de * Contexte réglementaire

CSH et de la résistance aux complexe
antiviraux e Traitements concurrents :
e (Coiltdu traitement en baisse e Actuels et futurs : antiviraux,

vaccins, autres traitement de

e Adaptabilité pour d’autres S X
thérapie cellulaire

applications : virus, cancer...
e Banquesde CTL

Les CTL anti-CMV doivent donc confirmer leur efficacité et innocuité par des études
cliniques de plus grande envergure. Le procédé d’obtention, malgré une optimisation
technique importante permettant d’obtenir rapidement des produits de grade clinique, passera
par une phase d’apprentissage pour les équipes souhaitant le mettre en ceuvre et devra

s’appliquer avec la rigueur qu’implique 1’obtention de produit de thérapie cellulaire.
Malgré un contexte concurrentiel important et une réglementation mouvante, ce produit

peut s’appuyer sur un marché en croissance, un colt de revient en baisse, et un potentiel

d’adaptabilité important pour d’autres application.
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3. Production de CTL anti-CMV au sein de I'UIC de

Nantes : Analyse « 5M » des éléments du processus

3.1. Intérét de I'analyse « 5M » en production

L’analyse 5M, ou diagramme d’Ishikawa, est un outil de gestion de la qualité. Ce
diagramme rassemble les causes aboutissant a un effet. Cing classes de causes distinctes sont
proposées par cette méthode : matiére, matériel, milieu, méthode et main d’ceuvre. Il est
principalement utilisé dans 1’industrie comme aide a la résolution de problémes : pour chaque
« M », une liste de causes possibles ayant pu contribuer a I’occurrence du probléme (effet) va

étre définie pour aboutir a une synthése des causes du probléme rencontré.

Matieres Matériel

Effet

Méthodes  Milieu Main d'oeuvre

Figure 16 : Diagramme de causes et effets 5M

Son autre usage est I’identification et la gestion des points importants lors de la mise en
place d’un projet. L’effet devient alors 1’objectif a atteindre. On la retrouve donc dans des
publications présentant la mise en place de nouveaux projets de production [86]. C’est par cet
aspect que nous utiliserons ici cet outil permettant une classification rapide des données du

projet.

Nous commencerons donc par présenter I’effet attendu du projet, le produit final. Puis

nous synthétiserons les points importants du procédé de production selon cette classification.
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3.2. Objectifs

L’objectif principal de cette analyse est de rassembler les éléments d’importance du
processus d’obtention de lymphocytes T anti-CMV spécifiques du pp65 a partir d’un
prélevement de 109 cellules mononuclées au sein de 1’Unité d’Ingénierie Cellulaire de
Nantes. Il est présenté ici les différentes étapes du procéde, de la réception du prelevement
jusqu’a la I’obtention du produit. Ceci correspond aux éléments nouveaux a maitriser par
I’UIC afin de produire ces LT (Figure 18).

Le second point d’importance apporté par cette analyse est de mettre en évidence les
éléments permettant de proposer un procédeé de production conforme aux regles de Bonnes
Pratiques de Thérapie Cellulaire (BPTC). Ce texte dicté par I’Agence francaise de sécurité
sanitaire des produits de santé (AFSSAPS, Agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé (ANSM) depuis 2012) détermine les moyens a mettre en ceuvre par
I’établissement dans lesquelles les produits de thérapie cellulaire doivent étre produits en
France.

Les éléments de contrdle qualité a réception, en cours de production et sur le produit fini
sont également présentés afin d’élargir la vision des éléments nécessaires au suivi et a la

libération des produits obtenus.

La méthode de production présentée ici s’inspire de plusieurs publications (Tableau 10 :
publications présentant 1’utilisation de la colonne de séparation magnétique CliniMacs
(Miltenyi Biotec) pour la production de différents types de CTL), notamment les équipes de
Rooney et Einsele [5] [6] : a partir de prélevement de cellules de donneurs séropositifs pour le
CMV, les lymphocytes T spécifiques du CMV sont isolés par méthode immunomagnétique
basée sur la sécrétion d’interféron y (IFNy) aprés stimulation ex-vivo par un antigéne viral.
Cette méthode permet une stimulation et une sélection rapide de Lymphocytes T anti-CMV.
Elle décrit I’obtention d’une thérapie cellulaire a la demande en un délai court sans période
d’expansion des cellules. La technologie d’isolement présentée ici se base sur 1’utilisation
d’une colonne et de réactifs de la sociéte Miltenyi Biotec, permettant la production de
produits de grade clinique [47].
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3.2.1. Caracteéristiqgues du produit obtenu: «effet» attendu du
procéde :

Comme expliqué précédemment, 1’objectif est d’obtenir des lymphocytes T possédant une
activité antivirale dirigée contre le CMV, injectable a un patient. Le produit obtenu devra
donc avoir comme caractéristiques principales, ou comme « effet » selon Ishikawa, les points

suivants :

e Activité anti-CMV : la principale caractéristique du produit aprés sélection des cellules
d’intérét. Elle est vérifiable in vitro par plusieurs tests :
o Cytotoxicité sur cellules infectés par le CMV : c’est I’effet attendu des
cellules produites.
o Concentration en Ly anti-CMV (CD8+IFNy+ et CD4+IFNy+) dirigés
contre 1I’épitope pp65 du CMV : ces caractéristiques précises sont liées au

procédé choisi ici et présenté par la suite [5].

e Compatibilité donneur/receveur : I’activité du produit étant HLA dépendante, donneur
et receveur doivent étre compatibles de ce point de vue [72]. Ceci permet également de
limiter 1’effet possible de GvHD lié & une incompatibilité [38]. Chaque production
devra donc étre clairement identifiée afin de ne permettre aucune confusion lors de

I’administration au patient.

e Stérilité : le produit obtenu est un produit injectable et doit donc étre stérile.

L’ensemble de ces éléments sera vérifié en fin de production via des contréles qualités

adaptés (Tableau 13) permettant la libération du produit.
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3.3. Milieu:

Le milieu de production représente 1’environnement de travail. L’impact principal du
milicu sur ce projet est la capacité des locaux a participer a I’assurance de stérilité du produit.
Il est nécessaire de réaliser les différentes étapes de production dans un environnement

permettant de conserver cette caractéristique.

La méthode présentée ici s’appuie sur des étapes en milieu non ouvert. C'est-a-dire que le
produit n’est jamais en contact direct avec 1’air des zones de production. Il est confiné dans
les poches de transfert et de manipulation des cellules. Les étapes les plus critiques du point
de vue de la stérilité sont les phases d’injection de réactifs et milieu de culture dans ces
poches. En effet, ces étapes impliquent la manipulation par des techniciens de produits stériles
(aiguilles, réactifs) qui vont étre mis en contact avec les cellules. Les locaux doivent donc étre
« situés, congus, construits, adaptés et entretenus de fagon a étre en adéquation avec les
opérations a effectuer » selon les régles de bonnes pratiques en thérapie cellulaire (BPTC)
[10]. Il convient notamment de réaliser les étapes de préparation dans des zones a atmosphére
contrélé (ZAC) :

e De niveau de propreté approprié

e Comportant un systeme de maintien et suivi de la température (+21°C +/- 3°C).

e Limitant les risques de contamination (flux produits, matériel, déchets)

e Schéma aéraulique ne présentant pas de risque de contamination

e Conception limitant le risque de contamination : faux plafonds scellés, mobilier et
éclairage limitant les anfractuosités, plafond, sol et murs lessivables...

e Etre conforme a la norme en vigueur concernant le niveau de concentration

microbiologique et particulaire.

L’EFS de Nantes fait partie des unités de thérapie cellulaire autorisées par I’ANSM selon
I’article L1243-2 du code de la santé publique (CSP) a réaliser la préparation, conservation,
distribution et cession de CSH et cellules mononucléées. 1l est donc considéré que I’UIC de
Nantes posséde I’environnement adapté et conforme a I’application des regles de BPTC pour
la manipulation de ces produits, et donc potentiellement le produit évoque ici, derive de

cellules mononucléées.

Plus précisément pour la réalisation de manipulations évoquées pour ce produit, cette
unité posséde une ZAC de classe D comportant des postes de securité microbiologiques

(PSM) correspondant a une classe A. Les manipulations les plus critiques pour la stérilité
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pourront étre réalisées sous ces PSM de type 1l (modéle Thermo Scientific, MSC Advantage).
IIs générent un flux d’air unidirectionnel (laminaire) de classe A a vitesse homogéne comprise

entre 0.36 et 0.54 m/s, conformément aux normes EN 12649.

Afin de réaliser les étapes de stimulation et de sécrétion d’IFNy par les Ly, I’UIC devra
également étre doté d’un incubateur permettant un maintien a la température de 37°C et un
suivi du niveau de CO; (5-7.5%) [6]. Un modele comme le Thermo Scientific, Heracell 150i

présent dans un autre service de ’EFS de Nantes pourrait étre utilisé.
Pour les étapes de maintien au froid a la température de 0°C, un milieu froid doit étre crée.

Il est possible par exemple d’utilisé un systeme type Alcal® (société 1SOS), qui permettent de

thermoréguler les poches en contact avec ce systeme portatif [87].
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3.4. Matériel :

Il est listé ici le matériel nécessaire aux différentes étapes du procédé. (cf. Tableau 7 :
Matériel process). lls possédent tous un marquage CE homologuant le respect des normes
intrinséques a ces éléments. Ils nécessitent également une qualification, réalisée au sein de
I’UIC pour le matériel déja présent. Leur fonction et utilisation est décrite dans la partie

méthode.

e CliniMACS® Plus Instrument (Miltenyi Biotec)

e Systéme pour connexion stérile (Terumo, TSCD-II)

e Soudeuse pour tubulure PVC (Fresenius NPBI, Composeal Mobilea)
e Presse manuelle : extraction du surnageant (Fenwal)

e Centrifugeuse (Jouan, KR4i)

e Agitateur pour poches (Heidolph, Polymax 1040)

e Balance (Sartorius, 1403 MP8)

e Pince a stripper (Fisher Bioblock Scientific)

e Poches de maintien a 4°C (lsos, Alcal®)

e Clamps
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3.5. Matiere:

Les éléments décrits ici correspondent aux differentes matiéres premiéres necessaires a la
production des lymphocytes anti-CMV. Il est présenté séparément le « principe actif » présent
dans les cellules du donneur et les réactifs et milieux de culture nécessaire a 1’activation et a

I’isolement des cellules d’intéréts.

3.5.1. Cellules du donneur :

Afin d’obtenir le produit escompté par la méthode présentée par la suite, un minimum de

conditions de départ sont nécessaire concernant les cellules prélevées chez le donneur :

e Prélevement de cellules mononucléées périphériques

e Donneur avec sérologie CMV+ : indicateur de la présence du virus et donc des
Lymphocytes T anti-CMV. Les cellules d’intérét (Lt anti-CMV) ne sont présentes
que chez les patients ayant une sérologie positive pour le CMV.

e Donneur compatible avec receveur au niveau HLA (identique ou non avec le
donneur de CSH) : nécessaire a I’activité et sécurité du produit [5].

e >10° cellules mononuclées : pour permettre la sélection d’une quantité suffisante
de cellules d’intéréts, le procédé de production choisi ici utilise des quantités de
réactifs permettant de manipuler 10° cellules [47].

e Stérile

e Identifié : pour assure la tracabilité donneur / receveur

Les autres parametres étudiés chez le donneur et le receveur sont compilés dans le
Tableau 8 : Contréles du donneur” et le Tableau 9 : Contréles du receveur”. Ce prélévement
pourrait étre réalisé au Centre de Santé Médical de I’EFS-Nantes, en utilisant un protocole
proche de celui utilisé pour le prélevement de DLI (donor lymphocyt infusion). Ce

prélevement permet en effet d’obtenir le méme type de cellules que recherchées ici.
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3.5.2.  Produits entrant en contact avec les cellules

Selon les régles de Bonnes Pratiques [10], « Les PTA et les autres produits (ex. :
membranes de nitrocellulose, tubes, boites de pétri) entrant en contact avec les cellules sont
validés et satisfont a des spécifications et caractéristiques documentées. S’ils répondent a la
définition du dispositif médical, ils sont conformes aux exigences des articles L. 5211-3 et
suivants du code de la sante publique et R. 5211-1 du méme code. Si ces produits répondent a
la définition de PTA, ils doivent respecter les dispositions des articles R. 1261-1 a R. 1261-9

du méme code ».

Les éléments présentés ici ont donc été choisi en prenant compte de la réglementation
[10], les recommandations du fournisseur du kit de sélection [47] et en comparant les produits
utilisés par les différentes équipes ayant déja utilisé ce type de procédé (Tableau 10 :
publications présentant 1’utilisation de la colonne de séparation magnétique CliniMacs
(Miltenyi Biotec) pour la production de différents types de CTL. Antigenes, temps de contact

pour I’activation et milieux de cultures utilisés.

Milieux liguides en contact avec les cellules:

e RPMI 1640 : sans glutamine, sans HEPES, sans rouge de phénol, sans ATB, sans
pyruvate de sodium. Ce milieu de culture contient les éléments essentiels a la
survie des cellules pour une culture cellulaire de courte durée (16h).

e Sérum AB humain ou de sérum autologue utilisé pour les préparations de milieu
de culture & 10%, 2% et 0.5% : contient les éléments nutritifs nécessaires a la
survie des cellules

e CliniMACS PBS/EDTA buffer (Miltenyi Biotec): milieu permettant la

conservation des cellules

Reactifs :
e MACS GMP HCMV pp65 — recombinant protein (Miltenyi Biotec)
e CIliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma) (Miltenyi Biotec):
e Anticorps anti-CD45 conjugué a Anticorps anti-1FNy.

e Anticorps anti-IFNy conjugué a billes magnétiques.
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Consommables :
e CliniMACS tubing set (Miltenyi Biotec)

e Poches de transfert 600ml (MacoPharma)

e Poche de culture cellulaire 100ml perméable aux gaz: Cell Expansion Bag
(Miltenyi Biotec) : ces poches ont pour particularité de pouvoir augmenter leur
volume utile sans avoir a réaliser de manipulation de transfert. L’expansion
cellulaire en poche par rapport a expansion cellulaire en flasque est identique en
termes de multiplication cellulaire et d’activité. Ceci car les cellules en
multiplication sont en suspension et non en adhérence [71].

e Pre system filter (Miltenyi Biotec)

Des informations complémentaires sont présentés en annexes (Tableau 6: Matiéres
premieres process) : fournisseur, prix, mode de stérilisation... Il est ainsi possible d’estimer le
colit d’obtention de lymphocytes T anti-CMV a plus de 5000€ concernant matieres premieres
et consommables. Les principaux postes de dépense sont le prélevement de cellules
mononucléées (1315€), le kit de tubes utilisés sur la colonne CliniMACS (1311€) et les
protéines recombinantes pp65 nécessaire a la réactivation des cellules (3230€).
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3.6. Méthode:

3.6.1. Production

La méthode de production s’articule en 7 étapes principales résumées ici :

Prélevement CMIN:

prélevementde 10° cellules

Re-stimulation L, ex-vivo par protéine
hCMV-pp65 recombinante
(4-6h minimum, 37°C, 5-7% CO,)

Marquage cellules par
Ac anti-CD45 conjugués a Ac anti-IFNy
(5min, 0°C)

Marquage cellules par Ac anti-IFNy
conjugués a bille magnétique
(10min, 0°C)

Séparation magnétique
sur CliniMACS

CliniMACS,
Miltenyi Biotec

Produit fini: fraction positive:

L;anti-CMV CD8+/IFNy+ (cytotox.)
et CD4+/IFNy+ (helper)

[ SécrétionIFNy par les L; activés
‘ (45min, 37°C)

Figure 17: Principales étapes de production de lymphocytes T anti-CMV par sélection
immunomagnétique
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Le procédé de sélection des CTL anti-CMV est développé par I’équipe de ’'UMR 892. La
méthode de tri Miltenyi repose sur le principe de la capture des cellules T qui produisent de
I’interféron gamma aprés une stimulation peptidique. Ce procédé est proche d’étre standardisé
en conditions « recherche » avec des rendements satisfaisants, supérieurs a 75%. La pureté
varie en fonction du nombre de cellules de départ et du pourcentage de précurseurs. Ces
données obtenues par ’'UMR 892 doivent étre confirmées et adaptées lors du transfert

technologique sur I’automate Miltenyi.

Cette technique ne tue pas les cellules mais concentre les cellules mortes dans la fraction
positive, car ces derniéres fixent les anticorps de sélection de fagon non spécifique. La
viabilité cellulaire dosée est donc diminuée [76]. Le volume final du produit est de 1’ordre de
50mL. L’ensemble du processus de la réception des cellules a la cryopreservation peut étre

effectué en moins de 24h.

1) Préparation du prélévement: Prélévement de 10° CMN sur le prélévement initial.

1. Transférer au maximum 10° cellules du prélévement dans une poche transfert
600mL.

2. Ajouter du milieu de culture froid (4°C) jusqu’a atteindre S00mL.

3. Centrifuger a 200G pendant 10 minutes sans freinage.

4. Eliminer le surnageant en utilisant la presse manuelle aprés avoir connecté par
connexion stérile la poche de transfert a une autre poche de transfert 600ml vide.

5. Effectuer un second nettoyage en répétant les étapes 2 a 4.

6. Remettre en suspension les cellules dans un volume final de 100ml de milieu de
culture contenant 10% de sérum AB. Obtention d’une concentration <10’
cellules/ml.

7. Prélever 1ml pour les contrdles qualité ultérieurs (contréle négatif).
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2) Re-stimulation ex-vivo des Lt

Transférer les 100ml de cellules dans une poche de culture perméable aux gaz.

NB : la densité optimale est de 0.5-1x107 cellules/cm? et 10" cellules/ml.

Ajouter 1ml (1/100° du volume total) d’antigéne pp65 (MACS GMP HCMYV pp65-
recombinant protein) a I’aide d’une seringue.

Laisser incuber la poche de culture cellulaire & 37°C et 5-7% de CO; entre 4 et 6

heures. NB : temps optimal = 6h

3) Marquage des cellules par anticorps anti-CD45 conjugué a anticorps anti-IFNy.

6.

Transférer les cellules dans une poche de transfert de 600ml.

Remplir la poche jusqu’a 500ml avec du milieu de culture froid contenant 2% de
sérum AB.

Centrifuger les cellules a 300G pendant 10 minutes sans freinage puis éliminer le
surnageant comme vu précédemment.

Ajuster le volume a 10ml.

Ajouter 7.5ml d’ « IFN-gamma Catchmatrix Reagent » au culot cellulaire a 1’aide
d’une seringue.

Remettre en suspension les cellules et incuber pendant 5 minutes avec les Alcal®

NB : Cette premicre incubation permet la fixation de 1’anticorps anti-CD45 sur les

leucocytes. La température basse (4°C) limite la sécrétion d’IFN par les cellules

stimulées.

4) Sécrétion d’IFNy par les Lt activés

1.

2.

4.

Préparer 3 nouvelles poches de transfert avec 125 ml de milieu de culture chaud
(37°C) contenant 10% de sérum AB.

Ajouter 500ml de milieu de culture chaud (37°C) contenant 10% de sérum AB a la
poche contenant les cellules.

Distribuer 125ml de la suspension cellulaire résultante dans chacune des trois
nouvelles poches.

Ajouter 125ml de milieu de culture chaud (37°C) contenant 10% de sérum AB a la
poche de cellule « original ». On obtient alors 4 poches de transfert avec 250ml de

suspension de cellules & 10° cellules/ml.
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5. Incuber les cellules pendant 45 minutes a 37°C, avec une rotation continue lente
(max. 50 RPM).

NB : Le facteur de dilution important ainsi que I’agitation constante permettent de

séparer les cellules les unes des autres afin que I’IFN sécrété par une cellule se fixe sur

I’anticorps bivalent anti-CD45/anti-IFN déja fixe sur cette méme cellule.

6. Ajouter au moins 250ml de « CliniMACS PBS/EDTA Buffer » froid contenant
0.5% de sérum AB a chaque poche. Laisser les cellules refroidir en les placant sur
les Alcal® pendant 10 minutes.

7. Centrifuger les cellules a 300G sans frein pendant 10 minutes a 4°C puis éliminer
le surnageant.

8. Remettre en suspension les cellules et les laver avec du « CliniMACS PBS/EDTA
Buffer » froid contenant 0.5% de sérum AB :

e Attacher une des poches a la poche contenant le tampon PBS/EDTA par
connexion stérile.

e Apres avoir detaché la poche de tampon de la poche de transfert contenant les
cellules, connecter cette poche a une autre poche de transfert contenant des
cellules et recombine les deux suspensions.

e Répéter cette procédure jusqu’a ce que les suspensions de cellules des 4 poches
de transfert soient recombinées.

e Centrifuger les cellules a 300G sans freinage pendant 10 minutes a 4°C.

9. Conserver un échantillon pour évaluer le % de lymphocyte T IFN+ en haut de

colonne, avant enrichissement sur colonne.

5) Marquage des cellules par anticorps anti-IFNy conjugués a billes magnétiques

1. Eliminer le surnageant et ajuster le volume a 10mi.

2. Ajouter 7.5ml d’ « IFN-gamma Enrichment Reagent » au culot cellulaire a 1’aide
d’une seringue.

3. Remettre les cellules en suspension et incuber pendant 15 minutes avec les Alcal®
Remplir la poche avec du tampon PBS/EDTA froid et centrifuger & 300G sans
frein pendant 10 minutes a 4°C.

4. Eliminer le surnageant et remettre en suspension les cellules dans 100ml de
tampon PBS/EDTA froid.
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6) Séparation sur colonne, a I’aide du dispositif CliniMacs (Miltenyi Biotec)

Pour le réglage du CliniMACS Plus Instrument, le choix du programme de séparation et
I’installation des tubes (CliniMACS tubing Set), suivre les instructions détaillées dans le
manuel utilisateur du CliniMACS Plus Instrument [47].

e Connecter la poche de cellules et la poche contenant le tampon PBS/EDTA
contenant 0.5% de sérum AB aux tubes du CliniMACS tubing set.
o Séparer les cellules en utilisant le programme ENRICHMENT 3.2.

e Les cellules actives sont récupérées dans la poche de transfert.

7) Récupération des Fractions positive et négative

1. A la fin de la procédure, récupérer la fraction positive enrichie en lymphocytes T
IFNy+ dans une poche de transfert puis lavée par centrifugation (300 g, 10
minutes, +4°C) avec 100 ml de tampon PBS/EDTA contenant 0.5% de sérum AB
a+4°C.

2. Suivre la méme procédure pour la fraction négative.

3. Prélever 1mL sur chaque fraction afin de réaliser I’ensemble des controles qualité
du produit fini (numération, viabilité, cytométrie en flux, bactériologie,
amplification des cellules pour contréles qualité fonctionnels).

4. Une étape de cryopreservation peut-étre ajoutée si nécessaire

3.6.2.  Cryoconservation

Les cellules obtenues peuvent étre divisées en plusieurs doses de maniére aseptique en
poches correspondant aux quantités nécessaire pour le patient. La congélation pourra étre
réalisée en azote gazeux a I’aide du congélateur programmable de type Freezal (ALS) déja

utilisé a I’'UIC de Nantes pour la cryoconservation d’autres types de cellules comme les CSH.
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3.6.3.  Contrdle Qualité

Contrbles sur le prélevement (cf. Tableau 11 : Contrdle qualité du prélévement :) :

Les tests sur le prélevement sont identiques aux tests effectués actuellement pour les DLI
(CMN) a ’EFS de Nantes, hormis I’ajout d’un test de stérilité initiale étant donné la durée
importante des manipulations sur les cellules :

e Identification donneur (receveur)
e  Stérilité produit cellulaire (Ph. Eur. 2.6.27)
e Numération (automatique et manuelle) : cellules nucléées, plaquettes, globules
rouges
o Par cytométrie de flux : CD45+, CD3+, Viabilité cellulaire (test au 7-
AAD)

Controles in process (cf. Tableau 12 : Contrdle qualité in process)

Ces différents contrdles permettent le suivi de la sélection et du rendement du processus :
e Apres stimulation :
o Numération : cellules nucléées, plaquettes, globules rouges
o par cytométrie de flux: CD45+, CD3+, Viabilité cellulaire (test au 7-
AAD)
e Avant passage sur la colonne : Identité et pureté:
o Numération : cellules nucléées, plaquettes, globules rouges
o par cytométrie de flux : CD45+, CD3+, IFNy+, Viabilité cellulaire.

Controles du produit fini (cf. Tableau 13)

o ldentification donneur/receveur

o Sterilité (d’apres les recommandations de la Pharmacopée Européenne)
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o

Identité et pureté:
o Numération : cellules nucléées, plaquettes, globules rouges

o par cytométrie de flux :

= paramétres a étudier: CD45+, CD3+, IFNy+, CD4+, CD8+,
CD14+, Viabilité cellulaire.
= Cellules a identifier et quantifier :
o CD8+/IFNy+ (quantité, %, concentration)

o CDA4+/IFNy+ (quantité, %, concentration)

o Activité : Controles qualité fonctionnels réalisés sur cellules amplifiées (1-4

semaines) :
o Test de cytotoxicité : capacité a détruire les cellules infectées par CMV.

o Dosage des cytokines intracellulaires: conservation de la capacité a

sécréter de I’IFNy et IL-2 apres nouvelle stimulation par antigéne pp65
(perméabilisation par Brefeldine A).

Test de prolifération : capacité de multiplication en présence de 1’antigéne
Test de I’alloréactivité résiduelle : Culture mixte lymphocytaire. D’aprés
certaines publications, du fait d’une diminution importante de
I’alloréactivité par ce procédé de production [76], ce test ne s’avére pas
forcément utile [88]. D’autres indiquent le contraire, et certains produit

n’ont pu étre administré aux patients car trop alloréactifs [69].
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3.7. Main d’ceuvre:

Personnel formé et habilité a I’usage :

du CliniMACS® Plus Instrument

de la presse manuelle pour extraction du plasma
de la soudeuse pour connexion stériles

de la soudeuse pour souder tubulure

de la centrifugeuse

des balances et pesee

Personnel formé et habilité :

e au travail sous PSM
e au comportement en ZAC
e al’habillement en ZAC

Temps de travail estimé:

Etape Temps de travail (h)

Préparation des milieux liquids 1

Prélévement de 10° CMN sur le prélévement initial. 2

Re-stimulation ex-vivo des L+ par la protéine hCMV-
pp65 recombinante.
Marquage des cellules par anticorps anti-CD45 conjugué

1 (4 a 16h de stimulation)

a anticorps anti-1FNy. 1
Sécrétion d’IFNy par les Lt activés 2,5
Marquage des cellules par anticorps anti-1IFNy 1
conjugueés a billes magnétiques
Séparation sur colonne, a I’aide du dispositif CliniMacs 2
Récupération de la fraction positive 1
Total 115

Le schéma le plus adapté aux contraintes horaires des techniciens passent par des
manipulations sur 2 jours :
o J1:préparations des milieux, réception et prélévement des 10° cellules.
o Nuit entre J1 et J2 : stimulation 14-16h des cellules

o J2:marquage et séparation des cellules.
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3.8. Bilan de I'analyse du procédé

L’ensemble des éléments présentés ici permettent de mettre en évidence les points
importants du processus de production. Les conditions, le matériel et les consommables sont
compatibles pour la production de grade clinique. En effet, un soin particulier a été porté aux
spécifications des réactifs, milieux... Les différents éléments entrant en contact avec les
cellules portent un marquage CE en tant que DM ; la protéine hCMV-pp65 est produite en
condition GMP par Miltenyi Biotec; le processus se déroule en zone a atmosphére

controlée...

L’immunothérapie adoptive, avec le développement de techniques rapides et de grade
clinique fait maintenant partie des options thérapeutiques des infections post-greffes. Nous
avons pu montrer ici que la production de lymphocytes T anti-CMV en condition GMP (Good
Manufacturing Practice), grace au systeme CliniMACS de Miltenyi était réalisable dans un

contexte clinique.

Comme le met en évidence la Figure 18en annexe présentant le process du donneur au
receveur, celui-ci peut rapidement s’implanter au sein du circuit de thérapie cellulaire mis en

place autour et au sein de 1’UIC.

En effet, toutes les étapes en amont (sélection du donneur, prélevement des CMN,
transport, réception et enregistrement) et en aval (congélation, décongélation, transport,
injection au receveur) sont maitrisées car elles s’inscrivent comme des activités de routine de
I’UIC et des structures adjacentes. Une étape de développement et d’adaptation de certaines
méthodes de contréle qualité devra étre mise en place car ce procédé de production implique
des méthodes de contrdles spécifiques (dosage par cytométrie de flux non utilisés en routine,

activité cytotoxique...).

De plus, la grande majorité des éléments matériels et de matiéres premiéres sont a
disponibilité immédiate. Cependant, le « CliniMacs », piece centrale du processus n’est pas

encore disponible a I’'UIC de Nantes.

Un des autres points forts de cette méthode est qu’elle est rapide et permet en moins de 24
heures [54] I’obtention du produit fini, sans €tape de culture a proprement parler. On diminue

ainsi le délai entre le diagnostic de maladie a CMV et le traitement.
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Elle décrit I’obtention d’une thérapie cellulaire a la demande en un délai court sans
période d’expansion des cellules. Cette méthode s’inspire de plusicurs publications sur ce
procédé (Tableau 10: publications présentant 1’utilisation de la colonne de séparation

magnétique CliniMacs (Miltenyi Biotec) pour la production de différents types de CTL),
notamment les équipes de Rooney et Einsele [5] [6].
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Conclusion

Encore peu utilisée, I’immunothérapie adoptive a 1’aide de CTL se situe pour le moment
en complément des traitements médicamenteux classiques. Elle pourrait cependant venir lui
préter main forte voire la remplacer dans les cas de résistance aux antiviraux. De plus, son

colut d’obtention est en train de diminuer.

Elle ouvre également la voie au traitement d’autres pathologies, grace a la caractérisation
moléculaire d'antigénes spécifiques tumoraux et de la production de réactifs spécifiques
permettant d'identifier et d'isoler les lymphocytes T qui reconnaissent ces antigenes [5]. Cette
potentialité d’activité a d’autres pathogénes (EBV [89], ADV [90], Aspergillus [91]... (cf.
Tableau 10) voire multi-virus [46], permet d’envisager une forte croissance de 1’immuno-

thérapie adoptive a moyen-long terme.

La possibilité de congeler, créer une banque de CTL et d’utiliser ces produits pour
plusieurs patients compatibles est une autre étape, que certaines équipes ont déja franchi [77].
Ces banques permettent d’avoir a disposition des cellules « prétes a I’emploi » et donc une

réactivité encore plus importante.

Ces différentes perspectives permettent donc d’envisager le développement rapide de ces
produits. Au sein de I’EFS, le procédé de tri cellulaire par CliniMACS n’a finalement pas été
retenu : seules les étapes d’expansion cellulaire en poche d’expansion seraient conservées. Le
reste du procédé resterait identique a ce qui a été présenté précédemment. Le temps de
production passe cependant a 18 jours, contre 2 préecédemment car il y a désormais deux
phases de stimulation/expansion pour permettre 1’obtention de quantités plus importantes de

cellules d’intéréts.

Le projet se porte désormais vers la création d’une banque de CTL obtenu a partir de
donneurs homozygote sur un certains nombre d’alléles et nécessite donc la production de
quantités plus importantes de cellules. La création d’une banque a partir de ces all¢les confére
une couverture de 80% de la population caucasienne. Le projet comprend également la
transposition du procédé au sein de I’ABG et I’achat d’un PSM dédié a la thérapie cellulaire

pour une des suites de production de ce site pharmaceutique.
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Une nouvelle indication des CTL dirigés sera également testée : comme adjuvant dans le
traitement du glioblastome, apres résection chirurgicale de la tumeur suivi d’une injection

intracranienne de CTL.

Suite a 1’autorisation par ’ANSM en février 2014 d’accorder le statut d’établissement
pharmaceutique pour la fabrication de produit de thérapie cellulaire, Atlantic Bio GMP, peut
libérer ces produits avec le statut de médicaments. Cette unité peut désormais proposer aux
équipes souhaitant produire ces MTI (médicaments de thérapie innovante) la fabrication
d’unités nécessaires aux phases cliniques I et II. Il posséde déja le statut d’établissement

pharmaceutique depuis 2012 pour la Fabrication de produits de thérapie génique.

L’EFS maitrise actuellement les étapes en amont et en aval de la production des CTL
(Figure 18). En mettant en place la production avec éléments présentées dans cette these,
I’EFS possédera tous les éléments nécessaires a 1’atteinte de 1’objectif de production en

condition pharmaceutique des CTL pour des études cliniques.
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Figure 18 : Place du procédé dans le circuit de thérapie cellulaire de Nantes
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Annexes

Tableau 5 : Synthése des traitements antiviraux utilisés contre le CMV:

Molécule Mode Administration Indications Effets indésirables Notes
d’actions

Aciclovir et prodrogue | 1,2 VO (IV possible) Prévention des infections a Céphalées, nausées et | Moins actif sur le

CMV vomissement CMV que sur les

autres Herpes virus
Ganciclovir et 1,2 IV (biodisponibilite Rétinite 8 CMV, infection a Toxicite
prodrogue orale <10%) CMYV chez I'immunodéprimé en | hématologique :
VO pour prodrogue 2°™ intention neutropénie,
thrombopénie.

Foscarnet 1,3 vV Infection a CMV chez le sujet Néphrotoxicité

immunodéprimé, rétinite a CMV

en 2°™ intention
Cidofovir 1 AV En 2°™ intention : infection a Néphrotoxicité

CMV chez le sujet
immunodéprimé, rétinite a CMV
résistante aux autres traitements

1 : Inhibition de I’ADN polymérase virale
2 : Incorporation a I’ADN viral
3 : Inhibition de la transcriptase inverse
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Tableau 6 : Matiéres premieres process

Type Produit Fournisseur Référence Quantité | Prix/unité | Remarques | Stérilisation
CliniMACS tubing set Miltenyi Biotec | 161-01 1 1311 CE R?
Poche de transfert 600ml MacoPharma VSE 4002XA 10 2.83 CE 0459 R
Poche de culture cellulaire 200ml Miltenyi Biotec | 200-074-101 1 ?? CE R?

«» | perméable aux gaz
g | Pre system filter Miltenyi Biotec | 181-01 1 ?? CE EO?
]
&8 | Samplings (sites d’injections) Terumo TC*MP 4 0.50 CE EO
Q
© (25€/ 50)
E | Seringues 1ml BD 300013 1 CEO0318 |R
o
(72)
§ 10ml BD 302188 4 CE0318 |EO
50ml B.Braun 4617509F PZN- 2 CE 0123 EO
0570068 Luer Lock
Aiguilles d’aération (prises d’air) B.Braun 4190050 5 44€/100 | CE 0197 EO
Aiguilles de transfert BD 305180 7 28€/100 | CE 0050 R
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Type Produit Fournisseur Réfeérence Quantité Prix Remarques | Stérilisation
RPMI 1640 w/o RP w/o HEPES Sigma-Aldrich | R8758 2.5L 51.30€ test Filtration
2 w L-Glutamine pour endotoxine | stérilisante
) 6*500ml
o | Sérum AB humain EFS-IDF, site | NB: 135mL 135.98€ Frais Reépartition
'j: de Rungis enregistrement E- /200 mL congelé a | stérile ?
D 828 de I’EFS-IDF -35°C
= | PBS/EDTA Buffer Miltenyi 700-25 3L 61.43€ CE Certificate
= Biotec Jpochede | (01237) | de stériliteé
1L
protéine recombinante pp65 Miltenyi 130-093-435 ImL 3230€ pour | Pour Certificate
Biotec (1 unité) | I’activation | process de | de stérilité
MACS GMP HCMV pp65-Recombinant de 10° culture
Protein cellules cellulaire
exX-Vivo
2 CliniMACS Cytokine | Anticorps anti-CD45 Miltenyi 130-091-329 7.5mL 255.4€ CE Certificate
g Capture System conjugué a Anticorps Biotec (1 unité) (2554€ (0123?) de stérilité
& | (IFNy) anti-IFNy pour 100
séparation)
Anticorps anti-IFNy 7.5mL
conjugué a billes (1 unite)
magnétiques
Source | Prélévement de cellules mononucléées : EFS Par 1315€
de prélevement et contrdle qualité. Nantes prélevement
CTL
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Tableau 7 : Mateériel process

Matériel

Fournisseur (modele, ref)

Remarques

CliniMACS® Plus Instrument

Miltenyi Biotec (151-01)

Matériel non disponible a I’'UIC-Nantes

Marquage CE pour usage clinique

Systéme pour connexion stérile

Terumo (TSCD-II)

Soudeuse pour tubulure PVC

Fresenius NPBI (Composeal Mobilea)

Marquage CE comme dispositif médical

Centrifugeuse

Jouan (KR4i)

Presse manuelle

Fenwal

Balance

Sartorius (1403 MP8)

Pince a stripper

Fisher Bioblock Scientific

Alcal (4°C, 20*14cm)

ISOS

Clamps

Agitateur pour poches

Heidolph, Polymax 1040
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Tableau 8 : Controéles du donneur

Parametre biologique contr6lé

Meéthode de controle

Résultat attendu

sérologie CMV /CHU Nantes

Dosage 1gG CMV par méthode de
Liaison DiaSorin

Positif (>0.6Ul/ml)

Sérologie HIV 1-2 /CHU Nantes ELISA (Architect, Abott) Négatif
Antigéne P24 (VIDAS, Biomérieux) | Négatif
Sérologie HTLV 1-2 /CHU Nantes Architect, Abott Négatif

Sérologie de I’hépatite B /CHU Nantes

Antigéne HBs
Anticorps HBs

Anticorps HBc

Négatif (sauf dérogation)

Négatif (sauf dérogation, ou positif si Ag HBs et
Ac HBc négatif)

Négatif (sauf dérogation)

Sérologie de I’hépatite C /CHU Nantes

Architect, Abott

Négatif (sauf dérogation)

Sérologie EBV /CHU Nantes

Liaison DiaSorin

A titre indicatif

Sérologie Syphilis /CHU Nantes

VDRL Latex, OXOID
TPHA/ELISA, BIO-RAD

A titre indicatif

Sérologie toxoplasmose /CHU Nantes IgG et IgM A titre indicatif
Groupage HLA /EFS Nantes ou centre donneur ?2? Compatible avec le receveur
??

Groupe ABO Rhésus phénotype Kell, recherche
d'agglutinines irréguliéres /EFS Nantes ou centre
donneur

Pas de spécifications, mais attitude a adopter
différente si incompatibilité majeur ou mineur

DGV

Tableau 9 : Controles du receveur

Parametre biologique controlé

Méthode de contrble

Résultat attendu

Groupage HLA /EFS Nantes ou centre donneur

Geénotypage

Compatible avec le receveur

Groupe ABO Rhésus phénotype Kell, recherche
d'agglutinines irréguliéres /EFS Nantes ou centre
donneur

Immuno-hématologie

Pas de spécifications, mais attitude a adopter
différente si incompatibilité majeur ou mineur
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Tableau 10 : publications présentant 1’utilisation de la colonne de séparation magnétique CliniMacs (Miltenyi Biotec) pour la production de
differents types de CTL. Antigénes, temps de contact pour 1’activation et milieux de cultures utilisés

Cible Source d'antigéne Temps de contact milieu de culture Réference Année
CMV Pp65 couplé a Streptamer CMH-I >12h ? [92] 2014
CmMvV peptides: PepTivator CMV 12-16h (overnight) RPMI1640 10%AB [54] 2011
CmMvV protéine: recombinant pp65 12-16h (overnight) RPMI1640 10%AB [54] 2011
ADV peptide: HAdV hexon protein- 6h RPMI1640 10%AB [90] 2010
spanning peptide pool
CMV protéine: recombinant pp65 16h RPMI1640 10%AB [5] 2010
EBV peptide: EBV peptide mix 12h RPMI1640 10%AB [89] 2010
Aspergillus water soluble cellular extract 12-16h X-vivo 10 medium 10% [91] 2009
heat-inactivated GMP
human serum
ADV peptides: PepTivator-ADV5 Hexon 6h RPMI1640 10%AB [76] 2009
CmMvV peptide: peptide pool 6h ? [56] 2009
ADV et CMV virus recombinant, monocyte 16-18h RPMI1640 45 % Click’s [46] 2008
presenting pp65 medium 5%AB
CMV protéine : recombinant pp65 12-16h (overnight) ? [6] 2007
ADV protéine: adenoviral antigen type C 16h RPMI1640 10%AB [93] 2006
CmMmvV Pp65 recombinant 16h RPMI1640 10%AB [57] 2004
CMV peptides: HLA-restricted CMV 12-16h (overnight) RPMI1640 10%AB 500 [55] 2004
synthetic peptides from pp65 and IE IU/mL penicillin G, and
500 g/mL streptomycin
CmvV CMV lysate 10 jours RPMI1640 10%AB [43] 2002
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Tableau 11 : Controéle qualité du préléevement :

Test Méthode Spécifications ou résultats
Stérilité Ph.Eur. 2.6.27. . .
N . . . . . Négatif
/EFS Nantes Controle microbiologique des produits cellulaires
L Leucocytes Ph.Eur. 2.7.29. (automate et manuelle) >10°
Numération Plaquettes (automate et manuelle)
/EFS Nantes au u u

Atitre indicatif

Globules rouges

(automate et manuelle)

Atitre indicatif

Dosage des CDA5+
JEFS Nantes

Ph.Eur. 2.7.23.
Numération des cellules CD34+ et
CD45+ des produits hématopoiétiques

>10°

Dosage des CD3+ Ph-Eu": 2-_7-24 Cvtométrie de flux Atitre indicatif
/EFS Nantes Cytometrie en Y (suivi de purification)
flux
Viabilité cellulaire Ph.Eur. 2.7.29. .
/EFS Nantes Numération et viabilité des cellules >90%
nucléées

Tableau 12 : Contréle qualité in process

Test

Numeération

Leucocytes

Ph.Eur. 2.7.29. (automate et manuelle)

Méthode

Spécifications ou résultats
10° +/- 20%

/EFS Nantes Plaquett

es

(automate et manuelle)

A titre indicatif

Globules rouges

(automate et manuelle)

A titre indicatif

Dosage des CD45+
/EFS Nantes

Dosage des CD3+
/EFS Nantes

Ph.Eur. 2.7.23.
Numeération des cellules CD34+ et
CD45+ des produits héematopoiéetiques

10° +/- 20%

Ph.Eur. 2.7.24
Cytomeétrie en

Viabilité cellulaire
/EFS Nantes

Atitre indicatif
(suivi de purification)

flux

/EFS Nantes

Dosage IFNY* (avanséparation magnétique)

Ph.Eur. 2.7.29.
Numeération et viabilité des cellules
nucléées

>90%

Atitre indicatif
(suivi de purification)

Tableau 13 : Controéle qualité du produit fini
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Test Méthode Spécifications ou résultats
Stérilité Ph.Eur. 2.6.27. A
R : ) , ; ) Négatif
/EFS Nantes Contréle microbiologique des produits cellulaires
Viabilité Ph.Eur. 2.7.29. >70%
|dentité CDA45+ Ph.Eur. 2.7.23. >10%8
et pureté D3+ Ph.Eur. 2.7.24 >30%
JEFS S Cytométrie en CD8+/IFNy+
Nantes CD4+ flux CDA4+/IFNy+
IFNy+ >5%, >10°, >10*/kg
CD14+ Eliminé de fraction CD4+
Cytotoxicité Réalisés sur | Capacité a détruire les cellules infectées par CMV Positif
Activité Prolifération cellules Capacité de multiplication en présence Ag pp65 Positif
/22 Sécrétion amplifiées Conservation capacité sécrétion IFNy et IL-2 Positif
cytokines (1-4 aprés nouvelle stimulation par pp65
Alloréactivité semaines) Culture mixte lymphocytaire Négatif
NB : en rouge = éléments non maitrisés
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