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Article abstract

Gene therapy is a new therapeutic strategy which can constitute in some
diseases a true alternative or a complement to the “classical treatments”.
Regarding the innovative features, the complexity and the extreme diversity of
the gene therapy products (naked DNA, synthetic vectors, viral vectors,
genetically modified cells), these new products presently in clinical trials have
to be precisely evaluated and controlled for their medicine quality as well as
their biological origin and/or their specific characteristics of genetically
modified organisms. The French Agency for the Safety of Health Products
engaged an in-depth scientific review concerning the control of this very
heterogeneous class of potential therapeutics through the creation of a
working group. The objectives of this group were to determine the testings to
be performed by a national authority for each type of gene therapy products
and to select the appropriate techniques or methods to be developed. Controls
considered as essential are listed and include the verification of the identity,
the purity, the transfer and expression efficiency as well as the microbiological
and viral safety of the products. This implies the development of diverse
techniques of molecular biology, cellular biology, physico-chemistry, animal
testing, histology and microbiology. Finally, in order to define the basis of
testings of these emerging products, the marketing of which should be effective
for some of them in the next years, it appears extremely important to
harmonize the quality, efficiency and safety criteria, to develop specific
references and standards and to create specific guidelines for the control of
gene therapy products.
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> La thérapie génique est une nouvelle stratégie
thérapeutique qui peut constituer dans certaines
indications une alternative ou un complément aux
traitements « classiques ». Malgré le succes récent
obtenu en France dans le traitement d’un déficit
immunitaire, confirmant que la thérapie génique
peut se révéler, dans certains cas, extrémement
efficace, la survenue d’effets secondaires graves
dans ce méme essai, ainsi que le déces d’un jeune
patient au cours d’un essai de thérapie génique
mené aux Etats-Unis mettent Paccent sur la néces-
sité de rester tres vigilant quant au bien-fondé des
essais (évaluation du protocole) et a la qualité des
produits administrés au patient. €n France, cette
mission est confiée aI’Agence francaise de sécurité
sanitaire des produits de santé, autorité nationale
chargée de garantir la sécurité sanitaire de I'en-
semble des produits de santé. La thérapie génique,
actuellement en phase d’essais cliniques, est une
approche thérapeutique innovante rendue possible
par "amélioration des systémes permettant de
transférer et d’exprimer un gene dans des cellules
eucaryotes et grace aux progrés acquis dans la
connaissance, au niveau génétique, de certaines
maladies. Le géne transféré étant alors assimilé a
un médicament, on parle dans ce cas d’ADN médi-
cament ou de geéne thérapeutique. <
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taire (Loi n® 98-535 du 1" juillet 1998).

L’AFSSAPS, qui est placée sous la tutelle du ministere de
la Santé, a remplacé en 1998 I’Agence du médicament,
augmentant par la méme son champ d’action puisque ses
missions portent sur ’ensemble des produits de santé ou
a finalité sanitaire et cosmétique et concernent donc
aussi bien les médicaments chimiques que les vaccins, les
protéines recombinantes, les produits sanguins labiles,
les organes et tissus, les produits de thérapie génique et
cellulaire, les réactifs de laboratoire, les dispositifs
médicaux et les produits cosmétiques. L'AFSSAPS inter-
vient en évaluant sur dossier les produits avant leur com-

Comme c’est le cas pour tout médicament amené a étre
administré a un patient, la qualité, I'efficacité et la
sécurité du produit de thérapie génique doivent étre éva-
luées et controlées. Ce role incombe a I’Agence frangaise
de sécurité sanitaire des produits de santé (AFSSAPS), un
des rouages essentiels du dispositif de sécurité sanitaire
francais (Figure 1), constitué par ailleurs de I’AFSSA
(Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments) et
de I'InVS (Institut de veille sanitaire), "ensemble étant
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mercialisation (cette évaluation pouvant déboucher sur
une « AMM », autorisation de mise sur le marché); elle
inspecte aussi les sites de production et de manipulation
des produits de santé, afin de vérifier que ces produits
sont fabriqués et utilisés dans le respect des bonnes pra-
tiques et des réglementations en vigueur, et contréle le
produit en laboratoire pour s’assurer de sa qualité phar-
maceutique. Cette derniere mission est prise en charge,
de fagon programmée ou en urgence, par la Direction des
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() mss laboratoires et des contrdles (DLC) au sein de ses propres
1999, n° 5, laboratoires situés a Saint-Denis, Lyon et Montpellier/

p- 591 Vendargues.

La thérapie génique

La thérapie génique repose sur quatre éléments fonda-

mentaux: le géne transféré, le vecteur utilisé pour véhi-

culer le gene, la cellule cible et la méthode de transfert.

Le géne transféré peut étre de différentes natures, prin-

cipalement:

+ un géne normal codant pour une protéine fonctionnelle
faisant défaut chez le patient (maladie génétique);

- un géne « tueur » (également appelé géne suicide) dont
le transfert, souvent associé a l'administration au
patient d’'une chimiothérapie, va conduire a la mort de
la cellule, cancéreuse le plus souvent, dans laquelle il
s’exprime;

- un gene codant pour une molécule physiologique agis-
sant & distance comme les cytokines (immunothérapie
du cancer);

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

- un géne marqueur permettant d’évaluer Pefficacité du
transfert et de suivre le devenir d’'une population cellu-
laire donnée.

Pour véhiculer ces différents genes d’intérét, plusieurs
types de vecteurs sont actuellement utilisés chez ’lhomme. Il s’agit de
vecteurs viraux (vecteurs dérivés notamment de rétrovirus murins,
d’adénovirus, de poxvirus et de virus adéno-associés), de vecteurs plas-
midiques ou de complexes plasmides/vecteurs synthétiques (principale-
ment lipides cationiques et polyméres cationiques).

Le choix des cellules ciblées par ces vecteurs est généra-

venir dans plus de 75 % des cas des vecteurs dérivés de
virus ou des cellules génétiquement modifiées par des
vecteurs viraux (Figure 2). Depuis 1989, date de la pre-
miére autorisation d’essai clinique de thérapie génique,
600 essais (dont 5 de phase 1I/1ll et 4 de phase )
concernant 3494 patients ont été réalisés ou sont en
cours dans le monde [1, 2].

Bien que le bilan des essais cliniques réalisés chez
I’homme durant ces dix derniéres années soit relative-
ment décevant, la stratégie méme de transfert de gene
n’est pas, a ce jour, remise en question.

L'analyse des résultats obtenus au cours des essais a en
revanche permis d’identifier certains écueils, en particu-
lier la toxicité et la relative inefficacité des premieres
générations de vecteurs. Si I'heure est aujourd’hui a
I’amélioration de I'efficacité et de I'innocuité des pro-
duits développés, la poursuite des essais cliniques
nécessite de rester tres vigilant quant a la qualité phar-
maceutique des produits de thérapie génique.

Cadre réglementaire, guides et recommandations

[l existe un arsenal de textes législatifs encadrant la thé-
rapie génique et les produits de thérapie génique [3].

€n premier lieu, la loi 96-452 du 28 mai 1996 définit pour
la premiére fois les produits de thérapie génique comme
des « produits biologiques a effet thérapeutique visant a
transférer du matériel génétique ». Le décret d’applica-
tion a été par ailleurs publié (décret 2001-909 du 1°
octobre 2001).

Le produit de thérapie génique, de sa fabrication a son
administration au patient, est, de par sa nature et sa

lement lié a la maladie et/ou a I'organe concerné,

sachant que les maladies qui font actuellement I'objet de Agence Francaise Agence Francaise
ces protocoles peuvent étre des déficits héréditaires de Sécurité Sanitaire de Sécurité Sanitaire
( iscid déficits i . ), d ladi des Produits de Santé des Aliments
mucoviscidose, déficits immunitaires...), des maladies (AFSSAPS) (AFSSA)

infectieuses (Sida, hépatite B), des cancers.

Deux méthodes de transfert sont utilisées dans les proto-
coles: le transfert in vivo qui consiste a injecter directe-
ment, au niveau de "organe ou du tissu cible, le produit
de thérapie génique et le transfert ex vivo qui consiste a
transfecter in vitro des cellules (autologues, allogé-
niques ou xénogéniques) avec un vecteur portant le géne
d’intérét, puis a implanter ces cellules génétiquement
modifiées (CGM) chez le patient (Figure 2).

€n France, a ce jour, 53 demandes d’essai clinique en thé-
rapie génique ont été déposées, 34 ont été acceptées, 9
refusées (dossiers incomplets), 10 sont en cours d’ins-
truction ().

Ces protocoles concernent majoritairement le traite-

N/

Comité National
de Sécurité Sanitaire

Institut de Veille
Sanitaire
(Invs)

ment de cancers (PlUS de 60 % des ESSUiS) et font inter- Figure 1. Dispositif de sécurité sanitaire en France.
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fonction, soumis aux différents textes législatifs portant
sur les organismes génétiquement modifiés (OGM), les
agents biologiques ou le médicament (Tableau /).

€n tant que produit obtenu par des procédés biotechno-
logiques, son autorisation de mise sur le marché (AMM)
devrait suivre la procédure européenne dite centralisée,
qui accorde une autorisation unique de commercialisa-
tion du produit pour ’ensemble des pays de I’'Union
européenne.

Par ailleurs, il existe un certain nombre de guides et de
recommandations frangais, européens et étasuniens
portant sur les produits de thérapie génique au service
des différents acteurs du développement de la thérapie
génique: industriels, promoteurs d’essais, cliniciens.

Controles en laboratoire de la qualité
du produit de thérapie génique

Comme pour tout autre médicament, le fabricant d’un
produit de thérapie génique doit s’assurer au cours de la
production de la qualité et de la sécurité de chaque lot de
produit destiné a étre administré a un patient. ’Agence
frangaise de sécurité sanitaire des produits de santé
(AFSSAPS), qui dispose de ses propres laboratoires,
contréle également ces produits. Les contrdles peuvent
étre effectués avant ou apres I’AMM.

€n raison du caractere innovant de cette nouvelle
approche thérapeutique, il n’existe pas encore de réfé-

rentiel de controle de la qualité des produits de thérapie
génique, comme par exemple des monographies de la
pharmacopée européenne. Aussi, afin de participer a
I’établissement de ces référentiels, I’AFSSAPS a réuni un
groupe de travail « Contrdles des produits de thérapie
génique », constitué d’experts extérieurs [4, 5], et de
scientifiques de I’AFSSAPS. Ce groupe a émis des proposi-
tions sur les contrdles devant étre réalisés par une auto-
rité nationale indépendante, en vue de garantir la « qua-
lité pharmaceutique » des produits de thérapie génique.
La réflexion s’est articulée autour de quatre « familles »
de produits de thérapie génique: les plasmides, les com-
plexes plasmides/vecteurs synthétiques, les vecteurs
viraux, les cellules génétiquement modifiées (CGM) avec
le cas particulier des CGM encapsulées.
Comme pour ’ensemble des produits de santé contrélés
par un laboratoire national de controle, les contréles retenus en matiere
de thérapie génique concernent en majeure partie le produit qui sera
administré au patient, c’est-a-dire le produit fini, méme si le contréle
de certains « produits intermédiaires » de la production ne peut étre
exclu, notamment dans un domaine ou les techniques restent a mettre
au point et/ou montrent une sensibilité limitée.
Les contrdles jugés prioritaires dans le cadre d’une mission de contréle
des produits de thérapie génique par une autorité nationale incluent
notamment la qualité (identité et pureté), I’activité biologique (effi-
cacité de transfert et d’expression, et fonctionnalité de la protéine
codée par le transgéne), la stérilité et certains éléments de sécurité
des produits.

Les méthodes les plus cou-

IN VIVO

Particules virales

\

\Transfectian

ramment utilisées pour

EXVIVO L ~
réaliser ces contréles sont
- présentées sur les Ta-
Cellule cibles bleaux I1, Il et IV (respec-

tivement contrdles des
plasmides et des vecteurs
synthétiques, contrdles des

Inoculation Implantation Vecteurs vecteurs viraux et controles
Plasmide nu i vrau des cellules génétiquement
- modifiées). Bien entendu,
Vecteurs ) L
synthétiques cette liste est amenée a
Cellules génétiquement i E\{oluer en fonction des
Vecteurs modifiées (cGM) ~ Plasmide développements de nou-
synthétiques velles techniques plus sen-
APPROCHE IN VIVO APPROCHE £X VIVO TOTAL sibles et plus perfor-
mantes.
Plasmides 5,7% CGM (plasmides) 57% 11,3 %

Plasmides + Vecteurs synthétiques 11,3 % CGM (vecteurs synthétiques) 1,9 % 13,2 % Contrdles généraux
Vecteurs viraux 52,8% CGM (vecteurs viraux) 2,6%  755% Certains contrdles portent
TOTAL 69,8% TOTAL 30,2 % sur la stérilité des produits

Figure 2. Produits de thérapie génique utilisés dans les essais cliniques.
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tels que la recherche des
contaminants bactériolo-
giques et fongiques, la
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détection des mycoplasmes et la
recherche d’endotoxines. Ils sont réalisés
systématiquement quelle que soit la
nature du produit analysé.
La vérification de I'intégrité du matériel
génétique transféré se fera sur chaque lot
clinique par séquencage, seule technique
pouvant garantir qu’aucun réarrange-
ment n’est apparu au cours de la produc-
tion. Le degré de séquengage variera
selon le produit (totalité de la séquence
pour les plasmides, séquence des régions
d’intérét pour les vecteurs viraux et les
cellules génétiquement modifiées)

Uactivité des produits de thérapie

génique sera évaluée systématiquement

in vitro par quantification du niveau d’ex-
pression du transgene:

- apres transfection dans des lignées
témoins pour les plasmides et les com-
plexes plasmides/vecteurs synthétiques;

- apres infection de lignées permissives
pour les vecteurs viraux;

« dans les cellules génétiquement modi-
fiées destinées a étre greffées chez les
patients.

Le nombre de copies de génomes viraux
présents dans les cellules in vitro pourrait
parallelement étre estimé a I'aide de la
PCR en temps réel.
Enfin, pour les plasmides et les complexes
plasmides/ vecteurs synthétiques, des
tests in vivo sur petit rongeur seront réa-
lisés, "efficacité de transfert et d’expres-
sion dépendant fortement du tissu ciblé
pour I’expression du transgene.

Contrdles spécifiques

Certains contréles spécifiques d’une
famille de produits ou utilisant des
méthodes particuliéres peuvent varier
selon la nature du produit.

Tableau 1. Cadre réglementaire et recom-
mandations. CGG: Commission de génie géné-
tique; FDA: Food and drug administration; CBER:
Center for biologics evaluation and research;
NIH: National institutes of health; RAC:
Recombinant DNA advisory committee; EMEA:
European medicine evaluation agency; CPMP:
Committee for proprietary medicinal products;

OMS: Organisation mondiale de la Santé.

M/Sn®4, vol. 19, avril 2003

TEXTES REGLEMENTAIRES

Produit de thérapie génique
« Loin® 96-452 du 28 mai 1996 Titre IV - Article L.676-1: Définition, essais cliniques,
agréments d’établissements.
+ Décret n® 2001-909 du 1 octobre 2001: cellules, produits de thérapie génique et
cellulaire - autorisations.
Agent biologique
- Décret 94-352 du 4 mai 1994: Protection des travailleurs exposés a des agents
biologiques.
« Arrété du 13 aolit 1996: Mesures techniques de prévention, notamment de confinement...
Organisme génétiquement modifié (OGM)
+ Loi 92-654 du 13 juillet 1992: Contrdle de I'utilisation et de la dissémination des OGM.
+ Décrets 93-773 et 93-774 du 23 mars 1993: Contrdle de I'utilisation et de la dissémination
des OGM, Critéres de classement.
« Arrétés du 27 décembre 1994 et du 28 aolit 1996: Demande d’agrément d’utilisation
confinée d’0GM.
« Décret 95-1172 du 6 novembre 1995: Autorisation de dissémination volontaire de
médicament (...) composé (...) d’OGM.
« Arrété du 28 aolit 1996: Dossier d’agrément.
Produit obtenu par procédés biotechnologiques
+ Reglement CEE n° 2309/93: Procédure centralisée d’autorisation de mise
sur le marché (AMM).
- Communication 98/C 229/03 (22/07/98) : Procédures communautaires d’AMM
des médicaments.

GUIDES ET RECOMMANDATIONS

CGG (www.recherche.gouv.fr)

« Principes de classement et guides officiels de la Commission de génie génétique (2000).

FDA/CBER (www.fda.gov/cber)

« Point to consider in human somatic cell therapy and gene therapy (1991).

« Point to consider in the production and testing of new drugs and biologicals produced by
recombinant DNA technology (1985).
Supplement Nucleic acid characterization and genetic stability (1992).

« Point to consider in the characterization of cell lines used to produce biologicals (1993).

« Application of current statutory authorities to human cell therapy product and gene
therapy products (1993).

« Point to consider in the design and submission of protocols for the transfer of
recombinant DNA molecules into the genome of one or more human subjects (1996).

« Point to consider on plasmid DNA vaccines for preventive infectious disease indications
(1996).

« Guidance for human somatic cell therapy (1998).

NIH/RAC (www.nih.gov)

« NIH guidelines for research involving recombinant DNA molecules.

EMEA/CPMP (www.emea.eu.int)

- Safety studies for gene therapy products. Annex to note for guidance on gene therapy
product quality aspects in the production of vectors and genetically modified somatic
cells (1998).

« Note for guidance on the quality, preclinical and clinical aspects of gene transfer
medicinal products (2001).

« Point to consider on the manufacture and quality control of human somatic cell therapy
medicinal products (2001).

OMS

« Guidelines for assuring the quality of DNA vaccines (1998).
United States Pharmacopeial Convention

« Pharmacopeial previews: cell and gene therapy products (2000).




Plasmides sés au cours de la purification (bromure d’éthidium, chlorure de césium

Les impuretés susceptibles de contaminer les prépara-  par exemple) et d’éventuelles traces d’antibiotiques utilisés au cours de
tions de plasmides sont I’ADN et "ARN bactériens rési-  la production. L’électrophorese en gel d’agarose ou de polyacrylamide et

duels, des contaminants protéiques (ribonucléase exo- I'analyse spectrophotométrique, qui donnent une idée générale de la
gene, protéines bactériennes), certains composés utili-  pureté des préparations, peuvent étre complétées par des tests quanti-

PLASMIDES
Identité
Identité de I'ADN Séquencage
Carte de restriction
Concentration de I'ADN Photométrie
Topologie de I'ADN électrophorése en gel d’agarose
Pureté
Détection ADN simple brin Electrophorése en gel d’agarose
HPLC
Détection ARN bactérien contaminant Electrophorése en gel d’agarose
HPLC
Détection ADN génomique bactérien contaminant Southern blot
Détection protéines contaminantes Photométrie
Colorimétrie
SDS-PAGE
électrophorése en gel d’agarose
Détection phénol, sels contaminants Spectrophotométrie
Détection antibiotiques résiduels Dosage antibiotiques
Activité
Expression de la protéine d'intérét in vitro SDS-PAGE
Western blot
ELISA

Immunocytochimie
Cytométrie de flux

Expression de la protéine d'intérét in vivo Immuno-histochimie
SDS-PAGE
Western blot

Fonctionnalité de la protéine d'intérét si modéles cellulaires ou animaux
Sécurité/Sterilité

Recherche contaminants bactériens et fongiques  Test de stérilité

Recherche endotoxines €ndotoxines (LAL)

Recherche mycoplasmes Culture en milieux spécifiques

Cultures cellulaires
Epifluorescence

PCR
VECTEURS SYNTHE’TIQUES*
Identité et pureté
Identité vecteur synthétique HPLC

Chromatographie couche mince
Rendement complexation et stabilité complexe HPLC

Pureté vecteur synthétique HPLC
Chromatographie couche mince

Tableau Il. Contréles des plasmides et des vecteurs synthétiques. * Les controles
spécifiques aux vecteurs synthétiques sont indiqués. Ces vecteurs étant admi-
nistrés sous forme de complexes plasmide/vecteur, ces contrdles completent

ceux listés pour les plasmides.
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tatifs comme une analyse par HPLC (chromatographie
liquide a haute performance) (ARN), des dosages colori-
métriques (protéines) et des dosages d’antibiotiques
résiduels.

Vecteurs synthétiques

L'analyse par HPLC pourrait constituer une méthode de
choix permettant de contrdler I’identité de I"ensemble
des vecteurs synthétiques. Pour les lipides cationiques,
la réalisation d’'une chromatographie sur couche mince
de silice peut étre envisagée.

€n raison du risque de dissociation, de dégradation ou
de formation d’agrégats, il convient de contréler la sta-
bilité du complexe ADN/vecteur. Une HPLC peut étre
envisagée pour déterminer le rendement de complexa-
tion et la stabilité du vecteur ADN/vecteur synthétique.

Vecteurs viraux

Le titre de la suspension de vecteurs viraux peut étre
déterminé par spectrophotométrie, mais il est indispen-
sable de compléter cette mesure en établissant le titre
biologique c’est-a-dire le nombre de particules infec-
tieuses présentes par unité de volume (notamment par
la méthode des plages de lyse pour les vecteurs dérivés
de virus lytiques, par Southern blot pour les vecteurs
viraux intégratifs).

L'analyse spectrophotométrique devrait permettre de
s’assurer de 'absence d’impuretés (principalement des
capsides vides et des composés pouvant étre utilisés au
cours de la purification du vecteur).

La recherche de particules virales compétentes pour la
réplication (RCV) dans les stocks de vecteurs viraux et la
recherche de virus adventices demeurent I'une des prin-
cipales préoccupations de I’AFSSAPS. Le développement
de tests de détection in vitro est prévu (détection sur
cellules indicatrices, par PCR ou par RT-PCR).

Cellules génétiquement modifiées

Les cellules génétiquement modifiées (CGM) peuvent
étre aussi bien des cellules d’empaquetage produisant
des vecteurs viraux que des CGM autologues, allogé-
niques ou xénogéniques, exprimant le transgene.
Certaines CGM dites encapsulées sont emprisonnées
dans des polymeres semi-perméables, ce qui évite a la
fois leur contact avec des cellules du systeme immuni-
taire et leur dissémination dans I’organisme du patient.
Les controles vérifiant I'identité et la viabilité des cel-
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lules destinées a étre greffées chez le patient sont
essentiels. Différents tests peuvent étre envisagés rela-
tifs au niveau génomique (séquencage de la région d’in-
térét, génotypage, analyse des chromosomes) et pro-
téique (expression de la protéine d’intérét dans les CGM,
phénotypage et analyse des isoenzymes).

La recherche de virus adventices sur cellules indicatrices
doit étre réalisée in vitro aprés identification des
« portes d’entrée » possibles de contaminations au
cours de la production (origine des cellules, sérum,
trypsine).

Dans le cas des cellules encapsulées, la stérilité de I'im-
plant, la résistance et la perméabilité sélective de la
capsule (absence de cellules ou d’autres éléments que
la protéine d’intérét relargués a I'extérieur de la cap-
sule) ainsi que le relargage de la protéine codée par le
transgene doivent étre démontrés.

Tests in vivo

Les tests de toxicité ainsi que la recherche de particules compétentes
pour la réplication aprés administration chez I’animal et la recherche
de virus adventices in vivo, I’étude des risques de dissémination dans
I’organisme et dans I’environnement concernent davantage la phase de
développement du produit conduite par le fabricant. Ces tests ne sem-
blent donc pas prioritaires pour une autorité nationale dans la mesure
ol le dossier du fabricant se doit de documenter ces

Quelques référentiels tels que le dossier du fabricant et
des guidelines FDA, OMS, EMEA sont disponibles
(Tableau 1), mais comme cela a été rappelé plus haut, il
n’y a pas a ’heure actuelle de référentiels spécifiques
aux contrdles des produits de thérapie génique. Il est
donc primordial que les principaux acteurs et parte-
naires impliqués dans le développement de la thérapie
génique puissent disposer d’un guide spécifique portant
sur le controle de ces produits.

Par ailleurs, et cela va de pair, il faut tendre vers une
homogénéisation des contrdles. A ce titre, certaines
techniques générales de la Pharmacopée européenne
pourront étre adaptées au controle des produits de thé-
rapie génique (analyse de stérilité, recherche d’endo-
toxines par exemple). €n revanche, d’autres méthodes
plus spécifiques de ce type de produits devront étre
développées et validées. Ce pourrait étre le cas pour la
détection de virus adventices et la recherche de parti-
cules virales recombinantes compétentes pour la répli-
cation, sujets qui concernent la DLC et auxquels celle-ci
pourrait participer en développant de nouveaux « sys-
témes révélateurs » utilisant des méthodes alternatives
a I’expérimentation animale.

Des standards de référence (qualitatifs, quantitatifs ou
d’activité), aujourd’hui quasi inexistants, sont a créer

contréles et d’argumenter I’absence de risque au vu des  ygCTEURS VIRAUX

indications thérapeutiques proposées. lls pourraient
cependant étre réalisés par I’AFSSAPS dans des
contextes « d’urgence » ou pour vérifier certains élé-
ments corrélés a I’activité des produits.

Identité de I'ADN

Identité et pureté

Séquencage
Carte de restriction

Titration physique suspension virale Photométrie
Titration biologique suspension virale Plage de lyse/Effets cytopathiques
Mise en place du contréle Southern blot
des produits de thérapie génique a I’AFSSAPS Pureté vecteur viral (capsides virales vides) Photométrie
L'ensemble des contréles listés nécessitent des compé- R
) ) ] ) i Activité
tences dans des domaines aussi variés que la biologie o o 5
, . s ,. . . Efficacité de transfert du transgéne in vitro PCR en temps réel
moléculaire, 'analyse des protéines, la biologie cellu- ; e
) o n . . i i Expression de la protéine d'intérét in vitro SDS-PAGE
laire, les tests in vivo, I'histologie, la microbiologie ou la Western blot
physico-chimie. Les laboratoires de la Direction des labo- ELISA

ratoires et des contrdles (DLC), contrdlent & ce jour I'en-

Immunocytochimie

semble des produits de santé et possédent donc des com- Fonctionnalité de la protéine d'intérét si modéles cellulaires ou animaux

pétences dans 'ensemble de ces domaines. Le travail a Sécurité/stérilité

été engagé en utilisant, dans un premier temps, des pro-

Recherche contaminants bactériens et fongiques  Test de stérilité

duits du commerce: plasmides et vecteurs viraux porteurs  pecherche endotoxines Endotoxines (LAL)

d’un géne rapporteur, vecteurs synthétiques et cellules. Recherche mycoplasmes Culture en milieux spécifiques

Par ailleurs, des analyses de produits utilisés en essai
clinique ont débuté en 2001 en collaboration avec les

Cultures cellulaires
Epifluorescence, PCR

investigateurs et les promoteurs. Recherche virus adventices in vitro :::s;s sur cellules indicatrices

La mise en place des contrdles des produits de thérapie . L -
. A o L, Recherche particules réplicatives in vitro Tests sur cellules permissives

génique présente de nombreuses difficultés liées essen- PCR

tiellement au manque de référentiels, de standards et

de méthodes validées. Tableau Ill. Contréles des vecteurs viraux.
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(en particulier pour les vecteurs viraux) et des normes
précises sont a définir.

Ainsi, I’AFSSAPS souhaite travailler a la standardisation
de ces controles par la mise en place, au sein d’un
réseau de laboratoires, de travaux collaboratifs per-
mettant de valider aussi bien des préparations de réfé-
rence que des procédures spécifiques de contrdle des
produits de thérapie génique.

Il faut enfin rappeler que le contrdle des produits de
thérapie génique est une mission de sécurité sanitaire
qui sera amenée a intervenir dans un contexte européen.
€n effet, les produits de thérapie génique étant obtenus
par des procédés biotechnologiques, leur autorisation
de mise sur le marché suivra normalement la procédure
centralisée appliquée au sein de I"Union européenne.
Une réflexion européenne commune doit donc étre

menée pour homogénéiser les exigences qualité/effica-
cité/ sécurité concernant ces produits.

Conclusions

Il convient dés maintenant de s’organiser et de définir
les contrdles pertinents a appliquer aux produits de thé-
rapie génique afin de garantir la qualité du traitement
et la sécurité des patients.

L’AFSSAPS, qui a pour mission de contréler la qualité
pharmaceutique des produits de santé, souhaite mettre
en place des groupes de travail et des études collabora-
tives afin de créer les référentiels et les standards
nécessaires a la validation des contréles. ¢

CGM
Identité

Identité cellulaire

Viabilité cellulaire

Activité

Expression de la protéine d'intérét in vitro

Fonctionnalité de la protéine d'intérét
Sécurité/stérilité
Recherche contaminants bactériens et fongiques

Recherche endotoxines

Recherche mycoplasmes

Recherche virus adventices in vitro

Séquencage

Marqueurs spécifiques
Western blot

Southern blot

Isoenzyme

Analyse des chromosomes
Colorations vitales
Cytométrie de flux

SDS-PAGE

Western blot

ELISA
Immunocytochimie
Cytométrie en flux

si modeles cellulaires ou animaux

Test de stérilité

Endotoxines

Culture en milieux spécifiques
Cultures cellulaires
Epifluorescence, PCR

Tests sur cellules indicatrices
PCR

CGM ENCAPSULEES*
Identité
Qualité et survie cellules encapsulées in vitro
Propriétés physico-chimiques capsule
Activité

Relargage in vitro protéine a travers la capsule

Analyses cytologiques
HPLC

ELISA/Western blot/HPLC

Tableau IV. Contréles des cellules génétiquement modifiées (CGM). * Les

contrdles spécifiques des CGM encapsulées sont indiqués. Ils s’ajoutent aux

contrdles réalisés sur les CGM.
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SUMMARY

Quality control of gene therapy products: approach of
the french agency for the safety of health products
Gene therapy is a new therapeutic strategy which can
constitute in some diseases a true alternative or a com-
plement to the “classical treatments”. Regarding the
innovative features, the complexity and the extreme
diversity of the gene therapy products (naked DNA, syn-
thetic vectors, viral vectors, genetically modified cells),
these new products presently in clinical trials have to be
precisely evaluated and controlled for their medicine
quality as well as their biological origin and/or their spe-
cific characteristics of genetically modified organisms.
The French Agency for the Safety of Health Products
engaged an in-depth scientific review concerning the
control of this very heterogeneous class of potential the-
rapeutics through the creation of a working group. The
objectives of this group were to determine the testings to
be performed by a national authority for each type of
gene therapy products and to select the appropriate
techniques or methods to be developed. Controls consi-
dered as essential are listed and include the verification
of the identity, the purity, the transfer and expression
efficiency as well as the microbiological and viral safety
of the products. This implies the development of diverse
techniques of molecular biology, cellular biology, phy-
sico-chemistry, animal testing, histology and microbio-
logy. Finally, in order to define the basis of testings of
these emerging products, the marketing of which should
be effective for some of them in the next years, it appears
extremely important to harmonize the quality, efficiency
and safety criteria, to develop specific references and
standards and to create specific guidelines for the
control of gene therapy products. ¢
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