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|- Introduction

L’ Histoire de la pharmacie est longue et constituée de différentes étapes. Depuis I’origine de
I’humanité, les Hommes sont malades et essaient de se soigner.

Dans une premicre phase, la médecine était lice a la religion. Les Hommes invoquaient les
Dieux pour se soigner.

Peu a peu une méthodologie plus rationnelle s’est développée en ayant une approche logique
d’analyse des symptomes. Enfin, les progrés de la science ont permis une approche rigoureuse
de la santé. Aujourd’hui, nous sommes dans cette phase scientifique de la médecine et de la
pharmacie.

Cette phase peut également étre découpée en plusieurs périodes. Depuis des années, 1’industrie
pharmaceutique s’appuie en majorité sur des molécules chimiques pour soigner les patients.
Cependant ces dernieres années s’est développé une nouvelle classe de médicaments, les
médicaments biologiques. Ces médicaments issus des biotechnologies contiennent une
substance active d’origine biologique. Les premiers représentants de ces médicaments
biologiques sont les vaccins. Ce sont les premiers médicaments biologiques a avoir ¢été
commercialisés. Plusieurs classes de médicaments ont suivi notamment les Anticorps
thérapeutiques.

Aujourd’hui une nouvelle classe se développe, les médicaments de thérapie génique.

Depuis une dizaine d’années, la thérapie génique est source d’espoir pour de nombreux patients
a travers le monde. En effet, la thérapie génique permettrait de modifier les genes et donc le
patrimoine génétique du patient. Ces technologies de thérapie génique permettraient de traiter

des pathologies actuellement en impasse thérapeutique.

En premier lieu, il est nécessaire de revenir aux bases de la génétique ainsi qu’a I’historique de

la thérapie génique pour comprendre les spécificités de ces traitements.

L Homme est un organisme pluricellulaire constitu¢ de cellules.
Dans chaque cellule de 1’organisme, il y a un noyau qui contient les 46 chromosomes repartis

par paires. Ces chromosomes sont constitués d’Acide DesoxyriboNucléique (ADN) et
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contiennent chacun plusieurs geénes. Ce sont les geénes qui portent I’information génétique
permettant a 1I’organisme de produire les protéines, responsables de son bon fonctionnement.
Entre I’ADN et les protéines, il existe un intermédiaire appelé Acide Ribonucléique messager
ARN (ARNm). En effet, dans les cellules, I’ADN est transcrit en ARN messager (ARNm). La
transcription permet a 1’aide d’enzymes la synthése d’une molécule d’ARNm a partir d’une
molécule d’ADN complémentaire. Cet ARNm, sera ensuite traduit en protéine. Il est donc
I’intermédiaire entre I’ADN et les protéines.

L’ ARNm, transcrit a partir de I’ADN, est constitué¢ de parties codantes : les exons et de parties
non codantes : les introns. Ce sont les exons qui codent pour la protéine correspondante.
L°’ARNm se débarrasse des parties non codantes de I’ADN et raccorde entre elles les parties
codantes les exons.

Une fois cela fait, I’ARNm est ensuite traduit en protéine fonctionnelle. La figure 1 résume la

production des protéines :
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Transcription
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Protein

Figure 1 : Schéma simplifié de la Biologie Moléculaire'

La thérapie génique agit sur cette voie pour influencer la production de protéines.

La thérapie génique consiste a introduire du matériel génétique (acide nucléique) dans des
cellules pour soigner une maladie. Par acide nucléique, nous entendons donc ADN ou
ARN. Nous verrons plus tard dans le rapport des techniques de thérapie génique qui agissent

sur les ARNm ou ADN pour influencer la production de protéines d’intérét.
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Figure 2 : Représentation des étapes de I’ADN aux protéines 2

Il existe en premier lieu deux grands types de thérapie génique: les thérapies géniques
somatiques et les thérapies géniques germinales?.

Les thérapies géniques somatiques touchent les cellules somatiques du patient et ne se
transmettent donc pas a la descendance.

La thérapie génique germinale touche les cellules germinales. Lorsque la thérapie génique
modifie le patrimoine génétique des cellules germinales, les modifications se transmettent a la
descendance.

Cela pose des problemes éthiques trés importants et de ce fait la thérapie génique germinale est
interdite en France*. Dans ce travail, nous considérons uniquement la thérapie génique
somatique. Nous noterons cependant que méme si les modifications génétiques ne se
transmettent pas a la descendance, la thérapie génique somatique pose également des questions

d’¢éthique.

Dés 1990, le comité consultatif national d’éthique a rendu un avis concernant la thérapie
génique chez I’'Homme!'?3. Cet avis insiste sur le caractére particulier de cette technologie. 11
émet un avis favorable a I’utilisation de la thérapie génique uniquement concernant les cellules

somatiques. Il interdit toutes les thérapies géniques concernant les cellules germinales.

En ne considérant que la thérapie génique somatique, deux grandes stratégies sont utilisées:
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- La thérapie génique in vivo: Dans cette stratégie, 1’acide nucléique est transféré
directement au patient a 1’aide de vecteurs. Le vecteur est le véhicule de 1’acide
nucléique lui permettant d’atteindre les cellules d’intérét.

- la thérapie génique ex vivo : Ici, les cellules du patients sont prélevées, puis modifiées

a I’aide d’acide nucléique puis réinjectées.

Le travail proposé ici se concentre sur la thérapie génique in vivo. Evidemment certains

¢léments présentés pourront s’appliquer aux deux stratégies.

Modification Modification des cellules EX VIVO
des cellules IN VIVO
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Figure 3 : Les deux principales stratégies de thérapie génique’

L’idée de traiter des pathologies en modifiant les génes n’est pas récente. Dans les années 50,

125 Friedmann et Roblin

les scientifiques évoquent 1’idée de modifier le patrimoine génétique
sont les premiers a évoquer I’immense potentiel qu’est la thérapie génique dans la revue
scientifique « Science » en 1972!%4, IIs déclarent que « la thérapie génique peut améliorer des
maladies génétiques humaines dans le futur ». Cependant, a cette époque les techniques et les

connaissances n’étaient pas assez développées.
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Environ 20 ans plus tard, le premier essai clinique de thérapie génique chez I’Homme fiit
approuvé par les autorités. Il s’agit d’une injection de lymphocytes T génétiquement modifiés

chez des patients atteints de cancer.

En 1999, le déces de Jesse Gelsinger lors d’un essai clinique de thérapie génique pousse les
autorités a durcir la réglementation et les autorisations d’essais cliniques. Le décés est dii a une
réaction immunitaire du patient contre le vecteur viral.

Le premier succes thérapeutique de thérapie génique intervient au début des années 2000 avec
I’utilisation de thérapie génique chez des enfants atteints d’immunodéficiences combinées
séveres (SCID X1 et ADA-SCID).

Malheureusement ces traitements furent responsables de séveres effets indésirables et
notamment de leucémie. Ces effets indésirables étaient ici aussi causés par le vecteur viral
utilisé. Nous verrons en détail les vecteurs dans une prochaine partie. En effet les vecteurs sont
un outil indispensable a la thérapie génique in-vivo. Nous verrons qu’il en existe de nombreux

avec des caractéristiques différentes.

Apres des années de tests, le premier médicament de thérapie génique in vivo autorisé en
Europe est le Glybera en 2012. Nous verrons dans le détail plus loin dans le rapport 1’état du
marché de la thérapie génique.

Aujourd’hui les progres de la science dans les vecteurs notamment ont permis de réduire les
risques et de faire de la thérapie génique une des thérapeutiques prometteuses pour de
nombreuses pathologies aujourd’hui en impasse thérapeutique.

Il y a aujourd’hui de nombreux essais cliniques traitant de thérapie génique en cours. Des
produits sont également commercialisés. Nous verrons en détail ces produits dans la derniére

partie de la these.

Premiére Dernier médicament
evor.jatlon'du . Déces de Jesse d‘e thérapie gé.nlgu’e in
potentiel thérapie . vivo commercialisé en
(. Gelsinger
génique date

Premiére essai de Premier traitement de
thérapie génique thérapie génique
chez 'lhomme approuvé en Europe

Figure 4 : Histoire simplifi¢e de la thérapie génique
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Pour étre persuadé que la thérapie génique est devenue au fil des années incontournable il suffit
de regarder 1I’évolution du nombre de publications par année. Nous voyons tres clairement une
augmentation du nombre de publications scientifiques jusqu’a nos jours.

Cette analyse des publications confirme que la thérapie génique est en plein essor. Elle ouvre

la voie a la guérison de maladies jusqu’a présent en impasse thérapeutique.
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Figure 5 : Evolution de nombre de publication concernant la thérapie génique®

Dans ce travail nous proposons un état de ’art de la thérapie génique in vivo.

Dans la premiére partie, nous traiterons 1’aspect réglementaire particulier des médicaments de
thérapie génique. Nous verrons notamment les spécificités dans le développement du
médicament et dans sa mise sur le marché.

Dans la partie suivante nous étudierons les technologies qui font de la thérapie génique un
espoir thérapeutique pour de nombreuses maladies.

Nous étudierons enfin le marché actuel de la thérapie génique ainsi que les limites bloquant le

développement de la thérapie génique in vivo.
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lI- Les spécificités de la réeglementation de
la thérapie génique

Les médicaments de thérapie génique sont des médicaments particuliers. En effet, il s’agit de
médicaments biologiques permettant de modifier le matériel génétique. Ils sont associés a des
risques importants. De plus ils s’appuient sur des techniques extrémement récentes sur
lesquelles nous avons peu de recul.

Pour toutes ces raisons, les médicaments de thérapie génique possedent une réglementation
spécifique. Cette réglementation s’appuie sur la réglementation générale des autres
médicaments tout en apportant des spécificités importantes.

Nous allons étudier le cadre réglementaire des médicaments de thérapie génique.

A- Les médicaments de thérapie génique dans les
médicaments de thérapie innovante

La thérapie génique fait partie d’une classe particuliere de médicament appelée médicaments
de thérapie innovante.

L’appellation Médicaments de thérapie innovante (MTI) apparait en 2007. En effet, les
spécificités relatives a ce type de médicaments poussent les autorités a créer une catégorie de
traitements a part entiere. Ce nouveau statut crée un cadre réglementaire spécifique.

Les MTI sont régulés au niveau européen conformément au réglement 1394/2007.

Le reglement européen (CE) n°1394/2007 sur les médicaments de thérapie innovante a
considérablement modifi¢ DI’environnement réglementaire applicable aux approches
thérapeutiques qui font appel aux genes, tissus ou cellules. Il est entré en vigueur le 30
décembre 2008.’

Ce reglement considéere qu’a la vue des récents progres technologiques dans les
biotechnologies, les traitements qui en découlent ne peuvent €tre considérés comme des
médicaments « classiques » a usage humain.

En effet, il est dit qu’« En raison de la nouveauté, de la complexité et de la spécificité technique

des médicaments de thérapie innovante, des régles harmonisées adéquates sont nécessaires pour
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assurer leur libre circulation dans la Communauté et le bon fonctionnement du marché intérieur
dans le secteur de la biotechnologie. » réglement européen 1394/2007.

Ainsi ce réglement confirme le statut de médicament, spécialité pharmaceutique, aux produits
de thérapie génique, cellulaire, de 1'ingénierie tissulaire et des produits combinant dispositifs
médicaux et cellules ou tissus. Il est une lex specialis: ses dispositions complétent les
dispositions générales, de la Directive 2001/83/CE. Elles instituent un code communautaire
pour les médicaments a usage humain.

Pour les médicaments MTI ou advanced therapy medicinal product (ATMP) en anglais, la
Directive 1394/2007 complete la Directive concernant les médicaments a usage humain

2001/83/CE8.

Le réglement européen en plus des MTI crée deux autres catégories’ :

- Les Médicaments de thérapie innovante préparés ponctuellement : Ils ne dépendent pas
de la Directive 1394/2007 car ils sont préparés de fagon ponctuelle, selon des normes
de qualité spécifique et utilisés au sein d’'un méme état membre, dans un hopital, sous
la responsabilité professionnelle exclusive d’un médecin, pour exécuter une prescription
médicale déterminée pour un produit spécialement congu a ’intention d’un malade
déterminé. Article L. 5121-1 du Code de la Santé Publique

- Les préparations cellulaires : elles ne sont pas des MTI car

o Ne sont pas modifiées de fagon substantielle
o Sont destinées a étre utilisées pour la méme fonction essentielle chez le

donneur et le receveur

Ces deux catégories possedent un cadre réglementaire spécifique qui ne sera pas étudié ici.
Seuls les médicaments de thérapie innovante (MTI) seront étudiés et plus précisément les
médicaments de thérapie génique.

En annexe, sera présenté un tableau récapitulant les principales différences réglementaires entre

MTI, MTI-PP et préparation.
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Plusieurs types de médicaments MTI sont définis au niveau européen notamment par la
Directive 2001/83/CE :
- Les médicaments de "thérapie génique" :
«Un  médicament de thérapie génique est un médicament biologique.
Ses caractéristiques sont les suivantes :
o a) sasubstance active contient ou constitue un acide nucléique recombinant administré
a des personnes en vue de réguler, de réparer, de remplacer, d’ajouter ou de supprimer
une séquence génétique
Et
o b) son effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique dépend directement de la
séquence d’acide nucléique recombinant qu’il contient ou du produit de I’expression

génétique de cette séquence. »

- Les médicaments de "thérapie cellulaire somatique" :
Un médicament de thérapie cellulaire somatique est un médicament biologique.
Ses caractéristiques sont les suivantes :
o a) il contient ou consiste en :
- des cellules, tissus qui ont fait 1’objet d’une manipulation substantielle pour en
modifier les caractéristiques biologiques, fonctions physiologiques ou propriétés
structurelles,
ou des cellules ou tissus qui ne sont pas destinés a étre utilisés pour la ou les mémes
fonctions essentielles chez le receveur et le donneur
Et
o b) II est présenté comme possédant des propriétés permettant de traiter, prévenir ou
diagnostiquer une maladie a travers I’action métabolique, immunologique ou
pharmacologique de ses cellules ou tissus,

ou utilisé chez une personne ou administré a une personne dans une telle perspective.

- Les médicaments "issus de I’ingénierie cellulaire ou tissulaire"
Sont considérés comme "tissus de 1’ingénierie cellulaire ou tissulaire " les cellules ou tissus qui
répondent a au moins I’une des conditions suivantes :

o a) les cellules ou tissus ont ét¢ soumis a une manipulation substantielle, de fagon a

obtenir des caractéristiques biologiques, des fonctions physiologiques ou des propriétés
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structurelles utiles a la régénération, a la réparation ou au remplacement
recherchés.
o b) les cellules ou les tissus ne sont pas destinés a étre utilisés pour la (les) méme(s)

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

- Les médicaments '""combinés de thérapie innovante"
Ces médicaments de thérapie innovante (médicaments de thérapie cellulaire, thérapie génique
ou d’ingénierie tissulaire) intégrent dans leur composition :
o un ou plusieurs dispositifs médicaux au sens de I’article ler, paragraphe 2, point a), de
la Directive 93/42/CEE,
o oubien un ou plusieurs dispositifs médicaux implantables actifs au sens de ’article ler,
paragraphe 2, point c), de la Directive 90/385/CEE,
Et
o leur partie cellulaire ou tissulaire doit contenir des cellules ou des tissus viables,
Ou
o leur partie cellulaire ou tissulaire contenant des cellules ou des tissus non viables doit
étre susceptible d’avoir sur le corps humain une action considérée comme essentielle

par rapport a celle des dispositifs précités.

La thése se concentre uniquement sur la thérapie génique. Les autres types de MTI ne seront
pas abordés. Cependant certaines informations notamment réglementaires pourront s’appliquer

également aux autres types de MTI.

Pour aider a la classification des médicaments dans une ou 1’autre des catégories, un arbre
décisionnel a été créé par I’European Medicines Agency (EMA) pour aider a caractériser en

thérapie génique les médicaments de thérapie innovante.!® (Annexe 1)

Cette classification particuliere des médicaments de thérapie génique entraine des spécificités
dans le processus de développement de ce type de médicaments. En effet, cette classe de
médicament particulier nécessite certaines spécificités dans le processus de développement
pour permettre aux autorités d’évaluer le candidat médicament dans 1’objectif d’accorder
I’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) et de d’assurer une sécurité optimale aux patients

concernés.
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B- Le processus de développement d’'un médicament de
thérapie génique

Les grandes étapes de développement d’un médicament classique concernent également les
médicaments de thérapie génique'! :
- La phase préclinique : permet de tester le candidat médicament sur des cellules en
culture (in vitro) et chez I’animal (in vivo).
- La phase clinique permet de passer chez ’Homme, pour tester la molécule chez des

personnes saines, puis évaluer sa sécurité et son intérét chez des malades.

1- La phase préclinique

Les études précliniques apportent les données préliminaires sur le comportement d’une
molécule dans des cellules mises en culture et au sein d’organismes animaux vivants. Elles sont
indispensables a tout développement de médicaments. L’objectif est d’obtenir des données
concernant la sécurité et I’efficacité du traitement avant une utilisation chez I’Homme. Toutes
les données nécessaires sont parfaitement décrites dans des lignes directrices (guidelines)

nationales ou communautaires.

Il est d’abord nécessaire de préciser, que dans le cadre de la thérapie génique, ’effet
thérapeutique dépend du vecteur ou systeéme de délivrance ainsi que du produit du géne. De ce
fait, I’¢tude non clinique doit étudier ces deux aspects entrainant une gestion particuliére des
données précliniques a générer. Les spécificités relatives aux données a générer lors du
développement seront étudiées plus tard dans le rapport.

Le choix des animaux ou mode¢les cellulaires utilisés lors des études précliniques doit étre
justifié et expliqué aux autorités réglementaires.

Pour des raisons de bien étre animalier, des outils de cultures cellulaires ainsi que des outils

bio-informatiques pourront réduire a 1’avenir 1’utilisation d’animaux.

De par la complexité des modes d’action des médicaments MTI et des thérapies géniques, les
études précliniques jouent un rdle important dans le développement des MTI dans le but de
réduire les risques liés aux études cliniques chez ’homme que nous allons étudier dans la
prochaine partie.
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Une fois que les données non cliniques ont été¢ générées, la sociét¢ développant le produit
demande une autorisation d’essai clinique aupres de 1’agence réglementaire. L’autorisation est

donnée notamment sur la base des données non cliniques.

2- La phase clinique

Lorsque les données précliniques sont obtenues, la société développant le produit fait une
demande d’autorisation d’essai clinique. L’objectif est d’évaluer la sécurit¢ du médicament et

son efficacité chez des volontaires sains puis malades.

Au vu des risques encourus lors de 1’utilisation de thérapie génique, les autorités ont créé un
cadre reglementaire spécifique pour la demande d’autorisation des essais cliniques pour les

MTL

Selon le Reglement (UE) No 536/2014, relatif aux essais cliniques de médicaments a usage
humain, une étude clinique est destinée a :'?
-« amettre en évidence ou a vérifier les effets cliniques, pharmacologiques ou les autres
effets pharmacodynamiques d'un ou de plusieurs médicaments;
- aidentifier tout effet indésirable d'un ou de plusieurs médicaments; ou
- aétudier l'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion d'un ou de plusieurs

médicaments;

dans le but de s'assurer de la sécurité et/ou de 'efficacité de ces médicaments; »

Les essais cliniques sont généralement découpés en 3 phases' :

- Lesessais cliniques de phase I correspondent le plus souvent a la premicre
administration d'un médicament chez 'Homme. Ils sont menés en régle générale sur un
nombre limité de sujets sains. Les principaux objectifs sont de vérifier que le nouveau
médicament ne présente aucun probleme de sécurité majeur et d’acquérir des preuves
préliminaires démontrant qu'il pourrait présenter une réelle valeur thérapeutique ou
prévenir la maladie

- Les essais cliniques de phase II sont réalisés sur des sujets malades. L’objectif est de
démontrer I’efficacité du traitement et la posologie appropriée.

- Les essais cliniques de phase III sont menés sur une large population de malades
semblable a la population cible. Les principaux objectifs sont de démontrer I'innocuité

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France 26
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12



et l'efficacité du nouveau médicament et de comparer les résultats aux résultats obtenus

avec des traitements existants.

En France I’essai clinique doit suivre les Bonnes Pratiques Cliniques (BPC). Les BPC
correspondent & un ensemble de dispositions a mettre en place pour assurer a des essais la
qualité et I'authenticité de leurs données scientifiques d'une part, et le respect de I'éthique d'autre

part.

Avant de débuter un essai clinique, le développeur du produit doit obtenir une autorisation par
les autorités réglementaires. Les autorisations d’essai clinique sont réeglementées et délivrées

par les autorités réglementaires.

Nouveau cadre réglementaire européen

Le cadre réglementaire des essais cliniques est en mutation. En effet, un nouveau Réglement
européen est mis en place et abroge le précedent.

Le Reglement 536/2014, défini le principe général d’un essai clinique. Il abroge la Directive
2001/20/CE. Un Reglement est un acte juridique de 1'Union, obligatoire dans tous ses ¢léments
des son entrée en vigueur.

Il est imposable a tous les états membres dont la France. Il s’applique a tous types de

médicaments y compris les MTI.

Un essai clinique ne peut étre conduit que :

«a) si les droits, la sécurité, la dignité et le bien-étre des participants sont protégés et priment
tout autre intérét; et

b) s'il a pour but de produire des données fiables et robustes. »

De plus ce Reglement stipule que pour étre autorisé un essai clinique doit étre soumis a une

analyse scientifique et éthique.

Cependant, I’entrée en vigueur de ce Reéglement est dépendante de la mise en marche de la
plateforme internet permettant de centraliser les demandes. Cette plateforme, le Systéme
d'information sur les essais cliniques (CTIS), contiendra le portail et la base de données
centralisées de 1'UE pour les essais cliniques prévus par le Reglement. Le CTIS sera le point

d'entrée unique pour la soumission des informations sur les essais cliniques dans I'UE.?*
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Initialement, était prévu un calendrier permettant d’aboutir a une entrée en vigueur du
nouveau Reéglement en 2018. Pour éviter les changements trop brutaux, I’EMA avait prévu

que la Directive précédente 2001/20/CE soit applicable jusqu'en 2021%.

Cependant, ce calendrier prévisionnel a pris du retard. En effet, la derniére communication de
I’EMA a ce sujet en décembre 2019 stipule que ’audit final permettant de vérifier toutes les
fonctionnalités de ce portail unique devrait débuter en décembre 2020.2

La mise en place de cette nouvelle réglementation n’est donc pas encore faite. Selon le
calendrier prévisionnel, la précédente réglementation devait rester en vigueur jusqu'a 2021.
Avec ce retard, nous pouvons penser que I’ancienne réglementation sera encore en vigueur
jusqu'en 2024-2025.

De ce fait, nous allons étudier dans cette partie les grandes lignes de la nouvelle réglementation

européenne avant de se concentrer sur la réglementation actuellement en place en France.

La premiére étape de ce nouveau Reéglement consiste a déposer le dossier de demande
d’autorisation d’essais clinique sur un portail européen unique par le promoteur.

Le promoteur d’un essai clinique est la personne physique ou morale qui prend l'initiative de
l'essai clinique. Il est a distinguer de 1’investigateur de 1’essai clinique qui lui est la personne

qui dirige et surveille la réalisation de l'essai clinique'®.

Le dossier de demande d’essai clinique comporte deux parties, une partie scientifique (partie 1)
et une partie éthique (partie 2) concernant les participants!>. Ces deux parties seront évaluées

par les autorités.
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Dossier de demande d’AEC
(Un seul format et contenu)

Dossier partie I: Dossier partie Il
(pour chaque EM concerné):

Lettre d’accompagnement

*Formulaire de demande UE + Modalités de recrutement

*Protocole => méthodologie + Informations des participants,
*Brochure pour 'investigateur Formulaire et procédure de
*Documents relatifs au respect des consentement éclairé

BPF pour le ME » Qualification des investigateurs
*Dossier du ME + Adéquation des sites et équipements
*Dossier du MA » Preuve d’affiliation a une assurance
+Avis scientifique et plan + Dispositions financiéres
d’investigation pédiatrique * Preuves paiement de droits
-Contenu de I'étiquetage des ME * Preuve conformité traitement données

Figure 6 : Demande d’autorisation d’essai clinique Européen

La procédure est ici simplifiée avec trois étapes :
- La validation de la demande
- L’évaluation de la demande

- La décision finale

Si I’essai clinique se déroule dans un seul état membre, cet état devient état rapporteur. Cet état
rapporteur sera chargé d’évaluer la demande.
Si I’essai se déroule dans plusieurs pays, un état rapporteur est nommé. Le promoteur peut

proposer un état membre rapporteur.

La seconde étape correspond a 1’évaluation.

L’¢évaluation se fait en deux parties (les deux parties du dossier). L’évaluation de la partie une
scientifique se fait de maniere coordonnée entre les états membres si plusieurs états sont
concernés.

Dans ce cas, I’état rapporteur évalue initialement la demande, puis sur la base de 1’évaluation
initiale, les autres états membres examinent la demande. A la fin, 1’état membre rapporteur
rédige le rapport final et le transmet aux autres états membres.

Si un seul état membre est concerné, il évalue seul la partie 1.
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L’¢évaluation éthique (partie II) concernant la sécurité des participants est faite a 1’échelle
nationale, et ce quelque soit le nombre de pays impliqués dans 1’essai clinique. Elle est faite par

un comité d’éthique.

La décision finale est rendue a 1’échelle nationale.

Pour une demande concernant un médicament « classique » (hors MTI), sans aller-retour entre
le promoteur et 1’agence, le délai est de 60 jours. En cas de questions des autorités le délai peut
s’étendre jusqu'a 106 jours.

Dans le cas des MTI, I’évaluation demande plus de temps. En effet, du fait du caractére
innovant, des avis complémentaires sont nécessaires. De ce fait, la demande est allongée a 110

jours. Ici aussi, en cas de questions elle peut aller jusqu'a 156 jours.

demande

Figure 7 : Délais d’'une demande d’autorisation d’essai clinique européen sans questions

Réglementation actuelle — Cas de la France

Comme nous 1’avons vu la nouvelle réglementation n’est pas encore en vigueur. L’ancienne
réglementation se base sur la directive 2001/20/CE. Cette directive européenne est transposable

en lois nationales.

En France, le décret n° 2016-1537 du 16 novembre 2016 d’application de la loi n® 2012-300'8
du 5 mars 2012 relative aux recherches impliquant la personne humaine (dite loi Jardé) pose le

cadre de la réglementation.
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Ce décret précise les modalités de réalisation des recherches impliquant la personne humaine
(RIPH). Il précise notamment les procédures de demande d’avis au CPP et d’autorisation a

I’ANSM, ainsi que les régles applicables en matiere de vigilance.

D’un point de vu général, pour €tre autoris¢é en France, un essai clinique a besoin de

I’autorisation de I’ANSM ainsi que de I’avis favorable du comité de protection des personnes.'’

Procédure d’autorisation d’un essai clinique MTI/MTI-PP

Haut Conseil des
| | Biotechnologies Promoteur
Avis -~
: ¢ o
M
Consultation
—|| du public | |Consutation CE"Q‘ Ansm Comité de
Recevabilité administrative protection des
et technique, évaluation
i personnes
‘ Indépendant

ABM évaluation
Avis —*  Interne ’C»:

& Décisionde l/Ansm  Avis CPP

Démarrage de I'essai si
avis favorable CPP et autorisation Ansm

Figure 8 : Procédure d’autorisation d’un essai clinique MTI en France!??

Avis du Comité de Protection des Personnes

Les articles R. 1123-1 a 1123-19 du code de la santé publique contient des dispositions qui

réglementent activité et le fonctionnement des comités de protection des personnes.’’

Il comporte des dispositions relatives :
e aux conditions d’agrément des CPP ;
e alacomposition et la nomination des membres des CPP ;
e alorganisation et au fonctionnement des CPP

Le CPP est formé de deux colleges
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Premier college

Second collége

4 personnes ayant une qualification
et une expérience approfondie en

matiére de recherche biomédicale

une personne qualifiée en raison de
sa compétence en matiere d'éthique ;

un psychologue ;

dont au moins deux médecins et une e un travailleur social ;

personne qualifiée en raison de sa e deux personnes qualifiées en raison

compétence en maticre de bio de leur compétence en matiere
statistique ou d’épidémiologie ; juridique ;

e un médecin généraliste ; e deux représentants des associations

e un pharmacien hospitalier ; agréées de malades et d’usagers du

e un infirmier. systeme de santg.

Les CPP se prononcent sur les conditions dans lesquelles le promoteur de la recherche assure
la protection des personnes et notamment des participants, sur le bien-fond¢ et la pertinence du
projet de recherche et sur sa qualit¢ méthodologique. L’avis favorable d’un CPP est
indispensable, en plus de I’autorisation de I’ Agence nationale du médicament et des produits

de santé (ANSM), pour pouvoir commencer une recherche.?!

Autorisation de PANSM

La deuxieéme condition sine qua none a 1’autorisation d’un essai clinique est I’autorisation de
I’agence réglementaire nationale, I’ANSM.
Cependant, du fait du caractere particulier des médicaments de thérapie génique, la demande

d’autorisation d’essai clinique possede quelques spécificités.

En effet, certains médicaments de thérapie innovante et donc certains médicaments de thérapie
génique peuvent étre qualifiés d’Organisme Génétiquement Modifi¢ (OGM). Selon la Directive
2001/18/CE, un OGM est « un organisme, a l'exception des étres humains, dont le matériel
génétique a été modifié d'une maniere qui ne s'effectue pas naturellement par multiplication

et/ou par recombinaison naturelle ».!?
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Les thérapies géniques in vivo peuvent utiliser des vecteurs viraux pour transférer 1’acide
nucléique au patient. La thérapie génique peut donc dans certains cas nécessiter d’utiliser des

OGM.

Pour les MTI qualifiés d’OGM, deux avis du Haut Conseil des Biotechnologies (HCB) sont
requis :

- l'avis de classement du produit de thérapie génique et mesure de confinement a mettre
en ceuvre pour sa manipulation. L’avis de classement de ’OGM vise a estimer le niveau
de dangerosité de ’OGM, objet de la recherche?’.

Ce premier avis est sollicité par le promoteur de 1’essai. Il doit précéder la demande
d’autorisation de I’essai clinique, cet avis étant a joindre au dossier.

- L’agrément des sites impliqués dans 1’essai clinique et durée des mesures de
confinement a laquelle le patient devra €tre soumis apres inoculation du produit de
thérapie génique.

Ce deuxieéme est sollicité directement par I’ANSM lors de 1’évaluation du dossier

d’essai clinique.

Créé par le décret 2008-1273 du 5 décembre 2008 relatif aux organismes génétiquement
modifiés (OGM)'?’, 1e Haut Conseil des biotechnologies est une instance indépendante chargée
d’éclairer la décision publique.

Placé aupres des ministéres chargés de I’Environnement, de I’ Agriculture, de la Recherche, de
la Santé¢ et de la Consommation, il rend des avis sur toutes questions intéressant les

biotechnologies, notamment les organismes génétiquement modifiés (OGM)

Dans le cas d’'un médicament de thérapie génique, le HCB va juger la dangerosité¢ de ’OGM
faisant I’objet de la recherche. Il va rendre des avis a ’ANSM quant a I’autorisation et aux
conditions d’autorisation de 1’essai clinique. Ces avis se basent sur une évaluation des risques

potentiels environnementaux et sanitaires du produit et de I’essai.

L’ANSM se base sur le HCB dans le cas d’OGM. Mais qu’il s’agisse d’OGM ou non, I’ANSM
réalise une évaluation interne concernant la sécurité des patients et I’évaluation scientifique du
produit (notamment qualité et sécurité des produits utilisés au cours de la recherche, condition
d’utilisation). Sur la base de cette évaluation et d’éventuellement des avis du HCB, I’ANSM

autorise ou non I’essai clinique.
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Selon les articles!?® R. 1125-8, R. 1125-10, et R. 1125-11 du CSP, dans le cas de médicaments
MTI, I’ANSM dispose d’un délai de 90 jours suivant la réception du dossier complet pour
autoriser ou non I’essai clinique. En cas de questions, ce délai peut étre allongé de 90 jours
supplémentaires soit un délai maximum de 180 jours.

Mais dans le cas de thérapie génique contenant des organismes génétiquement modifiés, selon
I’article R. 1125-3 du CSP, I’ANSM dispose d’un délai de 120 jours pour se prononcer sur la

demande. 22

Cependant, dans I’objectif d’améliorer I’accés aux innovations pour les patients, des initiatives

existent pour réduire ce délai.

Accélérer Uacces a l’innovation : Fast track

En France, le délai d’instruction de demande d’autorisation d’essais cliniques est de 180 jours
maximum en cas de questions. Mais dans 1’objectif d’améliorer I’acces a I’innovation, I’ANSM
a mis en place des dispositifs permettant un délai d’évaluation maximum de 110 jours avec
questions ou 83 jours sans questions supplémentaires.

Il s’agit des procédures Fast track.'?’

Depuis le 15 octobre 2018, une phase test de deux circuits courts (Fast Track 1 et Fast Track 2)
réduit les délais d’instruction des demandes d’autorisation d’essais cliniques de médicaments
et permet un acces plus rapide aux patients a des traitements innovants tout en garantissant leur

sécurite.

A partir du 18 Février 2019'3°, ce dispositif sera également accessible pour les essais cliniques
des médicaments a design complexe et les médicaments de thérapie innovante (MTI) :
o FastTrak1: Accés a I’innovation
o Essais nouveau médicament de design simple ou complexe : délai d’instruction
au maximum de 40 jours

o Essais nouvel MTI innovant : délai d’instruction au maximum de 110 jours

o Fast Track 2 : Soutien au développement
o Nouveaux essais avec un médicament connu : délai d’instruction au maximum

de 25 jours
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o Nouveaux essais avec un MTI connu : délai d’instruction au maximum de 60

jours

Le Fast track 1 est plus adapté au développement de médicaments de thérapie génique car peu

de médicaments de thérapie génique sont sur le marché, les essais concernent des nouveaux

médicaments.
Délais de Echéances cibles
Etape By Fols Livrables
(en jours (par rapport a la
calendaires) date de dépdt)

Envoi d'un courrier d'accusé
Recevabilité 5 jours J5 de réception d'un dossier
conforme par 'TANSM

Envoi de questions motivées
Evaluation initiale 78 jours J83 par 'ANSM (en cas
d'objections)

Envoi d'un dossier de réponse
par le promoteur

J110 Notification de la Décision
finale par 'ANSM

Réponse promoteur 12 jours maximum J95

Evaluation finale 15 jours

Figure 9 : Les délais d’une procédure Fast Track??

Ce dispositif « Fast Track » permet un acces au soin innovant facilité pour les patients. De plus,

il permet également de rendre la France attractive en matiere d’essais cliniques.

France Biotech s’est réjouie de cette évolution dans I’évaluation d’essais cliniques.

France Biotech est I’association frangaise qui regroupe les principales entreprises innovantes
de la santé et leurs partenaires experts.

L’association est optimiste dans le fait que cette nouvelle réglementation entrainera une

augmentation du nombre d’essais cliniques sur le territoire.

Si les essais cliniques ont apporté des bénéfices aux patients sans trop d’effets indésirables, la
prochaine étape est la mise sur le marché.

Tout médicament commercialisé a nécessairement obtenu une autorisation de mise sur le
marché (AMM). Elle est indispensable a la commercialisation. Les médicaments de thérapie

génique n’échappent pas a la regle.
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3- Dossier de demande d’AMM

Comme pour tout autre médicament, la demande d’AMM des médicaments de thérapie
génique prend la forme du Common Technical Document (CTD). Ce document fournit aux
autorités les données permettant d’évaluer le nouveau médicament. L’AMM est donnée sur la
base de ce document. La création du CTD a permis une harmonisation des procédures
d’autorisation de mise sur le marche.
Le CTD est constitué de 5 modules?® :

- Le module 1 est administratif

- Le module 2 regroupe les Résumés des modules 3, 4 et 5.

- Le module 3 est le module Qualité.

- Le module 4 contient les informations non-cliniques (ou pré-cliniques),

- Le module 5 contient les informations cliniques,

Ce document permet aux autorités réglementaires d’évaluer le candidat médicament en vue

d’une autorisation de mise sur le marché¢ (AMM) :

Not part
of the CTD
Regional
administrative
information

Module 1

Non-clinical
overview ' Clinical
i overview

Module 2

The CTD

Quality overall Non-clinical H Clinical
H H
summary g summary i summary

Quality Non-clinical Clinical study
study reports reports

Module 3 Module 4 Module 5

The CTD triangle. The Common Technical Document is organized into five modules. Module 1is
region specific and modules 2, 3, 4 and 5 are intended to be common for all regions.

Figure 10 : Organisation du Common Technical Document?’

La composition du CTD est définie dans la directive 2001/83/CE. Cependant, du fait de
spécificités fortes, les médicaments de thérapie innovante et les médicaments de thérapie

génique particulierement ont des exigences réglementaires spécifiques.
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Les exigences reglementaires des médicaments de thérapies innovantes sont décrites en partie

IV de ’annexe I de la directive 2001/83/CE :

Les exigences spécifiques au module 3 « qualité » du CDT mettent en exergue les exigences
en termes de tragabilité notamment des maticres de départ et les matieres premieres. Le systeme
de tragabilité doit étre complémentaire et compatible avec les exigences établies dans la
directive 2004/23/CE du Parlement européen et du Conseil.

Il y est également défini les termes « substance active » et « produit fini ». « Le médicament
(produit fini) se compose d’une ou plusieurs séquences d’acide nucléique ou d’un ou plusieurs
micro-organismes ou virus génétiquement modifiés, formulés dans leur conditionnement
primaire pour 1’'usage médical prévu. La substance active se compose d’une ou plusieurs
séquences d’acide nucléique ou d’un ou plusieurs micro-organismes ou virus génétiquement

modifiés. »

La partie IV de I’annexe I met également en évidence les exigences relatives aux médicaments
de thérapie génique concernant le module 4 « préclinique ». Ces exigences sont appropriées
du fait des « propriétés structurelles et biologiques spécifiques et variées des médicaments de
thérapie innovante. »
Comme pour tout autre médicament, des tests pharmacologiques doivent étre effectués. Ces
¢tudes prouvant la validité du concept doivent étre réalisées sur des animaux et des modéles
pertinents. De plus, dés les études précliniques, la sélectivit¢ vis a vis d’une cible
pharmacologique doit étre évaluée.
La pharmacocinétique devra étre €¢galement étudiée. Ces tests doivent évaluer la bio distribution
dans I’organisme. Du fait du caractere spécial des médicaments de thérapie génique, le risque
de transmission a la lignée germinale doit étre évaluée.
Enfin, la toxicit¢ du médicament de thérapie génique doit €tre évaluée. Ces études de toxicité
doivent contenir :

- Des études de toxicité par administration réitérée

- La génotoxicité

- La carcinogénicité

- Toxicité pour la reproduction et le développement

- Des ¢études d’intégration

- Des études d’immunogénicité et d’immunotoxicité
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Enfin, la partie IV de ’annexe I met en évidence les exigences pour les médicaments de thérapie
génique concernant le module 5 « clinique » du CTD.

Premiérement, le choix de la dose et le schéma d’administration doivent s’appuyer sur des
¢études de recherche de dose.

« L’efficacité des indications envisagées doit étre attestée par les résultats pertinents d’études
cliniques utilisant des critéres d’évaluation principaux cliniquement pertinents pour 1’usage
prévu. »

De plus une « une stratégie de suivi a long terme de la sécurité et de 1’efficacité doit étre incluse
dans le plan de gestion du risque. »

Les ¢études cliniques du médicament de thérapie génique doivent porter sur la
pharmacocinétique chez I’Homme. Ces études concernent la biodistribution et 1I’élimination du
produit. Elles doivent également étudier le taux d’expression du geéne transmis.

Les études de pharmacodynamie doivent « porter sur I’expression et la fonction de la séquence
d’acide nucléique apres administration du médicament de thérapie génique. »

Enfin la sécurité du traitement doit étre certifiée. Ces €tudes doivent permettre d’évaluer les
risques d’émergence d’un vecteur compétent pour la réplication, d’émergence de nouvelles
souches, de réarrangements de séquences existantes ou de proliférations néoplasiques due a la

mutagénese insertionnelle.

Pour accompagner les laboratoires développant de produits de thérapie génique dans le
développement de leurs produits, ’EMA a rédigé une ligne directrice (guideline). La guideline
datant du 22 mars 2018'3! « Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene
therapy medicinal products » met en évidence les données nécessaires concernant la qualité, la

non clinique et la clinique pour obtenir une AMM.

Procédure de demande d’AMM

Comme le stipule la directive 2001/83/CE, les MTI, comme tout médicament, doivent obtenir
une autorisation de mise sur le marché (AMM).

Depuis la création de 1’agence européenne du médicament en 19935, il existe plusieurs voies de
mise sur le marché. Les principales voies sont la voie nationale et la voie centralisée a 1’échelle
européenne.

Selon 1’Agence nationale de sécurit¢ du médicament, il existe deux grands types de demande
d’AMM? :
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Procédures
communautaires de

demande d’AMM

Les demandes de

mise sur le marché,

limitées au territoire

national

Ces procédures sont utilisées lorsque le médicament :

- est innovant

- ou destiné a plusieurs Etats membres de la Communauté
européenne.

Selon le type de procédure communautaire, I’Agence européenne
ou le laboratoire choisit respectivement 1’Etat rapporteur ou 1’Etat
référent.

L’ANSM est le rapporteur pour la France aupres de 1’ Agence

européenne.

Ces demandes sont examinées par I’ANSM.

L'ANSM ¢évalue le produit selon des critéres scientifiques de
qualité, sécurité et efficacité : le nouveau produit doit présenter un
rapport bénéfice/risque au moins équivalent a celui des produits
déja commercialisés.

Apres I’évaluation scientifique, le dossier passe devant

les commissions de I’ Agence. Trois issues sont possibles :

- avis favorable

- demande de complément d’information

- avis non favorable

Le directeur général de I’ANSM prend la décision d’autoriser la

mise sur le marché.

Pour favoriser I’accés a I’innovation, 'AMM est obligatoirement obtenue dans le cadre d’une

procédure centralisée d’autorisation pour les produits innovants dont les MTI. De ce fait, les

médicaments de thérapie génique suivent cette procédure.

Dans le cadre d’une procédure centralisée, il y a :

- 1 seule demande (déposée a ’EMA)

- 1 seule évaluation scientifique européenne

- 1 seule AMM qui permet I’accés au marché unique communautaire

- 1 méme information (Résumé des Caractéristiques du Produit ; Notice ; Etiquetage)

- 1 seul nom commercial
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Elle est délivrée par la commission européenne apres évaluation par I’Agence Européenne du

Médicament. L’agence européenne du médicament est chargée de I’évaluation scientifique du

dossier. La décision finale est prise par la commission européenne en se basant sur le rapport

de PEMA.

L’EMA est constitué¢ de plusieurs comités qui seront consultés selon le produit évalué. Tous

ces comités possédent une expertise scientifique spécifique :°

Le CHMP : Committee for Human Medicinal Products

Le CVMP : Committee for Veterinary Medicinal Products
Le COMP : Committee for Orphan Medicinal Products

Le CAT : Committee for Advanced Therapies

Le PRAC : Pharmacovigilance Risk Assessment Committee
Le HMPC : Committee for Herbal Medicinal Products

Le PDCO : Paediatric Committee.

Lorsque la demande d’autorisation sur le marché concerne un produit de thérapie génique, les

comités consultés sont?! :

Le CHMP (comité des médicaments a usage humain) : Il a pour réle de préparer 1’avis
de PEMA concernant 1’évaluation du produit. Cet avis du CHMP est transmis a la
commission européenne qui prendra la décision d’octroyer I’AMM ou non.
Le CAT (comité pour les médicaments innovants) est chargé d’évaluer la qualité, la
sécurité et I’efficacité des produits de thérapie innovante et donc des thérapies géniques.
La principale responsabilit¢é du comité est de préparer un projet d'avis sur chaque
demande d’AMM de MTI, avant que le comité des médicaments a usage humain
(CHMP) n'adopte un avis final sur l'autorisation de mise sur le marché du médicament
concerné.
PRAC : 1l s’agit du comité d’évaluation des risques en matiere de pharmacovigilance.
A T’heure actuelle, nous avons peu de recul sur I’efficacité et surtout les risques en
matiere de thérapie génique. Cela nous impose un suivi important une fois que le produit
est commercialisé¢. Le PRAC est chargé d'évaluer les aspects de la gestion des risques
liés aux médicaments a usage humain, notamment :

o Ladétection, I'évaluation, la minimisation et la communication du risque d'effets

indésirables

o Conception et évaluation d'études de sécurité post-autorisation
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o Audit de pharmacovigilance.

Ces trois comités seront impliqués dans 1’évaluation du produit.

De plus, au-dela de ces comités, ’EMA possede des « working groups » spécifiques qui seront
consultés selon les besoins. Il existe pour la thérapie génique le « Gene Therapy Working
Party (GTWP) ». Il possede une expertise scientifique en thérapie génique et pourra fournir des

recommandations au CAT et CHMP selon les besoins.

O O

Clock stop Clock stop
Réponse aux questions Réponse aux questions ’
J : {—
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1 T | T T
10 J120 J180 J210 1277

Figure 11 : Calendrier d’évaluation pour une AMM

Le calendrier standard d’une évaluation de mise sur le marché est complexe. Il sera fourni en
annexe. (Annexe 2).

Pour simplifier, il y a une premiére phase de pré-soumission du dossier. Cette phase permet a
I’EMA de désigner les états rapporteurs et co-rapporteurs qui évalueront le dossier. Elle permet
également au demandeur d’échanger et d’obtenir de 1’aide de I’EMA avant 1’évaluation du
dossier.

Du jour 1 au jour 120, les différents comités évaluent la demande. A j120, le CHMP envoie une
série de questions au laboratoire. A ce moment, le «temps s’arréte » pour laisser au
développeur le temps de répondre a ces questions. Quand il a terminé, le demandeur envoie ses
réponses. A ce moment-1a, le calendrier reprend, nous sommes a j121.

Dej 121 aj 180, les comités analysent les réponses. A j180 ils transmettent une deuxiéme liste
de questions au développeur. De la méme manicére, il aura le temps d’y répondre. Une fois qu’il
a répondu, le temps reprend a j181.

A j210, le CHMP transmet son avis final a la commission européenne qui prendra la décision

définitive de mise sur le marché a j 277.
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Aides au développement de médicaments de thérapie génique

Plusieurs dispositifs d’aides au développement des médicaments sont en place au niveau

national et européen. Les MTI sont éligibles a ces dispositifs :

Supporting SMEs 32

L’objectif est ici de promouvoir et de favoriser le développement de médicaments par les petites
entreprises. Nous verrons dans la partie « marché et produit » de cette thése que la thérapie
génique est principalement développée par des laboratoires de biotechnologie, voire des
équipes académiques, qui n’ont pas les infrastructures des BigPharma.
Ces aides mises en place par ’EMA sont :
- Une assistance reglementaire, administrative et procédurale
- Des aides financiéres : Réduction de certaines taxes ; exonération de certains frais
administratifs
- Une certification des données de qualité / non cliniques pour les études avancées
- Une traduction des documents d'information produit
- Une exonération des frais de licence MedDRA (Medical Dictionary for Regulatory
Activities) lors de I’enregistrement sur EudraVigilance.

- Une inscription au registre public des PME

EMA's Innovation Task Force (ITF)* :

L'ITF est un groupe multidisciplinaire qui comprend des compétences scientifiques,
réglementaires et juridiques. Il a été mis en place pour servir de cadre a un dialogue précoce
avec les candidats sur les aspects novateurs du développement des médicaments.

L’objectif de I'[TF est d’établir une plate-forme de discussion pour un dialogue précoce avec
les candidats, en particulier les micro, Petites et Moyennes Entreprises (PME), les universitaires
et les chercheurs, afin d'identifier de maniére proactive les problémes scientifiques, juridiques
et réglementaires des thérapies et technologies innovantes. Ici aussi, il ne s’agit pas d’une
initiative spécifique aux laboratoires développant des thérapies géniques mais ils pourront y

bénéficier.

Advanced therapy classification **:

Les entreprises peuvent consulter ’EMA pour déterminer si le médicament développé est un

médicament de thérapie innovante. La procédure leur permet de recevoir la confirmation qu'un
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médicament, basé sur des genes, des cellules ou des tissus, répond aux criteéres scientifiques

spécifiques d'un MTIL.

PRIME™ :

Les thérapies géniques par leurs modes d’actions particuliers permettent de traiter des
pathologies en impasse thérapeutiques. A ce titre, elles sont souvent ¢€ligibles au programme
PRIME de ’EMA. 1l s’agit d’un programme visant a soutenir le développement de produits
traitant des pathologies en impasse thérapeutique en favorisant les discussions précoces entre
I’agence et les laboratoires. Ce dialogue précoce permettra d’accélérer la mise sur marché du

produit et donc 1’acces a I’innovation pour les patients.

Le programme PRIME permet :
- De favoriser un dialogue précoce avec '’EMA
- D’optimiser le plan de développement du nouveau médicament
- De faciliter notamment le passage de la recherche au développement de médicament.

- D’accélérer I’évaluation du médicament

Orphan designation’° :

Une maladie dite “orpheline” est une maladie pour laquelle aucun traitement efficace n’est
disponible. Les maladies orphelines sont a distinguer des maladies rares. Une maladie est dite
rare si elle touche moins d’une personne sur deux milles?”. Cependant de nombreuses maladies
rares sont en impasse thérapeutique et donc déclarées maladies orphelines. La thérapie génique
est source d’espoir pour ces pathologies. Certains traitements de thérapie génique ciblent des
maladies orphelines et sont donc éligibles a ces initiatives de ’EMA.

Le COMP a pour réle de donner son avis sur la désignation des médicaments orphelins. Si cet
avis est positif, il est ensuite soumis a la Commission européenne, qui prend la décision finale.
Un médicament orphelin peut étre homologué a tout moment de son élaboration dés lors que sa
valeur médicale est démontrée scientifiquement.

Plusieurs initiatives ont ét€ mises en place pour inciter les laboratoires a traiter des pathologies

qui ne touchent qu’un nombre restreint de personnes et donc un petit marché.

Les principales incitations mises en place sont :
- Programmes européens et nationaux de subventions pour la R&D

- Réduction du temps de développement clinique
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- Réduction du nombre d’inclusions et donc du cott des essais de phase 111
- Exonération partielle des redevances sur demande (exonération totale pour les PME)

- Exclusivité commerciale de 10 ans

Scientific advice and protocol assistance’s:

L’EMA peut fournir des conseils scientifiques et une assistance sous forme de protocole
scientifique aux développeurs de médicaments. Ces conseils permettent d’établir les meilleures

facons d’obtenir des données d’efficacité et de sécurité robustes.

Médicaments pédiatriques? :

L’agence européenne a mis en place plusieurs incitations pour le développement de
médicaments pédiatriques. Les thérapies géniques ciblant les enfants sont ¢galement éligibles
a ces initiatives. Il s’agit ici également d’incitations financiéres ainsi que d’aides et
d’accompagnement pour le développement du produit.

La volonté de développer un produit pédiatrique entraine la rédaction et la mise en place d’un
Plan d’Investigation Pédiatrique (PIP) qui déterminent les études que les entreprises doivent
réaliser chez l'enfant lors du développement d'un médicament. Ces PIP seront évalués par le
PDCO (comité pédiatrique de ’EMA). Un cadre réglementaire européen a ¢ét€¢ mis en place
spécifiquement pour le développement des produits pédiatriques. Nous n’entrerons pas ici dans

les détails.

Guidelines :
De nombreuses lignes directrices sont ¢éditées par les autorités réglementaires pour

accompagner les entreprises dans les différentes étapes de développement du produit.

Voici les principales guidelines concernant les thérapies géniques in vivo (liste non
exhaustive)'® :
o Guideline on Non-clinical studies required before the first clinical use of gene therapy
medicinal products (CHMP/GTWP/125459/06)
o Note for guidance on the Quality, Preclinical and Clinical Aspects of Gene Transfer
Medicinal Products (CPMP/BWP/3088/99)
o Guideline on Development and Manufacture of Lentiviral = Vectors

(CHMP/BWP/2458/03)
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o Guideline on Non-Clinical testing for Inadvertent Germline transmission of Gene
Transfer Vectors (EMEA/273974/05)

o Guideline on Scientific Requirements for the Environmental Risk Assessment of Gene
Therapy Medicinal Products (CHMP/GTWP/125491/06)

o Guideline on Follow-up of patients administered with gene therapy medicinal products
(CHMP/GTWP/60436/07)

o ICH Considerations - Oncolytic Viruses (CHMP/GTWP/607698/08)

o ICH Considerations: General principles to address the risk of inadvertent germline
integration of gene therapy vectors (CHMP/ICH/469991/2006)

o ICH Considerations: General principles to address viral / vector shedding
(CHMP/ICH/449035/09)

o Reflection paper on quality, non-clinical and clinical issues related to the development
of recombinant adeno-associated viral vectors (CHMP/GTWP/587488/07)

o Guideline on Safety and efficacy follow-up risk management

4- Les mesures post- autorisation de mise sur le marché

Les médicaments de thérapie génique sont des nouveaux médicaments. Nous avons aujourd’hui
peu de recul sur leurs utilisations. De plus, les médicaments de thérapie génique peuvent avoir
des effets a long terme sur les patients.

Le suivi post-commercialisation est extrémement important et un enjeu de santé publique.

De ce fait, dans le cadre d’une demande d’AMM, le demandeur doit fournir un document
détaillant le systeme de pharmacovigilance qu’il va mettre en place. Ces mesures doivent
assurer le suivi de I’efficacité et des effets indésirables une fois le produit sur le marché.

Ce document détaille dans le module 1.8.1 du CTD, le systéme complet de pharmacovigilance
mis en place.

Ce document détaille également dans le module 1.8.2 du CTD la place des activités de
pharmacovigilance et de follow-up dans le plan de gestion de risque. En effet, toute demande
d’AMM posséde un plan de gestion de risque. Ce plan de gestion de risque doit mettre en
évidence, I’identification des risques spécifiques au produit développé et les initiatives mises
en place pour prévenir et minimiser ces risques identifiés. Ce plan de gestion de risque est mis
a jour régulicrement avec les nouvelles données obtenues durant la commercialisation du

produit.
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Figure 12 : Systéme de surveillance post AMM des MTI*

C- Les challenges réglementaires au développement des
thérapies géniques

Nous venons d’étudier le cadre réglementaire des thérapies géniques. Ce cadre réglementaire
est en évolution. Il est a I’heure actuelle une des barrieres au développement des thérapies
innovantes de demain. En effet, Renske M.T. ten Ham et Al.°?> ont mené une étude auprés des
laboratoires développant des médicaments de thérapie innovante pour connaitre leurs
principaux challenges dans le développement d’un nouveau médicament. L’aspect
réglementaire ressort en premiére position.

Nous allons voir maintenant quels sont ces challenges.

1- Confirmer et Harmoniser le cadre reglementaire

Ci-dessus, nous nous sommes essentiellement concentrés sur le systeme reglementaire
européen. Le cadre reéglementaire Américain ou encore Japonais est différent. Ce manque
d’uniformité complique le travail des laboratoires et entraine un manque d’égalité d’acces au
soin pour les patients de par les disparités géographiques et réglementaires d’accés aux
médicaments Il existe également des divergences dans la classification réglementaire des
produits qui compliquent la reproductibilité des demandes, notamment de MTI, dans d’autres

régions. En effet, il est parfois difficile de classer les nouveaux produits innovants développés.
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Une harmonisation doit se faire au sein des régions ICH pour faciliter les démarches
réglementaires des développeurs de produits.
La nouvelle réglementation européenne pour les essais cliniques va dans le sens de cette

harmonisation et simplification.

De plus, le cadre reglementaire doit étre confirmé et suivre les évolutions de ces technologies.
Les techniques de thérapie génique sont treés récentes et nous verrons dans la prochaine partie
qu’elles sont nombreuses et trés différentes. Un des défis majeurs pour les agences
réglementaires est de suivre 1’évolution de ces techniques et d’en adapter le cadre
reglementaire.

Il est également difficile pour les autorités reglementaires de trouver des experts sur ces
technologies extrémement innovantes. En effet, il est nécessaire que les personnes en charge de
I’évaluation des dossiers soient expertes dans le domaine. Cette difficulté explique notamment

la création au niveau européen du CAT et du working group Gene Therapy.

2- Modele préclinique et clinique

Il est difficile pour les laboratoires de mettre en place des modeles précliniques et cliniques
robustes pour un passage dans la population générale.

Les modeles animaux choisis en préclinique doivent étre particulicrement explicités. Les
pathologies étant particuliéres, il est difficile de choisir des modéles animaux pertinents.”* Ces

données précliniques limitées renforcent I’importance des données cliniques.

En effet, la difficulté pour les laboratoires est de prouver I’efficacité et la sécurité des patients®'.
La thérapie génique traite souvent des pathologies rares. Peu de patients sont éligibles a ces
traitements. Les essais cliniques concernent alors naturellement peu de patients. Il est difficile
pour les laboratoires de mettre en place des essais cliniques qui seront statistiquement
significatifs. En ayant peu de patients lors des essais cliniques, la projection dans la population
générale est difficile.

De plus, I’efficacité des traitements est souvent comparée a un traitement référence lors des
essais cliniques. Les traitements de thérapie géniques sont des traitements particuliers. Il est
difficile de les comparer a des références car il n’y a souvent aucun traitement disponible pour
les pathologies traitées.

Enfin, la sécurité et I’efficacité a long terme sont difficiles a prouver. Il s’agit de nouveaux
traitements pour lesquels nous avons peu de recul.
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lll- Les technologies de thérapie génique
IN-Vivo

Le développement de la thérapie génique et particulieérement la thérapie génique in vivo
s’appuie sur des avancées technologiques qui ont pu lever les barriéres qui limitaient le
développement des produits. Nous allons voir dans cette partie quels sont les concepts et
technologies clés sur lesquels s’appuie la thérapie génique in vivo. Nous verrons ensuite quelles

sont les difficultés scientifiques au développement de la thérapie génique.

A-Concepts généraux

Nous avons vu dans la partie précédente la définition réglementaire de la thérapie génique. D un
: r M r . r . . b . . . 9 .
point de vue plus opérationnel, la thérapie génique consiste en 1’administration d’acides
nucléiques destinés a traiter une pathologie. Ici nous nous intéresserons a la thérapie génique
in-vivo, c’est-a-dire a 1’administration d’acides nucléiques directement chez 1’homme. Elle
s’oppose a la thérapie génique ex vivo qui consiste a modifier le patrimoine génétique d’une
cellule ex-vivo pour ensuite réadministrer les cellules modifiées chez ’homme. Evidemment

certaines techniques peuvent s’appliquer in vivo et ex vivo.
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Figure 13 : Les deux voies de la thérapie génique*!
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Les thérapies géniques selon qu’elles soient in vivo ou ex vivo, entrainent des difficultés
différentes. Nous étudierons principalement les difficultés au développement de la thérapie
génique in vivo. La ex vivo sera peu aborder.

Il s’agit de techniques finalement complémentaires et selon la volonté thérapeutique, 1’une ou
I’autre sera plus intéressante. En effet, il est évident que selon le type cellulaire, la culture ex
vivo sera plus ou moins facile. La thérapie ex-vivo n’est pas imaginable pour les cellules
nerveuses par exemple alors qu’elle peut étre adaptée pour les cellules hématopoiétiques. Selon

la pathologie traitée, le choix de la stratégie sera différent.

Naturellement quand on parle de thérapie génique, nous pensons directement au fait de
transférer un gene manquant chez les patients. En effet, c’est une utilisation importante et la
premicre a avoir ¢été¢ développée.

Il existe cependant de nombreuses autres technologies. En effet, la thérapie génique peut
permettre de supprimer 1’expression d’un gene. Différentes techniques que nous verrons plus
tard existent pour cette application.

Enfin la derniére possibilité est de modifier la structure du geéne. 11 s’agit de I’édition du génome
ou « gene editing » en anglais. Cette derniere possibilité a ouvert la voie a de nombreux
traitements et au développement de technologies de rupture telles que CRISPR/Cas 9 un outil

moléculaire permettant d’effectuer des corrections géniques précises).
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Figure 14 : Les différentes applications des thérapies géniques*
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La thérapie génique in vivo consiste donc a introduire directement chez les patients des acides
nucléiques. Pour introduire I’acide nuclé€ique, les laboratoires utilisent un vecteur. En effet, le
gene thérapeutique est introduit dans un vecteur pour €tre administré chez le patient. Ce vecteur
sera le véhicule du traitement. Mais le choix du vecteur est extrémement important. Il jouera
un grand role dans Defficacité et la sécurité du traitement.

En effet, dans une approche in vivo, le produit est administré directement chez le patient. Pour
que le traitement soit efficace, il doit atteindre les cellules cibles et pour que les effets
indésirables soient limités, le traitement ne doit pas atteindre d’autres cellules. Le vecteur a
pour mission de véhiculer et protéger le traitement jusqu’aux cellules cibles.

De ce fait, avant de voir les technologies de thérapie génique, nous allons d’abord étudier les

différentes catégories de vecteurs.

Le challenge le plus important est de pénétrer dans la cellule. En effet, les acides nucléiques ne
sont pas capables de pénétrer seuls dans le cytoplasme de la cellule dans le cas d’ARNm et dans
le noyau de la cellule dans le cas d’ADN.* Les vecteurs viraux sont donc rapidement apparus
intéressants du fait qu’ils aient développé des capacités a pénétrer dans les cellules assez
exceptionnelles. Cependant, le fait d’utiliser des vecteurs viraux peut entrainer des risques.
C’est pourquoi d’autres vecteurs non viraux ont été ¢également développés. Enfin, nous verrons

également qu’il est possible d’administrer 1’acide nucléique nu.

B- Les Vecteurs

Il existe donc deux grands types de vecteurs, les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux.
Nous allons voir dans un premier temps les vecteurs viraux. Ensuite nous étudierons les

vecteurs non viraux.

1- Les vecteurs viraux

Les débuts de la thérapie génique ont ét€ marqués par des accidents liés a 1’utilisation de
vecteurs viraux qui se sont introduits dans des organes non-cibles, ou qui ont provoqué
I’intégration du gene modifié¢ dans des séquences dites «pro-oncogeénes » de I’ADN du patient,
déclenchant des cancers et déces. Suite a ces accidents, les scientifiques ont développé des
vecteurs viraux plus sirs et plus efficaces de sorte a réduire le risque d’insertion aléatoire dans
le génome de 1’hote.
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Les Rétrovirus

Le rétrovirus* est un virus de la famille des retroviridae, dont le génome est composé d’ARN.
Les rétrovirus ont été les premiers virus utilisés dans la thérapie génique®. Les génes du
rétrovirus sont remplacés par les génes d’intérét thérapeutique. Les rétrovirus ont été tres
utilisés car ils ont de nombreux avantages :

- Ils sont capables d’intégrer un grand nombre de cellules

- Les vecteurs a rétrovirus s’intégrent facilement au génome de la cellule. De ce fait, le

gene va persister de fagon stable.
- Enfin ils ont une faible immunogénicité, ce qui permet de limiter 1’activation du systeme

immunitaire et donc de limiter les effets néfastes.

Ils présentent également des limites :

- Ils présentent une limite de capacité de transport. En effet, les rétrovirus peuvent
transporter uniquement des geénes limités a 8 kilobases. Ce qui posera naturellement
probléme pour des geénes plus grands.

- Le rétrovirus s’intégre aux cellules au moment de la division cellulaire. On les appelle
donc vecteurs viraux intégratifs car le géne thérapeutique sera transmis aux cellules
filles en cas de division cellulaire.

- Le tropisme cellulaire est peu spécifique. Ceci explique une utilisation plus fréquente

ex-vivo malgré le fait qu’il a été utilisé in vivo notamment pour des maladies du foie*®

Le probléme majeur dans I’utilisation des rétrovirus est la sécurité. En effet, il s’intégre au
hasard dans le génome. En s’intégrant dans des zones responsables de la division cellulaire, ils
peuvent entrainer des risques de cancer. Ce risque d’oncogenese explique pourquoi leur

utilisation a diminué au profit d’autres types de vecteurs viraux.

Les Lentivirus

Comme les rétrovirus, les lentivirus appartiennent a la famille des retroviridae. Il s’agit
également d’un virus a ARN.
Comme le rétrovirus, il insére le geéne thérapeutique dans le génome de la cellule hote ce qui

permet une expression du géne stable au cours du temps.
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Cependant, les vecteurs lentiviraux offrent un avantage supplémentaire, a savoir qu'ils peuvent
infecter les cellules qui ne sont pas en cours de division. Cette capacité permet aux lentivirus
d’avoir un tropisme plus important. Cette capacit¢ permet d’ouvrir des possibilités de
traitements a des pathologies concernant des cellules qui ne se divisent pas ou trés peu chez

I’adulte comme par exemple les neurones ou les cellules pancréatiques.

Les lentivirus présentent cependant des limites pour une utilisation in vivo :
- Comme les rétrovirus, les lentivirus sont limités a des genes de 8 kilobases.

- L’intégration au génome entraine des risques importants de mutagénese.

Le probléme d’insertion au génome est une limite importante de ce type de vecteur. Pour pallier

a ce probleme, les scientifiques se sont tournés vers les adénovirus.

Adénovirus

Les Adénovirus appartiennent a la famille des Adenoviridae. Ils ont un génome constitué
d’ADN double brin. Lorsque les virus de cette famille pénétrent dans le noyau de la cellule, le
matériel génétique ne s’intégre pas au génome de 1’hdte, on dit qu’ils sont non intégratifs.
L’ADN persiste donc sous forme d’épisome et il est ensuite transcrit en ARN messager. Cette
caractéristique, permet de limiter le risque de cancer par insertion au génome. Ils ont un effet
transitoire, en s’exprimant pendant la durée de vie de la cellule et disparaissant avec la mort de
celle-ci ce qui fait d’eux le vecteur de choix lorsque qu’une expression de court terme est
recherchée.

De plus, les adénovirus ont un tropisme cellulaire important et peuvent infecter plusieurs types
de cellules que ces dernieres soient en division ou non.

Un autre point positif est qu’ils peuvent transporter des génes de plus grande taille (jusqu'a 30

kilobases*”) que les virus intégratifs.

La limite la plus importante a ’utilisation de ce type de virus est I’immunogénicité associée.
En effet, les adénovirus entrainent une activation du systéme immunitaire contre le virus et
donc le potentiel traitement. Des recherches sont faites pour modifier le virus et limiter cette
immunogénicité. Nous verrons plus tard qu’il s’agit d’une des limites majeures a ’utilisation

des vecteurs viraux en thérapie génique in vivo.
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Adeno Associated Virus

Un autre type de virus a été utilisé pour pallier aux problémes précédemment évoqués et
notamment I’immunogénicité*®. En effet, les virus adéno-associés ou Adeno Associated Virus
(AAV) ont ’avantage de n’€tre que peu immunogenes. Ils sont donc naturellement mieux
tolérés par 1’organisme.

Le tropisme cellulaire des AAV est important. Ils peuvent aussi bien infectés des cellules en
division que des cellules qui ne se divisent pas. Cependant, il existe plusieurs sérotypes d’AAV
avec une spécificité au niveau des tissus infectés®.

L’AAV a la capacité de s’intégrer au génome de 1’hdte. Cependant I’insertion se passe
quasiment toujours au niveau du chromosome 19 ce qui limite les risques d’insertion au hasard

et donc les risques d’oncogenése.

L’AAV permet une expression a long terme du géne thérapeutique.
La principale limite a 1’utilisation des AAV repose dans sa faible capacité de transport limitée

a 4,8 kilobases.

Nous venons d’étudier les quatre principaux vecteurs viraux utilisés en thérapie génique.
D’autres vecteurs existent :

- Le vaccinia virus est un virus de grande taille, enveloppé appartenant a la famille des
poxvirus. Il posséde un génome d'’ADN double brin linéaire d'environ 190 kilobases de
long, qui code pour environ 250 genes

- Les alphavirus ont un génome qui est constitu¢ d'un ARN simple brin sens positif. La

longueur totale du génome est comprise entre 11 et 12 kb
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VECTEURS TYPE VECTEURS VECTEURS TYPE VECTEURS TYPE VECTEURS
RETROVIRUS TYPE ADENOVIRUS VIRUS ADENO- NON-VIRAUX
LENTIVIRUS ASSOCIES (AAV)
Capacités 8.0kb 8.0kb 30.0kb 48kb illimité
d'empaquetage
Facilité de +/- +/- difficile ottt
production
Intégration dans le Oui Qui Non Rarement (< 10%) rarement
génome de I'hote
Tropisme cellulaire uniquement dans Large spectre Large spectre Large spectre Large spectre
les cellules qui se
divisent
Expression dans le Long terme transitoire Long terme dans Généralement
temps les cellules post- transitoire
mitotiques
Réponse immunitaire  faible faible élevée Relativement faible
faible
Problémes de mutagéne mutagéne Réponse aucune aucune
sécurité inflammatoire
Transmission dansles  +/- aucune +/- aucune
cellules germinales
Avantages Expression stable Expression transfert efficace Non pathogénique  Non virulent
dans les cellules stable dans les dans la plupart des
filles cellules filles tissus
Déavantages S'intégre risque de Lenveloppe virale transfert de petites  Assez
uniquement dans développer peut induire une séquences dADN inefficace
les cellules qui se des cancers au forte réaction concernant la
divisent et risquent moment de immunitaire transduction
de développer des I'intégration
cancers au moment

de l'intégration

Figure 15 : Principales caractéristiques des vecteurs viraux

Nous venons de voir que de nombreux vecteurs viraux ont été développés durant les dernicres
décennies. Cependant, beaucoup de limites apparaissent notamment au niveau de la sécurité et

du ciblage des cellules. Des nouvelles approches non virales ont donc été développées.

2- Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non-viraux ont le potentiel de résoudre certaines des limites associées aux vecteurs
viraux, en particulier en ce qui concerne la sécurité. Plusieurs techniques non virales ont été
développées pour délivrer les acides nucléiques aux cellules d’intérét.

Des vecteurs a base de lipides et des vecteurs a base de polymeres ont été intensivement étudiés
chez des animaux et dans des essais cliniques. Il a également été étudié la possibilité
d’administrer les acides nucléiques nus. Nous étudierons également les approches physiques de

transfection.
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Plasmide ADN

La molécule d’ADN peut étre administrée au travers d’un plasmide. Un plasmide désigne
une molécule d'ADN distincte de ' ADN chromosomique, capable de réplication autonome et
non essentielle a la survie de la cellule.
Chaque plasmide contient au moins une séquence d'ADN qui sert d'origine de réplication,
ou ori (point de départ de réplication de I'ADN), permettant a I'ADN plasmidique d'étre
dupliqué indépendamment du chromosome, en utilisant la « machinerie » de la cellule hote.
Les plasmides peuvent étre circulaires, ou parfois linéaires, présentant une ressemblance
superficielle avec les chromosomes eucaryotes®. Ils contiennent en général une région
contenant des sites d'enzymes de restriction permettant d'insérer des fragments d'ADN, pour le
clonage, le séquengage ou l'expression de protéines.
Un plasmide codant pour un gene d’intérét est une technique qui a été utilisée en thérapie
génique in vivo. En effet, il s’agit de la méthode d’administration probablement la plus simple>!
car a premicre vue, cette absence de vecteurs permet de limiter les risques d’immunogénicité
et d’intégration au génome.
Cependant, cette approche reste généralement moins efficace que celle utilisant des vecteurs
viraux lorsqu’il s’agit de traiter de maniére systémique in vivo. En effet, avec cette technique
il est difficile d’atteindre les cellules d’intéréts :
- Premicrement, du fait de la grande taille de la molécule d’ADN, elle a des difficultés a
passer les membranes.
- De plus, la molécule est détruite par les nucléases (enzyme responsable de la
dégradation des molécules d’ADN).
- Enfin, la molécule d’ADN est chargée négativement, ce qui I’entraine a former des
complexes dans 1’organisme, ce qui joue un role sur la pharmacocinétique du produit.

Son utilisation est beaucoup plus fréquente ex vivo.

Les vecteurs de syntheése

Il existe plusieurs vecteurs non viraux utilisés dans la thérapie génique. Les vecteurs
synthétiques comme les vecteurs viraux ont pour but de transférer 1’acide nucléique a la cellule
cible. Le vecteur protégera 1’acide nucléique et interagira avec la cellule pour permettre

I’internalisation dans le cytoplasme.
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Les vecteurs de synthése sont généralement chargés positivement pour former des complexes
avec ’ADN chargé négativement. Ils en existent des lipidiques qui sont principalement les
lipides cationiques®>. Les méthodes de délivrance lipidique sont trés étudiées dans la
littérature.>* La toxicité de ce type de vecteur dépend des lipides utilisés>*. Les nombreux essais
réalisés nous permettent d’avoir du recul sur ces techniques et de connaitre les structures

lipidiques les plus adaptées au transfert d’acide nucléique.

Les vecteurs de synthése peuvent également tre protéiques. Par rapport aux autres méthodes
non virales, ils posseédent I’avantage de pouvoir cibler des cellules spécifiques, par interaction

entre les protéines du vecteur et les protéines cellulaires.

Ils existent enfin des polymeéres de syntheése permettant aussi de cibler les cellules d’intérét. De
manicre similaire aux lipides cationiques, les polymeres forment en majorité des complexes
avec les acides nucléiques via des liaisons électrostatiques.> Les polyméres sont

particulierement intéressants car ils sont faciles a produire.

Les vecteurs de synthese sont extrémement nombreux, il existe de nombreux types différents
selon les composés utilisés. N’étant pas précisément le sujet de la thése, nous ne nous

attarderons pas dessus.

Les méthodes physiques de transfert

Il existe également des méthodes physiques de transfert de genes. Les méthodes physiques se
basent sur le fait d’utiliser des forces physiques pour agir sur la membrane cellulaire et

permettre le passage intracellulaire®.

Aiguille : La plus simple méthode physique correspond a I’utilisation d’aiguilles pour transférer
I’acide nucléique directement dans le tissu cible ou alors dans les vaisseaux sanguins pour une

approche systémique. L’efficacité est limitée du fait de leur dégradation par les nucléases”’.

Gene Gun : Il s’agit de type pistolet est un appareil permettant d’administrer de I’ADN
exogéne dans cellules cibles. 11 s’agit généralement d'un métal lourd recouvert d'ADN
(généralement un ADN plasmidique). Avec cette technique il y a peu de toxicité. Il est
cependant difficile d’atteindre des cellules profondes.
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Electroporation : L'application d'un champ ¢électrique crée une différence de potentiel en un
point spécifique de la surface de la cellule. En conséquence, la rupture de la membrane forme
un pore et laisse passer la molécule. La perméabilité dépend de la force et de la durée du champ
¢lectrique. La premicre utilisation de la technique d’¢€lectroporation in vivo pour un transfert de

géne a eu lieu en 199138,

Sonoporation : La sonoporation est une technique non invasive qui utilise une onde ultrasonore
pour perméabiliser temporairement la membrane cellulaire afin de permettre I'absorption
cellulaire de I'ADN. Il s’agit d’une technique entrainant peu d’effets indésirables mais

I’efficacité est limitée.

Photoporation : Cette méthode physique utilise une seule impulsion laser pour générer des
pores transitoires sur la membrane cellulaire afin de permettre a I’acide nucléique d'entrer dans

la cellule.

Hydroporation : La technique utilise la pression hydrodynamique pour pénétrer dans la
membrane cellulaire.

Ces méthodes physiques peuvent étre utilisées in vivo. Des essais principalement sur des
modeles animaux existent et ont été décrits dans la littérature. Cependant ce ne sont pas les

méthodes les plus fréquentes ni celles présentant le plus de bénéfices.

Les méthodes inorganiques

Il existe enfin une derniere catégorie de vecteurs, les vecteurs inorganiques.

Ce sont généralement des nanoparticules dont la taille, la forme et la porosité peuvent varier
afin de protéger ’acide nucléique pi¢gé de la dégradation. Les principales nanoparticules
utilisées sont en phosphate de calcium, en silice ou encore en or. L’avantage principal des
composés inorganiques provient de leur facilité a étre produit a faible cofit. De plus le stockage

est facile.

Pour conclure, les deux stratégies, virales et non virales ont connu de fortes améliorations au

cours des 10 dernieres années. Ces améliorations sont finalement en corrélation avec le
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développement de la thérapie génique. En effet, les vecteurs sont essentiels a 1’efficacité et la
sécurité des thérapies géniques.

Chaque vecteur a des avantages et des inconvénients. Il ne s’agit pas ici de dire lequel est le
meilleur. Nous allons voir dans la partie suivante les critéres permettant de choisir le vecteur le

plus adapté a I’application souhaitée.

3- Le choix du vecteur

Le choix du vecteur est essentiel lors du développement d’un nouveau traitement et
particulierement en thérapie génique in vivo.

L’efficacité du traitement est trés dépendante de la capacité de 1’acide nucléique a atteindre la
cellule cible.

Nous avons vu précédemment que du fait de cette nécessité, de nombreuses méthodes ont été

développées.

Le choix du vecteur dépend de plusieurs facteurs :

1. Le premier facteur a prendre en compte est le type de thérapie génique que 1’on souhaite
développer, in vivo ou ex vivo. Logiquement certains vecteurs seront plus adaptés a une
utilisation in vivo tandis que d’autres a une utilisation ex vivo.

En effet, certains organes seront plus faciles d’acces que d’autres dans une utilisation in
vivo. Certaines méthodes de transfert seront plus adaptées pour atteindre un certain type
cellulaire.

Le challenge le plus important d’une utilisation in vivo est d’éviter le « off-target »,
c’est-a-dire de permettre a ’acide nucléique d’atteindre les cellules d’intérét et
uniquement les cellules d’intérét. Si I’on souhaite utiliser un vecteur viral, il faudra
considérer le tropisme de ce vecteur. Chaque famille de virus a un tropisme différent et
dans une méme famille, différents sous types de virus ont également des tropismes
différents. Par exemple, Carmela Zincarelli et AL>° ont étudié le tropisme des différents

sous types d’AAV et ils ont mis en évidence le fait que le profil de distribution de chaque
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sous type est différent.
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Figure 16 : Tropisme des sous types d’AAV

2. Ensuite il faut évaluer si I’application thérapeutique nécessite une expression du géne
transféré transitoire ou stable. Nous avons vu dans la partie précédente que certains
vecteurs s’intégrent au génome de 1’hote tandis que d’autres non. C’est cette intégration
qui va étre responsable de ’effet transitoire ou stable de la thérapie. Selon I’effet
thérapeutique que 1’on souhaite, le choix du vecteur sera naturellement différent.

3. Lataille du géne a transférer doit étre prise en compte. Nous avons notamment vu que
les vecteurs viraux ont des capacités spécifiques. Le choix du vecteur dépend de ce que
I’on souhaite transporter.

4. Naturellement, le type de molécule que 1’on souhaite délivrer sera également a prendre
en compte. En effet, certaines méthodes de transfection sont plus adaptées a I’ADN qu’a
I’ARN par exemple.

5. La cytotoxicité des méthodes de transfert est également a prendre en compte. Certaines
technologies peuvent entrainer des toxicités importantes qui pourront poser probléme
selon I’utilisation étudiée. De plus, il faut préciser qu'une méme technologie peut
présenter des profils de toxicité différents selon la cellule ciblée.

6. Enfin le colt est également un facteur a prendre en compte. Certaines méthodes telles
que les méthodes virales sont cher du fait des cofits de production. Tandis que d’autres
méthodes telles que les vecteurs de synthese ou les vecteurs inorganiques sont moins

cher a produire.

Notons qu’il il ne s’agit pas ici d’une liste exhaustive. Le choix de vecteur est primordial, le

choix se base sur de nombreux critéres permettant au final d’obtenir 1’objectif thérapeutique
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voulu. Il n’y a pas de hiérarchie a faire entre ces différentes techniques, chacune présente des
avantages et des inconvénients.
Nous allons voir maintenant les différentes techniques de thérapie génique utilisées dans des

applications in vivo.

C-Les technologies de thérapie génique in vivo

La thérapie génique s’appuie sur plusieurs techniques® que nous allons étudier maintenant.
Chaque technique est différente et permet de traiter des pathologies particulieres. Comme
depuis le début de ce travail, nous allons nous concentrer sur les techniques de thérapie génique

in-vivo.

1- Transfert d’acides nucléiques in vivo

L’application la plus ancienne et la plus classique de thérapie génique est le transfert d’acide
nucléique. A l’aide de vecteurs, 1’acide nucléique est administré in vivo. Il code pour une
molécule qui aura un impact sur le patient. Dans la majorité des cas, il s’agit d’une molécule
d’ADN qui est transférée. Cependant, des nouveaux traitements a base d’ARN messagers®!
commencent a se développer en phases cliniques et précliniques.

Ces nouveaux traitements sont extrémement intéressants®® car par rapport aux protéines, ils
évitent de nombreux problémes de production tels que la purification qui est difficile et cofite
cher. De plus, par rapport a I’ADN, ils ne modifient pas le génome et a ce titre ils présentent
moins de risques.

Cependant, le probléme des ARNm a longtemps été la délivrance. En effet ce sont des grosses
molécules qui ont du mal a passer la membrane cellulaire. De plus, elles sont tres rapidement
dégradées dans le corps par les nucléases. Mais les avancées dans les systemes de délivrance
permettent maintenant d’€tre trés optimiste dans leurs potentiels thérapeutiques. Comme pour
les molécules d’ADN, les molécules d’ARNm peuvent coder pour tous types de protéines et

donc avoir des applications différentes.

Ajout d’une protéine fonctionnelle

La premicre possibilité est que cet acide nucléique code pour une molécule fonctionnelle qui et

soit manquante soit défaillante chez le patient.®
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C’est notamment le cas dans le traitement de maladies monogéniques, qui résultent d’une
mutation qui affecte un seul géne. Dans le cas d’une maladie monogénique, un géne spécifique
est muté, et ¢’est cette modification qui peut conduire a la maladie. De ce gene muté, il en
résulte soit une absence de protéine, soit une protéine défaillante. Le transfert de gene permet
d’apporter le géne codant pour la molécule d’intérét.

C’est une des voies de traitement envisagée pour la mucoviscidose. En effet, la mucoviscidose
est causée par des mutations génétiques du gene responsable de la production de la protéine
régulatrice de la conductance transmembranaire: la protéine CFTR® (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). Les scientifiques explorent la possibilité de transférer
chez les patients soit I’ADN soit I’ARN codant pour une version correcte de cette protéine
défaillante.

I1 est également possible d’apporter un gene codant pour une protéine qui permettra d’apporter
une nouvelle fonction a la cellule. Ceci peut étre le cas par exemple pour des maladies
infectieuses en apportant une protéine permettant a la cellule de se protéger contre I’agent
infectieux. Nous retrouvons aussi cette utilisation dans certains cancers.

La protéine pourra également permettre d’activer le systéme immunitaire dans une application

de vaccinologie.

Utilisation de géne suicide

Dans certaines situations, il peut étre nécessaire de tuer des cellules d’un patient. C’est
principalement le cas dans des applications en cancérologie. Pour lesquelles la thérapie génique
peut étre utilisée.
Deux modes d’action sont possibles :
- Le géne introduit peut coder pour une molécule toxique qui conduira a la mort de la
cellule®?,
- Le géne peut ¢galement coder pour une protéine qui « marquera » la cellule et la rendra
visible au systéme immunitaire. Le systéme immunitaire sera alors responsable de la
mort de la cellule. Ici, la mort cellulaire n’est pas directement causée par la protéine du

gene transféré.
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Inhibition d’une protéine fonctionnelle

Le transfert d’acides nucléiques peut également permettre d’inhiber une protéine fonctionnelle
qui aurait un effet délétere sur le patient. Cette stratégie peut étre également une stratégie
d’intérét dans les cancers en visant des oncogenes.

Il existe également d’autres types de stratégies permettant d’inhiber 1’activité d’un géne :

’utilisation d’oligonucléotides.

2- Les oligonucléotides : Gene silencing ou extinction de génes

Les oligonucléotides sont utilisés en thérapie génique pour éteindre I’expression de certains
genes défaillants. Cette stratégie est appelée « gene silencing ».
I1 existe deux types d’oligonucléotides utilisés pour inhiber I’expression de certains genes :

- Les ARN antisens

- Les ARN interférents
Ces oligonucléotides sont constitués d’une courte chaine d’acide nucléique. Ils vont cibler les
ARNm et les pré-ARNm des genes d’intérét pour moduler leur expression en protéines.
Bien qu’ils utilisent une technique similaire, ces deux types d’oligonucléotides ont des
mécanismes d’action différents.
La principale différence est que les ARN antisens n’existent pas a 1’état naturel alors que les
ARN interférents existent chez les végétaux et les animaux. C’est en étudiant ces mécanismes

que les scientifiques ont imaginé des applications thérapeutiques.

Les ARN antisens

Les ARN antisens agissent en inhibant la traduction de I’ARN messager contre lequel ils sont
dirigés. L’ARN antisens doit étre complémentaire de ’ARNm cible et se lie de maniéere
complémentaire a ce dernier.
En effet, les ARN sont constitués de 4 types de bases : I’adénine (A), la guanine (G), la cytosine
(C) et I'uracile (U).% Ces bases se lient de maniére complémentaire entre elles :

- L’Adenine avec I’Uracile

- la Guanine avec la Cytosine

Dans le cas de la molécule d’ADN, la Thymine remplace 1’Uracile.
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Les oligonucléotides se basent sur ces caractéristiques pour se lier de manieére spécifique a un

ARNm.

L’ARN est appelé antisens car il reconnait spécifiquement un ARNm sens. Les bases
composant ’ARN antisens se lient de maniere complémentaire avec les bases de la molécule
d’ARNm cible.

Concrétement, 1’association entre I’ ARN antisens et I’ARNm sens forme un ARN double brin.
Cet ARN double brin est reconnu par une enzyme responsable de sa dégradation, la RNase.
Les thérapies antisens sont donc congues pour rechercher, lier et détruire un ARNm de manicre
trés spécifique, de sorte que la quantité de protéines causant la maladie diminue

considérablement.®’
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Figure 17 : Mécanisme d’action d’'un ARN antisens®®

Les ARN antisens peuvent également passer la membrane nucléaire et se fixer sur la molécule
d’ADN. La molécule d’ADN est double brin. En se fixant dessus, I’ADN va former une triple
hélice. Cette conformation va inhiber la transcription en ARNm et donc par suite la traduction

en protéine®.

La taille de ’ARN antisens est critique car elle doit étre suffisamment longue pour avoir une
séquence de base unique et donc se fixer de maniére spécifique. L’ARN ne doit cependant pas

étre trop grand pour garder sa capacité a passer les membranes cytoplasmiques et nucléaires.
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ARN interférent ARNi

Les ARN interférents ou ARNi sont des mécanismes endogenes d’origine naturelle retrouvée
chez les plantes et les animaux.’” Ils permettent de réguler ’expression de protéines. Les
scientifiques ont voulu détourner ces processus pour en faire des médicaments permettant
d’inhiber la production de protéines cibles.”!
Comme pour les ARN antisens, il s’agit d’un processus dans lequel des petites molécules ARN
inhibent I’expression d’un géne en agissant sur un ARNm cible, de maniere a ce qu’il y ait une
diminution des protéines produites.
Il existe deux grands types d’ARN interferent :

- Les small interfering RNA (siRNA)

- Les microRNAs (miRNA).

Ces oligonucléotides peuvent viser des geénes responsables de maladies et nous pouvons
facilement imaginer I’impact de ces traitements. En effet, ils peuvent potentiellement inhiber

I’expression de tous types de genes.

Les small interfering RNA (siRNA)

A 1’¢état naturel, les siRNA sont des petites molécules d’ARN double brins provenant d’'un ARN
double brin plus grand.

Lorsque ce long ARN double brin est présent dans le cytoplasme des cellules, il est pris en
charge par une enzyme nommée DICER.

DICER est une RNase de type III. Elle va couper la longue molécule en petit ARN double brin.
Une fois formés, les siRNA s’associent a un complexe protéique qui sera responsable de
I’activité, le RNA-Induced Silencing Complex (RISC). Le complexe RISC activé s’apparie a
I’ARNm par I’intermédiaire des siRNA, qui ont une correspondance de séquence parfaite avec
leur cible. Cela déclenche alors la dégradation de I’ARNm. L’utilisation thérapeutique est
intéressante car, les sSiIRNA peuvent inhiber la production des protéines que 1’on souhaite. Nous

verrons plus tard qu’il y a déja des médicaments utilisant ces siRNA.
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Figure 18 : Mécanisme d’action des SIRNA"?

Les microRNAs (miRNA)

La synthése du micro-ARN débute dans le noyau. Ils sont endogeénes donc codés par le génome
de la cellule. Le résultat de la transcription est clivé dans le noyau par la RNase Drosha, pour
former le pré micro ARN. Ensuite, ils sont clivés dans le cytoplasme, par I’enzyme DICER, en
plusieurs oligonucléotides double brin.

Puis, I’ARN double brin se sépare en micro ARN simple brin. Enfin, le micro-ARN mature est
incorporé au complexe RISC. Au sein du complexe RISC, le micro-ARN va pouvoir se fixer,
avec une complémentarité totale ou partielle, a son ARN messager cible pour induire sa
dégradation, sa séquestration ou 1’inhibition de sa traduction.

Les micro ARN sont également utilisés en thérapeutiques pour inhiber la traduction de la

protéine souhaitée.
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Figure 19 : Mécanisme d’action des miRNA”3

3- Les techniques d’édition du génome ou « gene editing »

Des nouvelles techniques sont apparues récemment sous le nom de « gene editing » ou édition
du génome. Comme son nom I’indique, les techniques de gene editing permettent de modifier
les séquences d’ADN. Ces techniques sont intéressantes car elles permettent d’apporter des
modifications génétiques précises et spécifiques au génome. Avec ces techniques, il est possible
de désactiver un gene, d'introduire une mutation ciblée, de corriger une mutation spécifique ou
d'insérer un nouveau géne. ™

Elles ouvrent la voie a des nouvelles thérapies d’importance majeure pour les patients.

Ces technologies ont considérablement amélioré notre capacité a apporter des modifications
précises au génome des cellules eucaryotes. Nous allons étudier les techniques principales
d’édition du génome et notamment la techniques CRISPR / CAS9 source de grands espoirs

thérapeutiques.

Les TALEN

Les TALEN sont des enzymes de restrictions capables de couper un brin d'ADN au niveau

d'une séquence spécifique. Les TALEN sont des protéines chimériques, constituées d’un
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domaine de liaison a ’ADN et d’un domaine endonucléasique. Elles vont induire une cassure
double-brin d’ADN en un site spécifique du génome. La réparation de la cassure peut alors
s’accompagner de mutations. De cette facon, les TALEN peuvent étre utilisées pour cibler des
mutations au niveau de sites choisis du génome.””

Les TALEN combinent les propriétés de liaison a ’ADN des TALE (transcription activator-
like effector) et de clivage de ’ADN par I’endonucléase FoklI (Flavobacterium okeanokoites
endonuclease I).

La région centrale des TALE est composée d’un nombre variable de répétitions. Chaque
répétition est constituée de 34 acides aminés et se lie a un nucléotide cible unique.

Les TALE s’associent alors a I’ADN en formant une hélice qui s’enroule autour de I’ADN ou
chaque répétition reconnait un nucléotide de la séquence cible.

Depuis leur découverte, les TALEN ont été utilisées in vivo dans de nombreux organismes

différents et elles ont prouvé leurs potentiels thérapeutiques.

Les Méganucléases

Les méganucléases sont des enzymes de restriction, c’est-a-dire des protéines capables de
couper un fragment d’ADN. Grace a ces enzymes, il serait donc possible d’opérer une
recombinaison du génome.”” Les Méganucléases ont été utilisés dans des types variés de
cellules et d'organismes, y compris les cellules de mammiféres et les plantes.’®

Les méganucléases peuvent étre divisées en 5 familles selon leurs séquences et leurs structures.
La famille LAGLIDADG est la plus étudiée.

Elles ont la capacit¢ de couper une séquence de nucléotides précise et donc un gene
potentiellement défectueux.

Les Méganucléases ont un site de reconnaissance de grande taille. Cela leur confére une
spécificité de reconnaissance importante. Cette spécificité permet donc de viser précisément le
gene a réparer et d’éviter d’avoir un effet sur le reste du génome.

De plus, cette précision permet d’assurer une toxicité cellulaire bien moindre qu’en utilisant

d’autres enzymes de restriction moins précises.
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Les nucléases a doigts de zinc (ZFN)

Les nucléases a doigts de zinc ou ZFN sont des enzymes de restriction artificielle créées par la
fusion d'un domaine de liaison a I'ADN, de type « doigt de zinc », et d'un domaine catalytique
de coupure de I'ADN (le plus souvent la nucléase Fokl).”®

Le motif en doigt de zinc est un domaine protéique de 30-50 acides aminés repli€és autour
d’atomes de zinc ionisés conférant une charge positive au motif. Il est donc chélateur de I’ADN
chargé négativement.

En effet, les domaines de liaison a 'ADN des ZFN contiennent généralement entre 3 et 6
répétitions individuelles a doigts de zinc et peuvent chacun reconnaitre entre 9 et 18 paires de
bases. Cela confére a cette technique une trés grande spécificité de liaison.

Apres la liaison entre les domaines protéiques et I’ADN, I’enzyme FokI clivera I’ADN.

Les ZFN ont été congues, construites et utilisées avec succeés pour des genes individuels dans

une grande variété d'organismes et de types de cellules.

L’utilisation in vivo de ces techniques peut étre réalisée de deux facons. La premicre est
I’administration de ces composés protéiques dans 1’organisme. La seconde fagon est
I’administration d’acides nucléiques codant pour la technique de « gene editing » souhaitée en

utilisant différents vecteurs viraux ou non.

Nous allons maintenant étudier la technique la plus récente mais aussi certainement la plus

prometteuse, la technique CRISPR-Cas9.

La technique CRISPR / CAS9

Le dernier systéme d’édition du génome que nous allons voir est un systéme trés récent qui a
révolutionné I’édition génomique. Il s’agit du systéme CRISPR-Cas9.

CRISPR-Cas9 est un outil moléculaire qui permet d’effectuer des corrections géniques
précises®®. Cette découverte, a permis a la Francaise Emmanuelle Charpentier et I’ Américaine
Jennifer Doudna d’obtenir en récompense de leurs travaux le prix Nobel 2020 de chimie!4°.
La premiere différence importante avec les systemes vus précédemment est que CRISPR
reconnait la séquence d’ADN cible a I’aide d’un ARN guide. L’ARN guide reconnait
spécifiquement I’ADN en formant des liaisons Watson-Crick vues précédemment (Adénine
avec Guanine et Thymine avec Cytosine). Ensuite, c’est la nucléase Cas9 qui coupera I’ADN
en un endroit précis.
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Cette capacité de couper I’ADN de maniére tres précise permet a ce systéme une utilisation trés
large.
CRISPR-Cas9 fonctionne comme des ciseaux génétiques : il cible une zone spécifique de

I’ADN, la coupe et y insere la séquence souhaitée.

L’avantage principal du systtme CRISPR-Cas9 tient dans sa production facilitée. En effet, il
est beaucoup plus facile, rapide et moins coliteux de produire des ARN guides que des
protéines.

CRISPR-Cas9 peut étre utilisé pour inhiber I’expression d’un géne, pour couper une partie d’un

gene et aussi pour remplacer une partie d’un gene défaillant.

CRISPR therapeutics, la société créée par les inventeurs du systeme CRISPR-Cas9 commence
a mettre en place des programmes de développement in vivo en s’appuyant sur les preuves de
concept réalisés ex vivo. Actuellement deux approches sont en cours de test :

- La premicre utilise un vecteur AAV codant pour le systeéme d’édition du génome

- Le second utilise un vecteur a nanoparticules lipidiques qui transporte un ARNm codant

le systéme CRISPR-Cas9.
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Figure 20: Mécanisme d’action de CRISPR/Cas98!
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Figure 21 : Comparaison des techniques d’édition du génome®?

4- Virus Oncolytique

Les virus oncolytiques sont une nouvelle voie de thérapie génique utilisée principalement en
oncologie®*.

En effet, les virus oncolytiques, par définition, sont des virus capables d’infecter et de se
répliquer sélectivement dans les cellules cancéreuses, menant a la mort cellulaire sans nuire aux
cellules saines.

Nous avons vu précédemment que les virus sont beaucoup utilis€és en thérapie génique,
notamment pour transférer des génes thérapeutiques. 3* Les virus oncolytiques ont la capacité,
soit de manicre innée soit plus fréquemment par modifications génétiques de se répliquer
sé¢lectivement dans les cellules cancéreuses et induire leur mort par différents mécanismes tels
que la lyse cellulaire, I’induction de l'apoptose et de l'autophagie, l'expression de protéines
toxiques et I’arrét de la synthése des protéines.

Certains virus oncolytiques peuvent aussi avoir la fonctionnalité d’activer la réponse
immunitaire anti-tumorale. L’activation du systéme immunitaire est trés importante en
oncologie puisque certaines cellules tumorales ont parfois la capacité d’échapper au systeme
Immunitaire.

Plusieurs types de virus peuvent étre utilisés dans cette application (Adenovirus ; Herpes

simplex virus ; Vaccinia virus etc.)

Nous verrons dans la partie suivante que certains virus oncolytiques sont déja commercialisés.
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Les virus oncolytiques doivent pouvoir infecter de fagcon sélective et spécifique les cellules

tumorales de I’organisme.
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Figure 22: Mécanisme d’action des virus oncolytiques®

5- La technique des CAR T cell in vivo

La derniere technologie d’intérét présentée ici est la technique des CAR T cell. 1l s’agit d’une
technologie trés récente mais qui pourrait avoir un impact important dans le monde de la santé.

A Dorigine, I’utilisation des CART cell se fait de maniére ex vivo.
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Figure 23 : Les CAR T cell ex vivo®®
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L’idée est relativement simple, elle consiste a prélever les lymphocytes T des patients pour les
modifier génétiquement afin de les rendre efficaces dans 1’élimination des cellules cancéreuses,
pour ensuite les réinjecter aux patients.

La modification génétique consiste a faire exprimer a ces cellules, un récepteur antigénique
chimérique, ou « Chimeric Antigen Receptor » (CAR) en anglais. Ce CAR, permet de
reconnaitre de maniére spécifique un antigene exprimé par les cellules cancéreuses. Il joue le
role d’une téte chercheuse contre les cellules cancéreuses.

Dans le méme principe, il se développe également des CAR NK cell¥’. Dans ce cas-13, ce ne
sont plus des lymphocytes T mais des cellules Natural Killer (autre acteur important de
I’immunité) qui sont modifiées génétiquement.

Actuellement, 1l y a deux CAR T cell ex vivo commercialisées : Le Kymriah de Novartis et le
Yescarta de Gilead.

Mais si nous parlons de cette technologie dans cette thése, ¢’est que des travaux in vivo sont en
cours.® En effet, plusieurs articles scientifiques font état de transfert de géne in vivo codant
pour la machinerie CAR. Les modifications génétiques des cellules se feraient alors in vivo.
Par exemple, des travaux font état de lentivirus transportant le matériel génétique nécessaire et
visant les lymphocytes T.

Actuellement, ces premiers essais in vivo sont a des phases treés précoces de développement
d’un médicament. Des preuves de concept vont devoir étre réalisées pour confirmer le potentiel

thérapeutique des CAR T cell in vivo.

Ainsi, il existe les différentes techniques de thérapies géniques pouvant étre utiliser in vivo.
Certaines sont a un stade plus avancé que d’autres. Il est important de noter que 1’utilisation in

vivo présente des difficultés cliniques propres.

D- Les difficultés cliniques et thérapeutiques de la thérapie
génigue in vivo

I1 existe des difficultés cliniques a I'utilisation in vivo de ces technologies. Ces difficultés
ralentissent le développement des nouveaux médicaments. Pour se développer a grande

échelle, la thérapie génique in vivo devra dépasser ces limites.
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1. La délivrance

Nous I’avons vu, la premiere limite au développement de la thérapie génique in vivo est la
méthode de délivrance®®. Le choix du vecteur permet premiérement de protéger 1’acide
nucléique lors de sa délivrance aux cellules cibles. Il devra permettre d’éviter la dégradation de
I’acide nucléique dans I’organisme (par exemple par les nucléases). De plus, les vecteurs
permettent de cibler spécifiquement les cellules d’intérét et d’éviter le « off target ». Le vecteur
doit atteindre les cellules d’intérét, celles qui ont besoin de la protéine codée par 1’acide
nucléique. Les autres cellules ne doivent pas €tre touchées.

Le systeme de délivrance devra aussi permettre a 1’acide nucléique de passer la membrane
cytoplasmique et la membrane nucléaire dans le cas de I’ADN.

Le systeme de délivrance joue un role primordial dans 1’efficacité et la sécurité du produit.
Malgré de réels progres, la délivrance est encore un point d’attention particulier lors du

développement en thérapie génique.

2. L’intégration au génome

L’intégration au génome peut €tre une limite importante de sécurité. Dans certains cas, si 1’on
souhaite un effet a long terme, 1’intégration au génome peut tre recherchée. L'insertion dans le
génome donne l'expression la plus durable parce que le géne est conservé apres la division
cellulaire. Cependant, il est essentiel de contrdler le lieu d'insertion, car une insertion au
mauvais endroit peut entrainer une absence d'expression du gene inséré.

De plus, I’intégration au génome doit étre spécifique a un site précis. Si elle n’est pas spécifique,
elle posera un probléme de sécurité et fera courir un risque important aux patients notamment
en pouvant avoir un effet oncogene.

Si le but recherché est une action transitoire, il ne doit pas avoir d’intégration au génome. En
cas d’intégration, le risque est important pour le patient.

L’intégration au génome est un parametre important a prendre en compte notamment lors du

choix du vecteur.

3. L’immunogénicité

Une des difficultés importantes pour les laboratoires de thérapie génique est 1’activation du
systéme immunitaire ou I’immunogénicité.
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En effet, la thérapie génique in vivo repose sur I’administration de matériel étranger. Le
matériel étranger est reconnu par le systeme immunitaire qui s’active pour combattre ce
dernier”. Lorsqu’un matériel étranger pénétre dans I’organisme, la réponse immunitaire innée
se met en place avec notamment la production de cytokines et 1’activation de cellules
immunitaires (macrophages ; Natural killer etc.). La réponse immunitaire adaptative s’active

plus tard lorsque les cellules présentatrices d’antigénes activent les lymphocytes.

Plusieurs facteurs peuvent jouer un role sur I’'immunogénicité. Nous citerons par exemple, la
dose de vecteurs, la voie d’administration ou encore les antécédents du patient.

Pour atténuer cette imunogénicité, le choix du vecteur est important. L’ immunogénicité est
généralement d’autant plus importante avec 1’utilisation de vecteurs viraux qui contiennent des
épitopes étrangers qui seront reconnus par le systéme immunitaire.

Les développeurs de médicaments cherchent a atténuer la réaction immunitaire qui pourrait
entrainer des effets indésirables aux patients et réduire 1’efficacité du traitement.

Nous préciserons cependant, que dans certains cas 1’activation du systéme immunitaire peut
étre recherchée. C’est notamment le cas pour le traitement de certains cancers qui échappent a

I’activation du systeme immunitaire ou dans le cas de maladies infectieuses.
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IV- Etat des lieux des produits et du
marché de la Thérapie Génique in vivo

Nous avons vu précédemment le cadre réglementaire qui régit la thérapie génique ainsi que les
techniques utilisées par les laboratoires. Nous allons étudier maintenant le marché actuel de la
thérapie génique. Nous évaluerons la maturit¢ de ce marché en étudiant les produits
commercialisés et les produits en développement.

Enfin, nous étudierons les limites actuelles au développement de ces technologies.

Nous allons dans un premier temps nous concentrer sur les produits de thérapie génique
commercialisés. La thérapie génique est récente, il y a a I’heure actuel peu de produits sur le

marché.

A- Les produits commercialisés

Pour débuter cet état des lieux du marché de la thérapie génique, nous allons étudier les produits
actuellement sur le marché. I1 s’agit de tous les produits bénéficiant d’au moins une AMM dans

un pays du monde.

Dans cet état des lieux des produits, nous allons nous intéresser premierement aux
oligonucléotides commercialisés. En effet, nous allons voir dans un premier temps les
technologies d’ARN antisens et interférents commercialisées.

Dans un second temps, nous ¢étudierons les produits de thérapie génique correspondant au
transfert d’acide nucléique.

A noter, qu’il n’y a a I’heure actuelle aucun produit utilisant des technologies de « gene

editing » sur le marché.
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1- Les oligonucléotides commercialisés

Les ARN interférents

Aujourd’hui, deux ARN interférents sont commercialisés. Les deux produits sont

commercialisés par la société Alnylam Pharmaceutical® :

Il s’agit de ’Onpattro® (Patisiran)!*?. 1l est indiqué dans le traitement d’une maladie

métabolique, ’amylose a transthyrétine héréditaire (hATTR) chez les adultes atteints de
polyneuropathie de stade 1 ou de stade 2. Elle est due a I’accumulation d’une protéine la
transthyrétine ou TTR, qui sert habituellement a transporter des substances dans le sang.
Lorsque le géne est mutg, la protéine fabriquée est modifiée. Cette protéine anormale se dépose
sous forme de substance « amyloide » dans les tissus. L'accumulation dans les nerfs et les
organes de la protéine mutée entraine une perte de sensibilité et de mobilité, des douleurs, des
troubles digestifs, sexuels ou encore cardiaques.

Le traitement se base sur le mécanisme d’action des ARNi présenté plus tot dans le rapport. 11
inactive le géne muté défaillant responsable de la pathologie et diminue donc le taux de
protéines responsables de la maladie.

L’Onpattro® est commercialis€ en Europe et aux Etats-Unis. Il a obtenu la désignation de

médicament orphelin par ’EMA.

Givlaari® (Givosiran)'?? est commercialisé dans la Porphyrie hépatique aigue et ayant une
rphy. patiq g y

maladie active. Les porphyries aigués résultent d'un déficit de certaines enzymes de la voie de
biosynthése de I'héme, qui entraine 'accumulation de précurseurs de I'héme qui déclenchent
des acces intermittents de douleurs abdominales et de symptomes neurologiques.

Le médicament entraine la dégradation de I'ARNm de I'aminolévulinate synthase 1 (ALAS1)
réduisant les niveaux ¢levés d'ARNm de I'ALAS1 hépatique (responsable de la maladie).

Cela conduit a une réduction des taux circulants d'intermédiaires neurotoxiques, l'acide
aminolévulinique et le porphobilinogéne, facteurs associés aux attaques et autres manifestations

de la maladie.

Le Givlaari® a été autorisé trés récemment aux Etats-Unis, le 20 Novembre 2019.
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Les ARN antisens

Il y a a I’heure actuelle 5 ARN antisens mis sur le marché :

Eteplirsen : Commercialisé€ par Sarepta therapeutics sous le nom commercial Exondys 51®, il
est indiqué dans le traitement de la dytrophie musculaire de Duchenne. L’Eteplirsen vise le saut
de I’exon 51 du gene DMD codant pour la dystrophine. Cette maladie est liée a une anomalie
du géne DMD codant pour la dystrophine, protéine impliquée dans le soutien de la fibre
musculaire. Les fibres musculaires finissent par se détruire.

Le saut d'exon est une technique de "chirurgie du gene" qui a pour objectif de rétablir un
"bon" cadre de lecture en €éliminant un ou plusieurs exons porteurs de I'anomalie (ici I’exon
51). De ce fait cet exon ne sera pas traduit en protéine. La protéine produite est plus courte,
mais fonctionnelle. L’oligonucléotide sert a masquer I’exon que 1’on souhaite supprimer.
L’Eteplirsen dispose d’une AMM aux Etats unis depuis 2016. En Europe, ’EMA a refusé
I’AMM pour ce médicament en 2018 car les essais cliniques concernaient trop de peu de

patients (seulement 12).%

Situation pathologique :
Situation normale Situation pathologique saut d'exon

Exon 2 Exon 3 Exon 1 ST Exon 3 Exon 1 Exon 2 Exon 3

pré-messagers Intron 1 Intron 2

Intervention
par saut d'exon

ARN Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon 1 Exon 3
messagers S —— —— B ———

Protéines Protéines Protéines raccourcies
fonctionnelles non-fonctionnelles fonctionnelles

© Inserm/F. Koulikoff

Figure 24 : La technique du saut d’exon”®

Nusinersen : Commercialis¢ par le laboratoire Biogen sous le nom commercial Spinraza®. I1
est indiqué dans le traitement d’une maladie génétique rare du systéme nerveux central,
I’amyotrophie spinale proximale liée a SMNI (SMA), une maladie génétique rare. Cette

maladie résulte d’'une mutation du géene SMNI1.
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Un autre gene SMN2 est capable de produire la protéine SMN mais elle est non fonctionnelle
a cause d’une erreur d’épissage.

L’oligonucléotide va permettre I’augmentation de la production de la protéine SMN en agissant
sur I’épissage du gene SMN2.

Lors de son évaluation pas ’EMA, le Nusinersen a obtenu une évaluation accélérée signe de
I’importance du produit pour la santé publique. Il a également obtenu la désignation

médicament orphelin.®’

Inotersen: Commercialisé par lonis pharmaceutical et par Akcea therapeutics sous le nom
commercial de Tegsedi®. lonis pharmaceuticals et Akcea therapeutics ont signé un partenariat

pour la commercialisation du produit.

Comme pour I’Onpattro® (Patisiran), Inotersen est indiqué dans le traitement de 1’amylose
a transthyrétine héréditaire (hATTR) chez les patients adultes atteints de polyneuropathie de
stade 1 ou de stade 2.

Inotersen provoque la dégradation de I'ARNm du TTR mutant en se liant a 'ARNm TTR, ce
qui entraine une réduction des dépdts de protéines TTR.

L’inotersen a également bénéficié d’une évaluation accélérée et de la désignation médicament

orphelin.”®

Volanesorsen: Commercialisé par Akcea Therapeutics sous le nom commercial Waylivra® ,
il est indiqué en complément d’un régime diététique chez les patients adultes atteints d’un
syndrome d’hyperchylomicronémie familiale génétiquement confirmé et a risque ¢€levé de
pancréatite. Volanesorsen est congu pour réduire la production d'Apolipoprotéine C I1I (ApoC-
IIT), une protéine produite dans le foie qui joue un rdle central dans la régulation des
triglycérides plasmatiques et peut également affecter d'autres parametres métaboliques. Il agit
en ciblant I’ARN messager de I’ Apolipoprotéine C III. Il a également obtenu la désignation de

médicament orphelin.”

Mipomersen: Commercialisé par Kastle therapeutics sous le nom commercial de Kynamro®.
Il est indiqué dans le traitement des hypercholestérolémies familiales homozygotes, une
pathologie rare mais a 1'origine d'infarctus du myocarde avant 30 ans.

Il agit comme inhibiteur de la synthése d'apolipoprotéine B. Le Mipomersen vise I’ARNm de

I’apolipoprotéine B.
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Le Mipomersen a obtenu une AMM aux Etats Unis par la FDA en 2013 alors que fin 2012
I’EMA rendait un avis défavorable du fait d’une toxicit¢ hépatique et cardiovasculaire
importante.'*

Il n’est actuellement plus commercialisé.

Nous venons de voir les oligoniucléotides utilisés en thérapie génique commercialisés. Nous
allons voir les médicaments de thérapie génique permettant le transfert de genes.

L’¢tude des produits de thérapie génique a permis de mettre en évidence six produits de transfert
de genes utilisant une approche in vivo commercialisés actuellement dans le monde. Nous

allons les étudier plus en détail dans la partie qui suit.

2- Etude des produits de thérapie génique par transfert de géne in vivo

commercialisés

Neovasculgen®'3*

Le Neovasculgen® (Cambiogenplasmid) est un produit de thérapie génique in vivo
commercialisé a I’heure actuelle uniquement en Russie. Des actions sont actuellement menées
auprés de la FDA pour obtenir I’AMM aux Etats unis.'?!

Il est indiqué dans le traitement de la Peripheral Arterial Disease : La maladie artérielle
périphérique est un probléme circulatoire courant dans lequel le rétrécissement des artéres
réduit le flux sanguin vers les membres.

Il s’agit d’un plasmide nu codant pour le VEGF. Neovasculgen contient donc le géne du facteur
de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) inclus dans un vecteur plasmidique. Le
transfert du géne codant pour VEGF permet de stimuler la croissance des vaisseaux sanguins
et de lutter contre la maladie.

Il est commercialisé par 1’Institut des cellules souches humaines PJSC (HSCI) qui est une

société publique russe spécialisée dans les biotechnologies et fondée en 2003.
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Imlygic®'3’

Imlygic ou Talimogene laherparepvec est un virus de I'herpes simplex de type 1 oncolytique. 11
est indiqué en oncologie dans le traitement du mélanome.

Le virus oncolytique infecte et se réplique sélectivement dans les cellules tumorales, induisant
ainsi une lyse des cellules tumorales.

Le virus a été génétiquement modifié pour permettre au virus d’étre sélectif des cellules
cancéreuses et I’empécher de se multiplier dans les cellules saines.

De plus, le géne ajouté code pour un facteur immunostimulant (GM-CSF) permettant d’activer
une réponse immunitaire. Cette activation du systéme immunitaire est favorable aux
trainements contre le cancer.

Imlygic est approuvé par ’EMA et par la FDA. Imlygic a été développé par le laboratoire
BioVex. Il est commercialis¢ par le laboratoire Amgen apres le rachat de BioVex pour 1

milliard de dollars.

Gendicine®!'3¢

La Gendicine est un vecteur adénoviral portant le géne suppresseur de tumeur p53.

Dans de nombreuses pathologies cancéreuses, on observe des délétions ou des mutations de la
protéine p53. La Gendicine pénetre dans les cellules tumorales et surexprime la protéine p53qui
stimule 1’apoptose des cellules cancéreuses.

La Gendicine est indiquée dans le traitement du cancer de la téte et du cou, du carcinome
épidermoide et du cancer du nasopharynx.

La Gendicine est le premier produit de thérapie génique approuvé pour un usage clinique chez
I'homme. Elle a été approuvée en 2003 par la Chinese State Food and Drug Administration.
La Gendicine est fabriquée par Shenzhen SiBiono GeneTech et n’est commercialisée qu’en

Chine.

Luxturna®

Voretigene neparvovec ou Luxturna® est une thérapie génique basée sur un vecteur viral
AAV.
Luxturna® est indiqué dans le traitement des adultes et des enfants présentant une perte visuelle

due a une dystrophie rétinienne héréditaire résultant de mutations bi-alléliques confirmées du
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géne RPE65 et possédant suffisamment de cellules rétiniennes viables'?. 1l agit comme un
activateur de I'épithélium pigmentaire rétinien 65 (RPE65). La protéine RPE65, localisée dans
I’épithélium pigmentaire rétinien, est un €élément clé du cycle visuel. La protéine RPE65
convertit le rétinal-trans en 11-cis-rétinal, permettant la régénération du pigment visuel.

En effet, la mutation du geéne de 1'épithélium pigmentaire 65 rétinien entraine la perte de cellules
rétiniennes au fil du temps, ce qui conduit a la cécité totale. Ainsi, le produit améliore la fonction

visuelle et rétinienne en introduisant le géne du RPE65 humain.

Oncorine®!38

L’Oncorine® est un adénovirus oncolytique devant étre utilisé en association avec une
chimiothérapie comme traitement pour les patients atteints d'un cancer du rhinopharynx au
stade avancé.

Les modifications génétiques de l'adénovirus font qu’il se réplique sélectivement dans les
cellules cancéreuses sans pouvoir se répliquer dans des cellules saines. Cela induit une
cytotoxicité sélective des adénovirus pour les cellules cancéreuses, ce qui conduit a la lyse des
cellules cancéreuses.

L’Oncorine® est commercialisé uniquement en Chine par Shanghai Sunway Biotech.

Glybera®'¥

Le Glybera® est un cas particulier car il n’est plus sur le marché. En effet, la société UniQure,
qui commercialisait le produit a annoncé qu'elle ne poursuivra pas le renouvellement de
l'autorisation de mise sur le marché de Glybera® (alipogene tiparvovec) en Europe, qui a expiré
le 25 octobre 2017. Cette décision est basée sur la balance bénéfice-risque peu favorable.

Glybera® était indiqué dans le traitement du déficit familial en lipoprotéine lipase (LPLD). Le
Glybera® était un AAV transportant le gene de 1’enzyme lipoprotéine lipase LPL, nécessaire
pour €éliminer les grosses particules graisseuses. Lorsque de telles particules s'accumulent dans

le sang, elles peuvent obstruer les petits vaisseaux sanguins.

Zolgensma®

Enfin, Le Zolgensma® est le dernier médicament de thérapie génique commercialisé. Il a été

approuvé le 24 mai 2019 aux Etats-Unis par la FDA.
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Zolgensma® (Onasemnogene abeparvovec) est une thérapie génique basée sur un vecteur viral
adeno-associ¢ (AAV) transportant le gene SMN1.

Zolgensma® est indiqué dans le traitement de I’amyotrophie musculaire spinale (SMA) chez
les enfants de moins de 2 ans atteints de mutations bi-alléliques du gene SMNI1 entrainant une
expression insuffisante de la protéine SMN. Il s'agit d’une maladie rare, d'origine génétique,
qui touche les cellules nerveuses qui commandent les muscles, appelées les motoneurones.

Le produit agit comme activateur de la protéine du SMN.

Le produit a été développé par la société¢ AveXis qui a été rachetée par Novartis pour 8,7

milliards de dollars et qui est donc actuellement une filiale du géant suisse.

Nous noterons également que la Biotech Francaise Gensight Biologics a déposé en septembre
2020 une demande d’AMM aupres de ’EMA pour son produit Lumevoq®. L’EMA devrait
rendre un avis dans les mois a venir. Le produit est indiqué dans le traitement de patients atteints
d'une perte d'acuité visuelle due a une neuropathie optique héréditaire de Leber (NOHL)
provoquée par une mutation du géne mitochondrial ND4. Le produit est un vecteur de type

AAYV codant la protéine ND4 humaine sauvage.'*!

3- Analyse des produits commercialisés

Cette ¢tude des produits commercialisés permet de mettre en évidence quelques utilisations

thérapeutiques des techniques étudiées précédemment.

En nous attardant quelques instants sur les indications de ces traitements, nous remarquons
rapidement qu’a I’heure actuelle, la thérapie génique traite principalement des maladies rares.
Cependant, nous verrons plus tard que la thérapie génique est utilisée dans les produits en cours
de développement dans des indications plus fréquentes tels que les cancers. Ce changement
d’échelle des produits de thérapie génique pose des problémes de production que nous traiterons

plus tard dans ce rapport.

Cette ¢tude permet également de confirmer le challenge correspondant a 1’uniformité
réglementaire évoquée précédemment.

En effet, certains produits ont été€ approuvés par une agence réglementaire et refusés par une
autre. C’est par exemple le cas du Mipomersen, autorisé aux Etats unis par la FDA et refusé en

Europe par ’EMA.
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Certains produits ne sont commercialisés que dans certains pays, le Neovasculgen® en Russie

ou la Gendicine® en Chine.

Ce manque d’uniformité internationale pose probléme aux laboratoires développant les
produits, dans la réalisation de leur demande d’AMM. Les critéres étant différents, le travail a
réaliser pour obtenir I’AMM est démultiplié. Mais cela nuit aussi a I’acces aux soins des patients

a travers le monde.

Enfin, en observant les dates d’obtention des AMM, nous pouvons avoir une idée des maturités

des technologies de thérapie génique.
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Figure 25 : Obtention AMM de médicaments de thérapie génique par transfert de géne au
cours du temps
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Figure 26 : Obtention AMM des oligonucléotides au cours du temps
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Cette représentation des dates des AMM au cours du temps met en évidence la maturité¢ de
chaque technologie. En effet, les médicaments de thérapie génique utilisant des vecteurs viraux
pour transférer des genes semblent plus matures. Les premieres AMM sont plus anciennes. Si
I’on considére les ARNI et antisens, les AMM sont regroupées sur les cinq dernieres années.
Enfin, les techniques d’édition du génome sont les moins matures, aucun traitement n’est

actuellement sur le marché.

A D’heure actuelle, peu de produits sont commercialisés et ceux qui le sont, le sont depuis peu.
Ceci explique que le marché de la thérapie génique est aujourd’hui relativement faible.
Cependant nous observons une réelle accélération du nombre de produits commercialisés
depuis 5 ans. Cette accélération devrait se poursuivre.

Selon une étude du cabinet Deloitte, le marché de la thérapie génique in vivo devrait croitre.

Les ventes cumulées devraient atteindre 4 milliards de dollars en 2024.

WW Sales of In Vivo Gene Therapy Drugs
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Figure 27 : Evolution des ventes des produits de thérapie génique in vivo'®

Nous avons étudié en détail les produits de thérapie génique actuellement sur le marché. Du fait
de leur faible nombre, il est difficile d’en tirer des conclusions trés robustes.
Pour avoir une idée plus précise du marché de la thérapie génique, nous allons étudier les

produits en développement.
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B-Les produits en développement

Gene therapy clinical development by year, worldwide (2010-18)

Number of assets by phase

Figure 28 : Evolution du nombre d’essais cliniques de thérapie génique au cours du temps et
répartition par phases'®?

La figure 28, met en évidence le nombre d’essais cliniques au cours du temps, ainsi que la
répartition par étape de développement.

Nous remarquons un développement important et récent de la thérapie génique a partir de 2014.
Les technologies ¢étudiées précédemment ainsi que les vecteurs développés ont permis a ces
produits d’étre plus efficaces et moins dangereux pour passer en phase clinique. De ce fait, la
thérapie génique, notamment in vivo, s’est développée. L’augmentation depuis 2014 est linéaire

et devrait donc se poursuivre dans les années a venir.

De plus, ce graphique met en évidence que la thérapie génique est une technique encore peu
mature. En effet, la majorité des essais en cours sont encore en phase trés précoce, phase
préclinique.

Si nous nous concentrons sur les phases précliniques et la phase I, nous observons que
I’émulation depuis 2014 se traduit en grande majorité par des projets précliniques. Ces projets
précliniques se répercutent actuellement peu en phases cliniques. Nous pouvons cependant
penser que du fait d’un nombre toujours croissant de travaux en préclinique, de nombreux essais
cliniques devraient concerner la thérapie génique dans les années a venir.

Nous remarquons également que quelques projets en phase III devraient permettre d’augmenter

le nombre de thérapies géniques commercialisées.
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Dans ces essais, nous observons qu’actuellement, les vecteurs viraux sont prédominants dans
les produits en développement (29).
Malgré les difficultés des vecteurs viraux notamment en termes de sécurité, ils sont les plus

utilisés et donnent le plus de garantie a I’heure actuelle.

Concernant, les vecteurs viraux, les AAV dominent largement en nombre d’essais en cours.
Nous avons vu précédemment que ce sont les vecteurs présentant le moins de risques. Nous
avons également vu que le Zolgensma et le Luxturna utilisent également un vecteur AAV.
Cependant pour certaines utilisations, ils ne sont pas adaptés, et d’autres vecteurs viraux sont

donc utilisés, notamment un trio des Adénovirus et des Lentivirus.

Non-viral

0/

13%

Figure 29 : Répartition des essais cliniques selon le type de vecteur utilisé!*

Enfin, si I’on s’intéresse aux aires thérapeutiques des traitements développés (figure 30),
I’oncologie et les maladies rares dominent le pipeline. Nous noterons que certaines pathologies
rares sont des cancers. Si I’on prend en compte ceci, I’oncologie domine le pipeline.

Ceci est intéressant a confronter avec les données des produits commercialisé€s. En effet, la trés
grande majorité des produits commercialisés concernent des pathologies rares. On observe donc
que la thérapie génique change d’échelle pour traiter des pathologies ayant un nombre potentiel
de patients bien plus important. Ce changement, entraine des problématiques importantes pour
les laboratoires notamment en termes de production. Ces problématiques seront traitées plus
loin.

Nous noterons cependant, que de nombreuses aires thérapeutiques peuvent étre traitées par

thérapie génique.

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France 86
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12



B Cancer B Rare diseases B Neurological B Alimentary/metabolic
M Sensory Blood and clotting M Infectious disease M Cardiovascular
B Musculoskeletal B Immunological Others®

Figure 30 : Aires thérapeutiques des produits en développement

C- Les laboratoires développant des thérapies géniques

Nous allons maintenant nous intéresser aux sociétés qui développent les produits de thérapie
génique.

La figure suivante (figure 31) met en évidence le top 20 des sociétés développant des produits
de thérapie génique.

Il est intéressant de noter I’absence de Big Pharma dans cette représentation. En effet, la
thérapie génique est une technique assez récente et qui possede de fortes spécificités. Les Big
Pharma n’ont pas les outils ni les compétences en interne pour développer ce type de produits.
Comme beaucoup d’innovations, les techniques de thérapie génique proviennent de travaux de
recherche qui sont devenus des start-ups. Les industries pharmaceutiques n’ont pas encore

développé les équipements adaptés.
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Figure 31 : Top 20 des sociétés développant des thérapies géniques

Depuis plusieurs années, les Big Pharma innovent par acquisition de Biotech innovantes ou
encore en signant des partenariats avec celles-ci. Ce nouveau paradigme de R&D des Big
Pharma se retrouve dans le développement d’autres types de médicaments biologiques
(Anticorps, Thérapie cellulaire, etc.).

Cette nouvelle stratégie R&D, ainsi que la nouveauté de ces technologies, expliquent I’absence

de Big Pharma dans ce top 20.
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Figure 32 : Evolution des deals entre Biotech et BigPharma
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La figure 32 met en évidence I’importance croissante au cours du temps des partenariats et des
relations entre les Biotech et les BigPharma. Elle est en corrélation avec celle représentant le
nombre d’essais au cours du temps. En effet, nous observons une augmentation des deals (en
valeur et en volume) a partir de 2014. L’augmentation est spectaculaire et montre bien une
rupture réalisée autour de 2014.

Comme nous ’avons vu plus haut, les médicaments commercialisés sont parfois le fruit de

partenariat entre Biotech et BigPharma.

Les BigPharma agissent donc soit par rachat, soit par partenariat avec les Biotech.

Les principaux rachats sont :

- Lerachat de Kite Pharma par Gilead pour 11,9 milliards de dollars
- Le rachat de Juno therapeutics par Celgene pour 9 milliards de dollars
- Lerachat d’AveXis par Novartis pour 8,7 milliards de dollars

- Lerachat d’Audentes therapeutics par Astellas pour 3 milliards de dollars

Les principaux partenariats sont :

- Spark therapeutics et Novartis
- Pfizer et Cellectis

Le dernier accord de licence en date correspond a I’achat des droits du SRP-9001de Sarepta par
Roche. Le SRP 9001 est une thérapie génique in vivo expérimentale dans le traitement de la

dystrophie musculaire de Duchenne.

Ces partenariats sont intéressants pour les deux parties, car d’une part les BigPharma ont accés
ades innovations qu’elles n’ont pas en interne, et d’autre part la Biotech s’appuie sur le maillage
international de la BigPharma pour la commercialisation, ainsi que sur son expertise et son

expérience notamment reglementaire.

Ceci met en évidence une nouvelle R&D de la part des BigPharma. Elle est externalisée avec
des partenariats avec les Biotech mais aussi avec des financements de recherche publique.
Cette nouvelle stratégie des BigPharma est un peu plus ancienne que 2014. En effet, les

partenariats et les rachats de Biotech sont devenus la locomotive de la R&D pharmaceutique
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depuis les années 2000. La figure 33 met en évidence le nombre de molécules ayant obtenues

une AMM ¢étant a I’origine développées par des petites entreprises.

NUMBER OF
NEW DRUGS
APPROVED =°

W ORIGINATED BY
SMALLER
COMPANIES 30

Figure 33 : Proportions de molécules commercialisées a 1’origine développées par des petites
entreprises. %

La thérapie génique s’appuie actuellement sur des technologies récentes. Les BigPharma se

rapprochent des Biotech voir des équipes académiques pour développer des nouveaux produits.

Nous avons donc étudié¢ de manicre précise le marché actuel de la thérapie génique in vivo.
Nous avons vu qu’il s’agit d’un marché encore jeune mais en pleine croissance. Cette croissance

trés importante fait naitre chez les laboratoires des challenges qu’il faudra résoudre.

Nous allons donc voir dans la partie suivante les challenges actuels auxquels font face les

sociétés de thérapie génique.
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D- Les challenges menacant la mise sur le marché des
thérapies géniques

Nous avons vu que la thérapie génique in vivo est récente. Le marché est encore peu mature.
Les laboratoires développant de produits font aujourd’hui face a des challenges pour développer
de nouvelles thérapies.

Nous allons dans cette partie étudier ces challenges.

1- La production a grande échelle

Les thérapies géniques sont des produits biologiques. Le développement des produits
biologiques a ouvert une nouvelle voie a I’industrie pharmaceutique, a bout de souffle avec les
molécules chimiques.

Il s’agit d’un vrai changement de paradigme, avec de réelles différences entre les types de
produits. La principale différence est dans le procédé de fabrication. Les médicaments
biologiques sont obtenus a partir d’organismes vivants, tandis qu’historiquement, les
médicaments chimiques sont obtenus par synthése chimique.

Cette différence est ¢galement valable pour les produits de thérapie génique. Nous allons voir

maintenant les grandes étapes de production d’un médicament de thérapie génique.

La bioproduction (production d’un médicament d’origine biologique) est généralement
découpée en deux grandes phases : I’upstream et le downstream.

L’objectif de la phase downstream est de séparer le vecteur viral créé lors de la phase upstream
des différentes impuretés produites. Cette étape permet également de formuler le virus dans une

forme appropriée a I’administration aux patients.

Les méthodes de production des thérapies géniques sont évidemment spécifiques a chaque
produit. Pour illustrer cette partie, nous allons donc nous intéresser a la bioproduction de
thérapies géniques a vecteurs Adeno Associated Virus. Nous avons vu précédemment que ce
sont les vecteurs les plus utilisés.

L’exemple de la production d’AAV permettra de comprendre la bioproduction des thérapies

géniques.

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France 9]
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12



Principes de production des thérapies géniques

Upstream

L’objectif général de la conception des vecteurs viraux est d’emballer efficacement le gene
thérapeutique ou les nucléotides dans des particules virales infectieuses et d’éviter la génération

de particules de type sauvage ou de particules vides. %

La fabrication de vecteurs viraux nécessite plusieurs étapes de fabrication :

Premiérement, les matériaux nécessaires a la fabrication du vecteur viral thérapeutique doivent
étre généres.
La production des mati€res premicres « starting materials » est difficile. Elle concerne
principalement deux types de produits :

- Les plasmides codant pour les composés du virus et pour le géne thérapeutique

- Les cellules de production
La production de plasmide est complexe souvent a partir de bactéries. Ces plasmides produits,
doivent répondre a des normes rigoureuses afin de s'assurer que le matériau résultant est exempt
d'impuretés liées aux produits utilisés et au procédé.
La création d’une banque de cellules pour la transfection des plasmides est un procédé long et

difficile. Le type cellulaire le plus souvent utilis¢ est la lignée cellulaire mammifere HEK 293.

L’¢étape suivante de la fabrication consiste a générer le vecteur viral souhaité. Les cellules qui
permettront de créer le vecteur sont transfectées avec des plasmides pour générer le vecteur
viral. Ces plasmides codent donc pour les composants du AAV et pour le géne thérapeutique.
Dans le systéme, les particules virales s’assemblent.

Enfin, les vecteurs viraux sont récoltés. Les particules virales AAV s'accumulent dans le
cytoplasme et le media, de sorte que le rendement total puisse étre amélioré par lyse des
cellules.!®® Le vecteur récolté est ensuite concentré, purifié, titré, caractérisé et stocké pour une

utilisation. Ce qui correspond a la phase Downstream de production.

Cette méthode appelée la transfection transitoire est la méthode de référence actuellement. 11
s’agit d’un mode trés souple et efficace de production de vecteurs viraux. C’est une méthode

rapide pouvant réduire le temps de développement et accélérer la mise sur le marché. %7
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Cette méthode semble cependant présenter des limites pour la production de grandes quantités

de vecteurs pour une utilisation clinique ou commerciale.

En effet, d’autres méthodes de fabrication existent. Chacune présente des défauts et des
avantages. Nous nous sommes attardés sur la production transitoire en cellules HEK 293 car il
s’agit de la méthode de référence pour la production de vecteurs AAV qui sont les plus utilisés

a I’heure actuelle.

Beaucoup d’espoirs sont par exemple placés dans I’utilisation de production de vecteurs viraux
a partir de « Stable Producer Cell Lines ». Avec cette méthode, les génes permettant de produire
les vecteurs viraux sont intégrés au génome du la cellule. Cela permet la production a plus
grande échelle. C’est une technique prometteuse pour 1’avenir.

A. Stable transfection B. Transient transfection
DNA

\/\/\/\/ mRNA DNA

Transfection

M AN

Integration \ 4

Cell Cell

109

Figure 34 : Production transitoire Vs Production stable

Dans les applications ex-vivo, une étape supplémentaire est nécessaire. En effet, les cellules
cibles du patient sont collectées et modifiées par introduction du vecteur viral. Aprés
modification, les cellules sont récoltées, caractérisées et formulées avant I’administration. Cette

étape n’existe pas dans les processus in vivo.

Downstream

L’¢étape downstream a pour objectif de séparer le vecteur viral des diverses impuretés produites

lors du traitement en amont et de placer le virus dans I'état qui convient pour la formulation et
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I'administration aux patients. Cette ¢tape doit permettre d’obtenir un produit trés pur sans
dégrader des particules virales et perdre en rendement de production.

Evidemment les procédés a utiliser lors de cette phase de la bioproduction dépendent de la
méthode de production utilisée en phase Upstream. Bien qu’il existe des spécificités, le
protocole downstream suit une succession d’étape similaire.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour filtrer les impuretés et obtenir un produit final pur. Des
méthodes physiques telles que les microfluidiseurs sont utilisées pour filtrer les
macromolécules et les grosses impuretés. Ensuite de nombreuses techniques existent pour
continuer la purification. Nous pouvons citer les méthodes de centrifugation ;
chromatographie ; chromatographie par échanges d’ions. '°

Le challenge important de cette étape est de maintenir un rendement important. Il s’agit d’un

enjeu important des acteurs de la bioproduction. Il faut également qu’aucun contaminant

externe ne soit introduit durant cette étape.

Cell thaw and seed train

Transfection (plasmids/transfection
reagents in bioreactor)

Upstream

Virus production

Harvest/clarification (filtration)

Concentration (TFF)

Purification #1 (affinity or ion
exchange chromatography)

Purification #2 (size exclusion or ion

Downstream

exchange chromatography)

Concentration and diafiltration (TFF)

Final sterile filtration

Figure 35 : Différentes étapes de production d’un vecteur viral!!!
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Production des thérapies géniques : Le passage a l’échelle industrielle

Un des grands challenges a I’heure actuelle pour les développeurs de thérapies géniques est de
pouvoir passer a des échelles de production plus importantes.

Aujourd’hui, les capacités de production des thérapies géniques sont treés limitées. Avec de
nombreux essais cliniques de phase III en cours, les capacités de production vont devoir
s’adapter pour ne pas bloquer le développement de ces thérapies.

De plus, la thérapie génique est historiquement utilisée pour des maladies génétiques rares donc
avec peu de patients. Aujourd’hui elle se développe pour des pathologies plus fréquentes qui

demanderont des capacités de production plus importantes ¢galement.

Deux phénomenes sont responsables de ces capacités limitées : des techniques de production a

améliorer et des usines de production insuffisantes.

Développer des techniques de production plus efficaces

Les techniques de production de thérapie génique actuelles ne sont pas adaptées a un passage a

des échelles de production supérieures.

Pour pallier cette limite, des nouvelles méthodes de productions sont mises au point. Par
exemple, UniQure a amélioré ses capacités de production en utilisant une suspension de cellules
d’insectes SF9 pour produire le vecteur viral.''? Plutot que d'introduire les génes nécessaires a
la production de vecteurs par transfection, les cellules SF9 sont infectées a l'aide de baculovirus

recombinants portant les génes du génome, de la capside et du helper du vecteur.

Ces rendements faibles sont engendrés par les procédés upstream et downstream de production.
En effet, les techniques de purification utilisées dans les phases downstream ne permettent
d’obtenir que des rendements trés faibles de récupération virale.!'* L amélioration des phases
downstream permettront €également d’améliorer les rendements de production et donc
indirectement les quantités produites. Ce changement d’échelle implique dans les phases de

purification des larges volumes, des bons rendements et de la rapidité.

D’autres systemes existent et se développeront a I’avenir. Ces nouveaux systemes permettront

de produire en grande quantité pour des phases plus avancées (cliniques et commerciales).
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Aujourd'hui, les thérapies géniques ont besoin d'une méthode de fabrication standardisée. Une
technologie qui permettra la production « scalable», de plusieurs lots avec une faible
variabilité. Cette difficulté est analogue a celle des anticorps monoclonaux il y a une vingtaine
d’années. Aujourd’hui, la production d’anticorps monoclonaux est standardisée, elle le sera

pour la thérapie génique dans quelques années.

Développer les capacités de production

Nous avons précédemment précisé que la majorité des laboratoires actuels de thérapie génique
actuels sont des petites Biotech, elles-mémes souvent des spin-off d’instituts de recherche. Au-
dela des procédés de fabrication qui permettent des rendements faibles, les usines elles-mémes
ne possedent pas les €quipements permettant de passer a 1’échelle et produire pour des
pathologies fréquentes avec beaucoup de patients potentiels.

Il s’agit dans un premier temps d’un manque d’usines et d’unités de production capables de
produire des médicaments de thérapie génique.

Les Bigpharma n’ont pas non plus développé des capacités de production suffisantes. Peu de
laboratoires ont développé des capacités internes. Spark Therapeutics produit le Luxturna® « in
house »!!'* avec ses propres capacités de production. Avexis posséde également des capacités
de production propre.'!3

Aujourd’hui, ce sont les CMO (Contract Manufacturing Organisations) qui produisent la
majorité des thérapies géniques pour le compte de tiers. Mais 1a encore, les capacités sont
limitées.

A T’heure actuelle, il existe peu de CMO dans le monde produisant des produits de thérapie
génique.

Cette difficulté de production pourrait limiter I’innovation et se répercuter sur les patients. En
effet, si le manque de capacité de production n’est pas pallié, les Biotech qui développent des
produits ne pourront pas produire. Cette incapacité ralentirait le développement de nouveaux
produits.

Pour pallier a cette limite, des nouvelles usines doivent voir le jour. Mais elles doivent posséder

des spécificités pour s’adapter a ces traitements particuliers. !
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En effet, historiquement, la stratégie des industriels pour produire a plus grande échelle était de
faire du « scale up ». Le « scale up » consiste a agrandir la taille des bioréacteurs pour produire
plus.
Aujourd’hui, une nouvelle stratégie apparait, le « scale out ». Le « scale out » consiste a garder
des bioréacteurs de petite taille, mais a en augmenter le nombre. Cette nouvelle stratégie est
possible grace au développement des technologies « single use ». '7
Comme son nom I’indique, le « single use » consiste a utiliser des articles a usage unique lors
de la production des thérapies.
L’utilisation des technologies « single use » a plusieurs avantages :

- Des économies de temps et d'argent sont réalisées en ¢liminant la nécessité de nettoyer

et de recycler 1'équipement
- Réduire les risques de cross-contamination
- Une grande flexibilit¢ : A 1’heure de la médecine personnalisée, des technologies

jetables permettent aux entreprises d’étre plus flexibles dans leur production

Cette stratégie « scale out », permet :
- D’étre plus flexible vis a vis de la demande
- Réduire le risque : En effet, avec des technologies « scale up », I’environnement de
production change. Les milieux ne sont plus les mémes ce qui impact la qualit¢ du
systeme. De plus, s’il y a un probléme de bioréacteur, I’impact peut étre important. En

utilisant une technique scale out, ces risques sont réduits.

A terme, nous aboutirons a des usines flexibles qui seront adaptées en temps réel a la demande.
En cas de forte demande, de nouveaux bioréacteurs peuvent étre utilisés, dans le cas inverse,
I’activité de production peut étre ralentie.

Cette stratégie peut étre parfaitement adaptée a la thérapie génique car potentiellement, si la
thérapie génique est efficace, les patients traités sont guéris. Les besoins en production seront
importants au lancement du produit, puis a terme les besoins seront équivalents a I’incidence

de la maladie traitée.

Enfin, les nouvelles technologies telles que I’intelligence artificielle pourront permettre
également d’améliorer les rendements de production en ayant un suivi en temps réel de la

production.
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Figure 36 : Scale Up Vs Scale Out!'®

Situation de la bioproduction en France

Les capacités de production de thérapie génique en France sont également limitées.

Une étude du Leem publiée en 2018 recense 32 sites de bioproduction en France.
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Figure 37 : Représentation des bioproducteurs en France!?°

Selon cette méme €tude, la bioproduction emploie 8 463 personnes en France.
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Figure 38 : Nombre de sites capables de produire pour chaque technologie

Si nous nous intéressons particulicrement a la thérapie génique, cette ¢tude met en évidence
une filiecre moins mature que pour d’autres types de produits biologiques.
La bioproduction Francaise, est tirée par la production de protéines recombinantes et
notamment les Anticorps.

En ce qui concerne les capacités de production de thérapie génique en France et plus
particulierement de thérapies géniques in vivo, elles sont peu étendues. Peu d’acteurs sont
capables de produire des thérapies géniques en France. Nous pouvons citer ABL Europe ou
encore Sanofi Genzyme qui sont capables de produire des vecteurs viraux.

Nous pouvons également citer la société Yposkesi qui a été créée a partir de I’AMF-T¢léthon
et qui est financée par un investissement public de la BPI (Banque Publique d’Investissement)
a travers un Programme d’Investissement d’Avenir. Le Programme d’investissement d’avenir
(PIA), a été mis en place par I’Etat pour financer des investissements innovants et prometteurs
sur le territoire, afin de permettre a la France d’augmenter son potentiel de croissance et
d’emplois.

Cette implication de 1’Etat dans la production des médicaments biologiques montre qu’il s’agit
d’une filiére d’avenir. Le 8™ Conseil stratégique des industries de santé (CSIS) qui a eu lieu
le 10 juillet 2018, présideé par le premier ministre Edouard Philippe, a fait de la bioproduction

un enjeu majeur du développement économique de la France.'?!

Nous pouvons imaginer que plusieurs traitements de thérapie génique vont voir le jour. La

filiere de la bioproduction devra s’adapter a I’augmentation de la demande.
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Utiliser des techniques de production automatisées

A T’heure actuelle, les techniques de production des thérapies géniques sont largement

119 Dans

manuelles. Il y a peu de nouvelles technologies utilisées pour automatiser la production
les médicaments historiques, chimiques, les chaines de production sont entiérement
automatisées. Dans certains médicaments biologiques plus anciens également. En ce qui
concerne la thérapie génique, ce n’est pas le cas. Ce manque d’automatisme rend la production
des thérapies géniques sujettes aux erreurs humaines et a des variabilités inter lots. De plus le
prix est également plus élevée.

Cette difficulté est due au fait qu’il ne s’est pas encore développé des techniques de production
standard, qui pourraient étre automatisées.

Les processus automatisés peuvent réduire les variabilités et permettre un suivi du procédé de
fabrication.

L’automatisation et les nouvelles technologies ont la possibilité de changer la fagon de produire
les thérapies géniques et permettre le passage a des échelles de production supérieures.

A T’heure actuelle, les capacités de production de thérapies géniques sont trés insuffisantes.
Elles ne sont pas adaptées a la demande. Ces difficultés de production expliquent en partie le
prix de ces thérapies. Ce prix pose également des problémes que nous verrons dans la partie

suivante.

Cependant, les sociétés sont évidemment conscientes de ces limites et investissent beaucoup
pour les dépasser. De nombreuses usines voient le jour dans le monde du fait des

investissements des BigPharma.

2- Les difficultés de la chaine d’approvisionnement

La chaine d’approvisionnement des produits de thérapie génique est un challenge important
pour les laboratoires. En effet, qu’elle soit in vivo ou ex vivo, la thérapie génique pose des
problémes de « supply chain ».

Dans une utilisation ex vivo, les cellules du patient sont prélevées puis modifiées puis
réinjectées. Evidemment ce transport de cellules est extrémement complexe et pose de gros
problémes aux laboratoires. Dans le cas de la thérapie génique ex vivo, la chaine
d’approvisionnement n’est plus linéaire du laboratoire pharmaceutique vers le patient, mais

circulaire du patient au patient en passant par le laboratoire pharmaceutique.
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Figure 39 : Stratégie In vivo Vs Ex vivo

Dans le cas de la thérapie in vivo, il n’y a, par définition, pas de prise en charge des cellules du
patient. La « supply chain » des thérapies géniques implique :

- La production du geéne thérapeutique

- La création du vecteur (viral ou non)

- La délivrance aux patients

De ce fait, la « supply chain » est facilitée. Cependant elle n’est pas évidente. En effet, il s’agit
de thérapies biologiques. Les transports et les périodes de stockages se font dans des conditions
strictes (souvent entre -40° C et — 70° C pour les vecteurs viraux) et de plus ces produits ont
une durée de vie tres limitée. Le transfert vers les patients est un enjeu important pour les
laboratoires.

Les différents acteurs impliqués dans la chaine de distribution doivent étre parfaitement

connectés et synchronisés.
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3- Prix et remboursement des médicaments de thérapie génique

Nous avons vu précédemment I’impact thérapeutique énorme que peut avoir la thérapie
génique. Les nouvelles technologies développées ouvrent la voie a des traitements qui étaient
jusqu’ici impossibles.

Cependant, le prix de ces traitements est particuliérement élevé.

La premicre cause de prix €levé est la difficulté de production. Nous 1’avons vu précédemment,
il n’existe pas de méthode de production standardisée, ce qui fait augmenter le prix.

Mais il faut prendre en compte €galement que ces nouveaux traitements ont un impact sur le
modele économique des sociétés pharmaceutiques. En effet, le « business model » des
laboratoires sera différent avec les médicaments de thérapie génique.

Certains traitements ont le potentiel de guérir le patient en une seule administration. Nous
pouvons penser que si le médicament fonctionne, il traitera le pool de patients dans le monde.
A terme, il restera a traiter uniquement les nouveaux patients diagnostiqués. Ainsi rentabilité a
long terme du laboratoire pharmaceutique est menacée.

C’est la promesse faite par Novartis pour le Zolgensma® qui traite I’amyotrophie musculaire
spinale (SMA). Il est commercialisé¢ aux USA depuis 2019 au prix de 2 millions de Dollars.
Novartis explique ce prix et le compare au « standard of care » jusqu’alors. En effet, avant le
Zolgensma® le médicament utilisé était le Spinraza® qui est commercialisé a 70 000 euros la
dose. Cependant, il nécessite plusieurs administrations estimées a 4 millions de dollars sur 10

ans par Novartis. A ce titre, sur le long terme, le Zolgensma® serait moins couteux.

Ces prix ¢levés s’expliquent donc, mais ils représentent néanmoins un obstacle majeur pour les

payeurs.

Dans la santé, les payeurs désignent généralement des entités autres que le patient qui financent
ou remboursent le colt des services de santé. Dans la plupart des cas, ce terme désigne les
sociétés d'assurance, les tiers payeurs ou les promoteurs de régimes de soins de santé. Ils
peuvent étre publics ou privés.

Le prix tres €élevé n’est pas la seule interrogation des organismes payeurs. En effet, la difficulté
majeure est la différence entre les données obtenues lors des essais cliniques et précliniques et

I’effet réel au sein de la population. Dans la plupart des cas, il s’agit de traitements contre des
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pathologies rares. De ce fait les cohortes de patients dans les essais cliniques sont peu
importantes. Il est difficile de prédire I’efficacité du traitement sur le marche.

De plus les laboratoires expliquent le tarif trés €levé pour une efficacité immédiate du
traitement. Cependant nous n’avons que peu de recul sur ces technologies, 1’efficacité a long
terme est difficile a prévoir. Les payeurs sont peu enclins a rembourser les frais car ils n’ont

pas de preuve sur cet effet a long terme.

Le prix tres €levé des thérapies géniques ainsi que ces incertitudes sur 1’efficacité interrogent

les payeurs sur le bien-fondé d’un remboursement.

De ce fait, les mécanismes classiques de remboursements utilisés jusqu'a présent ne sont pas
adaptés aux médicaments de thérapie génique. Plusieurs mod¢les alternatifs sont possibles :

- Les paiements pourraient étre étalés sur une période de temps. Cette possibilité
permettrait aux payeurs de moins ressentir financierement le colit de ces traitements.

- Un mode¢le basé sur les résultats : Le payeur ne paierait qu'une partie du prix total a
I'avance. Si le patient obtient les résultats cliniques attendus, le payeur paierait le reste
du prix. Ce modgele répartirait donc le risque entre le payeur et le fabricant. Sur le méme
principe, le payeur paierait entierement le prix mais il serait remboursé si le produit n’a

pas D’effet escompté.

D’autres modéles peuvent exister ou pourront voir le jour rapidement car il s’agit d’une limite

importante au développement de médicaments de thérapie génique.
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V- Conclusion

Nous avons vu dans ce travail, que la thérapie génique in vivo est en pleine croissance.

Les difficultés cliniques restent cependant importantes pour les médicaments de thérapie
génique in vivo notamment en ce qui concerne la délivrance ciblée et I’immunogénicité.
L’amélioration des vecteurs devrait permettre de palier a ces problémes et de faciliter la mise

sur le marché de nouveaux traitements.

A travers ce rapport, nous avons également vu que les médicaments de thérapie génique sont
des médicaments particuliers. En effet, leurs mécanismes d’action et les risques associés ont
poussé les autorités réglementaires a créer un cadre réglementaire spécifique dans le but de
favoriser la sécurité des patients.

Il doit également permettre aux laboratoires de mettre sur le marché dans les meilleurs délais
des médicaments innovants apportant des solutions a des malades parfois en impasse
thérapeutique.

Plusieurs aspects rendent la décision de mise sur le marché complexe :

- Balance bénéfice/risque difficile a juger : Le manque de recul sur ces thérapies rend
difficile le jugement sur I’efficacité et I’absence de risques a long terme de ces
médicaments.

- Il s’agit de traitements utilisés souvent dans des pathologies rares. De ce fait,
I’évaluation clinique concerne peu de patients ce qui complique le passage dans la

population générale

Nous avons vu que ce cadre réglementaire manque d’uniformité a I’échelle internationale. Ce
manque d’uniformité se répercute sur les sociétés en complexifiant leurs démarches

reglementaires et sur les patients en retardant la mise sur le marché.

Actuellement peu de médicaments sont déja sur le marché. En effet, les produits commercialisés
et en développement s’appuient sur des technologies trés récentes. De nombreux travaux sont

en cours pour les améliorer. Des nouvelles technologies devraient apparaitre dans les années a
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venir. Il pourrait s’agir de nouveaux vecteurs présentant moins de risques ou encore de

nouvelles technologies de « gene editing ».

Ces nouvelles thérapies devront étre produites a grande échelle. I1 s’agit a I’heure actuelle de la
limite majeure au développement de ces technologies.

En ce qui concerne la France, des efforts doivent étre faits pour développer les capacités de
productions adaptées. Dans cette concurrence internationale, les compétences de la main
d’ceuvre sont un élément clé. En effet, les laboratoires doivent soutenir cette croissance rapide,
la main d’ceuvre qualifiée donnera un avantage au pays qui saura la développer.

Des stratégies de remboursement innovantes et spécifiques a ce type de traitements devront étre
mises au point.

De méme, une filiére devra se mettre en place pour permettre une « supply chain » adaptée pour

les patients.

L’évolution de la thérapie génique in vivo sera a suivre dans les années a venir et devrait

apporter des nouveaux traitements d’intérét majeur dans les prochaines années.
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VIl — Annexes

Annexe 1 : Arbre de caractérisation des produits de thérapies géniques

21 May 2015 EMA/CAT/600280/2010 rev.1 Committee for Advanced Therapies Reflection
paper on classification of advanced therapy medicinal products
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Annexe 2 : Calendrier standard pour l'évaluation d'une Médicament de Thérapie

Innovante pour I'autorisation de mise sur le marché initiale dans le cadre d’une procédure

centralisée
Day/ Action Responsibilities
Milestones
Day 1. Start of the procedure EMA
Start Date In the case of an ATMP containing or consisting of GMOs,
the EMA will inform the GMO competent authorities of the
start of the procedure and manages the coordination with
the GMO competent authorities.
In the case of advanced therapy medicinal products which
incorporate medical devices or active implantable medical
devices, (“combined ATMPs”), the EMA manages the
coordination of the consultation with the Notified Body at
the relevant time points of the procedure.
Day 80. The CAT Rapporteur and Co-Rapporteur each send their CAT (Co-)
CAT (Co-) Assessment Report(s) to the CAT, CHMP Coordinators, and | Rapporteurs
Rapporteur | CHMP members and EMA. The CAT Rapporteur will focus his
ARs evaluation of the RMP on the safety specifications and the
need for long-term efficacy follow-up.
EMA sends the Day 80 Assessment Reports to the applicant
making it clear that it only sets out their preliminary
conclusions and that it is sent for information only and does
not yet represent the position of the CAT.
Day 94. PRAC Rapporteur circulates the RMP assessment report, PRAC Rapporteur
focusing on the prospective planning aspects:
:RAC rt pharmacovigilance plan and risk minimisation measures,
A:ppo eur | and proposed RMP LoQ to CAT (Co-) Rapporteurs, CHMP
Coordinators, other CAT, PRAC and CHMP Committee
members and EMA. EMA sends the PRAC Rapporteur AR to
the applicant for information.
Day 100. CAT (Co-)Rapporteurs, CHMP Coordinators, other CAT, CAT(Co-)Rapporteurs,
CAT, cHMp | PRAC and CHMP Committee members (including peer g:mg %‘:&'gi’;:?'éh
and PRAC reviewers) and EMA send comments. memb’ers
comments
Day 101- PRAC adopts PRAC RMP Assessment Overview and Advice PRAC
104. for D120 LoQ.
Day 106. PRAC Rapporteur circulates the updated RMP AR and list of | PRAC
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PRAC Rap
AR

questions (PhV & RMin activities only) based on the
Committee members’ comments for D120 LoQ.

Day 114. CAT adopts the Day 120 list of questions as well as the CAT
CAT List of overall conclusions and review of the scientific data to be
Questions sent to the applicant by the EMA.
(Called “Day At the latest bY Day 1 ‘14, t_he CAT adopts a reqt.Jest for
120 LoQ") GMP/GLP/GCP inspection, if necessary (Inspection
procedure starts).
The major objections and key scientific issues (from the CHMP Coordinators &
LoQ) are presented to the CHMP. CAT(Co-)Rapporteurs
In the exceptional case that the CHMP identifies major
issues with the Day 120 LoQ (e.q. identification of de novo CHMP
important scientific questions), these will be added to the
LoQ in collaboration with the CAT Chair and the CAT(Co-
JRapporteurs. The updated LoQ will be circulated to the CAT
for information and sent to the applicant.
Clock Stop | Reference is made to the CHMP Document "Time allowed Applicant
for applicants to respond to questions and issues raised
during the assessment of new marketing authorisation
applications in the centralised procedure”.
On justified grounds, the CAT may agree to a longer clock-
stop. The CHMP is informed about the clock stop.
Day 115. Submission of the responses, including revised summary of | Applicant
Restart product characteristics labelling and package leaflet texts in
English, and restart of the clock.
Day 150. CAT (Co-)Rapporteurs send the Joint Response Assessment | CAT (Co-)
CAT Report to CHMP Coordinators, PRAC, CAT and CHMP Rapporteurs
Rapporteurs | members and the EMA.
Joint AR There is no standalone PRAC Rapporteur AR on the RMP
(JAR) circulated at this stage.
EMA sends this joint Assessment Report to the applicant
making clear that it is sent for information only and does
not yet represent the position of the CAT.
Where applicable inspection to be carried out.
EMA/QRD sub-group meeting for the review of English
product Information with participation of the applicant
(optional) around day 165.
Day 160. Comments from PRAC on Joint CAT AR PRAC members
PRAC
comments
Day 164. Comments from CAT and CHMP on Joint CAT AR CAT and CHMP
CAT and SRS
CHMP
comments
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Day 166.

The PRAC Rapporteur presents the assessment on the
prospective planning aspects of the RMP and the members’

PRAC Rapporteur

Updated
PRAC Rap comments received at the PRAC plenary.
AR The PRAC Rapporteur will then liaise with the CAT (Co)-
Rapporteurs to reflect the members’ comments and the
PRAC plenary discussion in the joint Assessment Report.
PRAC adopts PRAC RMP Assessment Overview and Advice
for D180 LoOL.
Day 170. Updated CAT Joint AR CAT (Co-)
Updated HepnoIsce
CAT JAR
Day 174. CAT discussion and decision on the need for an adoption of | CAT
CAT List of a list of "outstanding issues” (LoOI) and/or an oral
outstanding | explanation by the applicant or CAT draft opinion.
issues/draft | CAT adopts the LoOI as well as the overall conclusions and
opinion review of the scientific data to be sent to the Applicant by
(Called “Day | the EMA.
180 LoOI1") | Clock stop.
The major objections and key scientific issues from the
LoOI are presented to the CHMP. CHMP Coordinators &
In the exceptional case that the CHMP identifies major CAT(Co-)Rapporteurs
issues with the Day 180 LoOI (e.qg. identification of de novo
important scientific questions), these will be added to the CHMP
LoOI in collaboration with the CAT Chair and the CAT
Rapporteurs. The updated LoOI will be circulated to the CAT
for information and sent to the applicant.
Submission of final inspection report to EMA, CAT (Co-)
Rapporteurs, CHMP Coordinators by the inspections team
(at the latest by day 174.).
If there is no LoOI or oral explanation, the CAT can adopt
the draft opinion and transmit it to the CHMP.
Clock Stop | Reference is made to the CHMP Document "Time allowed Applicant
for applicants to respond to questions and issues raised
during the assessment of new marketing authorisation
applications in the centralised procedure”.
On justified grounds, the CAT may agree to grant a longer
clock-stop. The CHMP is informed about the clock stop.
Day 175. Restart of the clock with submission of responses or oral Applicant
Restart explanation (if needed).
Day 189. The CAT(Co)-Rapporteurs draft a joint assessment report CAT (Co-)
CAT JAR (including the RMP aspects), taking into account the input | Rapporteurs

from CHMP Coordinators/PRAC Rapporteurs and the
applicant's responses
A PRAC discussion is not foreseen at this stage.
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Day 195. CAT, CHMP and PRAC Committee members and EMA send CAT, CHMP, PRAC
CAT, CHMP, | comments on the assessment report. and EMA
PRAC and
EMA
comments
Day 200. The updated AR is circulated to the PRAC and CHMP CAT (Co-)
Updated Committee members and EMA. Rapporteurs
CAT JAR
Day 204. CAT adopts the draft opinion and draft Assessment Report CAT
CAT opinion | and transmits it to the CHMP.
By Day Adoption of CHMP Opinion and CHMP Assessment Report CHMP
210. (and timetable for the provision of product information
CHMP translations)’
opinion
Day Action Responsibilities
215 at the Applicant provides to the EMA the product information and Applicant
Intast Annex A in the 25 languages (EU official languages and
Icelandic and Norwegian) and the "QRD Form 1" by Eudralink*
229 Member States will send linguistic comments on the product Member States
information by e-mail to the applicant with a copy to the EMA
product shared mailbox together with QRD Form 1
235 at the | applicant provides EMA with final translations of summary of | APplicant
latest product characteristics, Annex II, labeling and package leaflet
in the 25 languages (+ “"QRD Form 2" and "PDF checklist") by
Eudralink.
237 Transmission of Opinion and Annexes in all EU languages to EMA
applicant, Commission and Norway and Iceland.
239-261 The Commission adopts a draft Decision and consults the European
Standing Committee Commission
By 277 Finalisation of EPAR in consultation with Rapporteur, Co- EMA
Rapporteur, CAT, CHMP and Applicant (the latter for
confidentiality aspects)
277 Commission adopts a decision European
Commission
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de ['Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

* D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele
d leur enseignement.

* D'exercer, dans ['intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation
en vigueur, mais aussi les régles de [fhonneur, de la probité et
du désintéressement.

¢ De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers
le malade et sa dignité humaine, de respecter le secret
professionnel.

¢ En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confreéres, si j'y
manque.
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