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Introduction

L’ictére (jaunisse) est un probléme fréquemment rencontré en néonatologie et en
pédiatrie malgré les progres importants réalisés ces dernieres années dans la prise en charge de
I’hyperbilirubinémie (taux de bilirubine élevé dans le sang). Cinquante pourcents des nouveau-
nés a terme et quatre-vingts pourcents des nouveau-nes prématurés developpent une jaunisse
néonatale dans les quatre premiers jours de vie. La plupart du temps, cette hyperbilirubinémie
est physiologique. Elle est le résultat d’une dégradation importante des globules rouges ainsi
qu’une diminution de I’excrétion de la bilirubine.(1) En effet, la durée de vie des globules
rouges chez les nouveau-nés, et particulierement chez les prématurés, est plus faible que chez
I’adulte avec un renouvellement plus fréquent.(2) De plus, le foie est immature, I’activité de la
glucuronosyl transférase est encore faible alors que la circulation entéro-hépatique est
augmentée. Dans la littérature, on observe que les nourrissons allaités au sein exclusivement
sont plus susceptibles de développer un ictere physiologique au cours de la premiére semaine
de vie. Cela pourrait s’expliquer par un apport calorique inférieur au lait industriel ainsi qu’une

circulation entéro-hépatique accrue.(3)

Parmi les autres causes possibles d’hyperbilirubinémie, la maladie de Gilbert,
découverte en 1901, est une affection hépatique qui touche environ 4 a 16% de la population et
est plus fréquente chez les humains de sexe masculin.(4) Elle est a différencier du syndrome de
Crigler-Najjar (CN), qui est une maladie héréditaire autosomique récessive extrémement rare.
La prévalence de ce syndrome CN est estimée & moins d’une naissance sur un million dans le
monde.(5,6) Celui-ci est caractérisé par lI'absence ou la diminution de l'activité de l'uridine
diphosphate-glucuronosyltransférase 1 (UGT1A1), une enzyme nécessaire a la glucuronidation
de la bilirubine non conjuguée dans le foie, permettant physiologiquement son élimination. (7)

Cette diminution (ou absence) de I’activité enzymatique de ’'UGT1A1 entraine un taux élevé
de bilirubine non conjuguée dans le sang (sérum), apparaissant généralement dans les jours
suivant la naissance de I’enfant, et persistant dans le temps, sans traitement. Au niveau clinique,
cela s’exprime par un ictére cutanéomuqueux franc, visible a I’ceil nu : la peau, les muqueuses
ainsi que les globes oculaires sont plus jaunes que la moyenne.(8) A long terme, le principal
risque est la toxicité neurologique, entrainée par I’accumulation de bilirubine, qui peut mettre
en jeu le pronostic vital des patients atteints de ce syndrome, ou leur causer de séveres
handicaps. 1l existe aujourd’hui deux types de syndrome (I et Il) que nous détaillerons par la

suite.



Les traitements développes par thérapie génique sont des médicaments de thérapie innovante.
Apres plusieurs dizaines d’années de recherche fondamentale et de tests précliniques sur les
animaux, ceux-ci sont testés chez I’humain depuis environ 20 ans.(9) Innovants, mais aussi trés
controversés pour leurs effets indésirables spécifiques, notamment hépatiques(10) dus a une
réponse du systeme immunitaire chez les patients traités, nous verrons que leur balance bénéfice

risque doit toujours étre estimée et discutée.

Le premier objectif de cette thése est de comprendre 1’enjeu d’un traitement par thérapie
génique pour les personnes atteintes du syndrome de Crigler-Najjar ainsi que leur entourage,
cette maladie ayant un large impact sur la durée de vie (« espérance de vie »), mais aussi sur la
qualité de vie. Le deuxiéme objectif est d’étudier le traitement par thérapie génique mis au point
par les experts du Généthon dans cette pathologie. Enfin, reconnaitre les potentiels effets
indésirables connus associés aux thérapies géniques pour comprendre la mise en place des

mesures de gestion des risques dans les essais cliniques réalisés chez la personne humaine.

I. Description du syndrome de Crigler-Najjar

1. Ladécouverte du syndrome de Crigler-Najjar

Le syndrome de Crigler-Najjar (CN) a été reconnu pour la premiere fois dans trois
familles consanguines (affiliées par le sang), chez six enfants. Ces cas ont été rapportés dans la
littérature médicale en 1952 par le docteurs John Fielding Crigler et Victor Assad Najjar, qui
ont donné leurs noms au syndrome par la suite.(11) Ces six enfants ont développé des
symptomes a type d’ictére deés les premiers jours de vie (ictére néonatal) ou durant leur enfance.
Ces patients présentaient une hyperbilirubinémie dite sévere, ¢’est-a-dire que leur concentration
sanguine en bilirubine non conjuguée était trés élevée : autour de 340 pmol/L (soit 20 mg/dL).
A titre de comparaison, les valeurs normales dans la population générale sont situées entre 3,4-
20 pmol/L (soit 0.2-1.2 mg/dL) chez I’enfant de plus d’un mois et 1’adulte, soit plus de 16 fois
inférieures.(5) Dans le syndrome de Gilbert, les concentrations en bilirubine non conjuguée
sont, en géneral, plus basses que celles retrouvées chez les patients CN. On parle alors
d’hyperbilirubinémie modérée c’est-a-dire entre 20 et 100 pmol/L (soit 1.2-6 mg/dL)(12). En
1962, le docteur Arias a signalé dans la littérature une autre version de ce trouble, plus légére

appelé aujourd'hui le syndrome de Crigler-Najjar de type 11, mais aussi syndrome d’Arias.(13)



Il faudra néanmoins attendre 1969 pour qu’on puisse distinguer clairement les deux types de
syndrome (type | et type I1), grace a la réponse thérapeutique & la molécule Phénobarbital.(14)
En effet, la prise du médicament contenant la molécule de Phénobarbital permet une diminution
d’environ 70% de la bilirubinémie en trois semaines chez les patients atteints du syndrome de
type 1l. Ceci n’a malheureusement pas été observé chez les patients atteints du syndrome de

type | : la prise de Phénobarbital n’ayant aucun effet chez ces patients.

Par ailleurs, une faible activité enzymatique (15%) de I'UDP (Uridine diphosphate)-
glucuronosyltransférase est détectée chez les patients atteints du syndrome de type Il, alors
qu’aucune activité n’est détectée chez les patients atteints du syndrome de type 1.(15) Le risque
principal de ce syndrome (type I et II) est I’évolution vers une encéphalopathie bilirubinique
(appelé aussi ictere nucléaire) qui se manifeste par une hypertonie, surdité, paralysie
oculomotrice et/ou léthargie. En général, les patients atteints du syndrome CN de type Il ont
des symptomes cliniques moins intenses et peuvent parfois vivre jusqu’a 1’age adulte sans avoir
de sequelle neurologique, en comparaison avec les patients atteints du syndrome de type | chez
qui le risque de toxicité neurologique est plus accru. Cependant, le risque n’est a écarter dans

aucun des cas et les patients doivent étre surveillés de maniere quotidienne.(16)

Un tableau récapitulatif des caractéristiques des deux types de syndrome est disponible ci-

dessous pour plus de clarte.

Tableau 1: Tableau récapitulatif des différences entre les deux types de syndrome de Crigler-Najjar

Syndrome de type |
20-40 mg/dL ou 342-684 umol/L
Absente (0%)

Tres sévére

Syndrome de type 11
6-20 mg/dL ou 103-342umol/L
Faible (15%)

Séveére

Bilirubinémie(17)
Activité de I’UDP-
glucuronosyltransférase

Intensité des symptdmes
cliniques et sévérité

Symptdmes plus intenses que le
type Il : peut évoluer vers une
encéphalopathie bilirubinique

(ictere nucléaire)

Symptomes moins intenses que le
type I, le risque d'ictére nucléaire
est beaucoup plus faible, mais
n'est pas a écarter

Effets du phénobarbital

Pas de baisse de la bilirubinémie

Baisse de la bilirubinémie
(70% environ en 3 semaines)

Traitements possibles

Photothérapie
Transplantation hépatique

Phénobarbital
Photothérapie
Transplantation hépatique




2. Syndrome de Crigler-Najjar : Etat des lieux en 2022

Aujourd’hui, on recense moins de 20 cas de personnes atteintes du syndrome de Crigler-Najjar
en France, et seulement quelques centaines en tout dans le monde. Il y a, malgré tout, une
présence du syndrome de type | plus marquée dans les populations Amish et Mennonite de
Pennsylvanie et du Midwest des Etats-Unis.(18)

Le syndrome de Crigler-Najjar est une maladie génétique qui a une transmission autosomique
récessive. Une transmission autosomique signifie que la mutation du géne responsable de la

maladie est située sur un des 22 chromosomes non sexuels.

Chaque individu posséde deux alleles de chaque gene, hérités de ses deux parents. Chaque allele

peut étre muté = non fonctionnel ou non porteur de la maladie = sain, fonctionnel.

Une transmission récessive signifie qu’il faut que les deux copies regues du géne soient non
fonctionnelles pour que la maladie s’exprime chez la descendance. Autrement dit, un patient
atteint du syndrome de Crigler-Najjar a forcément recu deux copies non fonctionnelles du géne
responsable de la maladie. Si un individu posséde un alléle normal et un alléle anormal, il n’aura

pas de symptdme clinique et ne sera donc pas atteint de la maladie de Crigler-Najjar.
Il existe quatre schémas de transmission possibles, que nous allons détailler ci-apres.

Les ronds bleus représentent les alléles fonctionnels et les ronds rouges représentent les alleles
non fonctionnels. Les personnages bleus représentent les personnes non porteuses de la maladie,

c¢’est-a-dire les homozygotes sains (qui ont 2 alléles identiques pour I’alléle normal).

Les personnages violets représentent les porteurs de la maladie qui ne sont pas malades, ¢’est-
a-dire les hétérozygotes (qui ont 2 alléles différents). Les personnages rouges représentent les

personnes atteintes de la maladie, ils sont homozygotes anormaux pour I’alléle non fonctionnel.

1°" cas de figure : Aucun des deux parents n’est malade, cependant 1’un des deux parents est

porteur de I’alléle non fonctionnel.

Il y a 50% de chance que la descendance directe soit hétérozygote, c’est a dire porteuse de la
maladie mais non malade, et 50% de chance que la descendance directe soit homozygote pour

I’alléle normale, ¢’est-a-dire non porteuse de la maladie, et non malade.



Porteur Sain

TRRR

Figure 1 : Schéma transmission génétique d 'un porteur et d 'un non porteur (Source : https://crigler-najjar.fr/)

2°™ cas de figure : Les deux parents sont porteurs de 1’alléle non fonctionnel mais aucun des

deux n’est malade (hétérozygotes).

Il'y a 25% de chance que la descendance directe soit non porteuse de 1’alléle muté (homozygote
pour ’all¢le normale), 50% de chance que la descendance directe soit hétérozygote, c’est a dire
porteuse de la maladie mais non malade et 25% de chance que la descendance directe soit

atteinte de la maladie, porteuse de deux alleles non fonctionnels.

@ Forteur Porteuse

Figure 2 : Schéma transmission génétique de deux porteurs (Source : https://crigler-najjar.fr/)

3™ cas de figure : L un des parents est malade (homozygote anormal), et I’autre est non porteur

(homozygote sain).

Il'y a 100% de chance que la descendance soit porteuse de I’alléle muté et de I’all¢le normal,

c’est-a-dire hétérozygote.


https://crigler-najjar.fr/
https://crigler-najjar.fr/

i Malade Sain
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Figure 3: Schéma transmission génétique d'un porteur et d'un malade (Source : https://crigler-najjar.fr/)

4°™ cas de figure : Les deux parents sont malades.

Il y a 100% de chance que la descendance directe soit atteinte de la pathologie, c’est-a-dire

homozygote pour I’alléle muté/non fonctionnel/anormal.

i Malade Malade

Figure 4: Schéma transmission génétique de deux malades (Source : https://crigler-najjar.fr/)

Trés souvent, les personnes hétérozygotes ne sont pas au courant qu’elles sont porteuses de de
la maladie car elles ne sont pas malades, sauf si elles ont découvert qu’il y avait une personne
atteinte de ce syndrome dans leur descendance directe ou dans la famille, et ont fait des tests
génétiques ensuite. En 2022, ces tests génétiques ne sont pas systématiquement réalisés avant

chaque naissance, ce qui contribue a la propagation de la maladie dans le monde.
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b. Diagnostic du syndrome

Au départ, le diagnostic différentiel et le diagnostic des deux types de syndrome CN ne
reposait que sur la composition pigmentaire de la bile en bilirubine, déterminée par
chromatographie liquide haute performance, abrégée HPLC (19). Aujourd’hui, le diagnostic du
syndrome de Crigler-Najjar est constitué a partir de plusieurs parameétres : cliniques,
biologiques, chimiques et genétiques. Nous allons les passer en revue un a un dans la suite de

cette partie.

e Parameétres cliniques

La jaunisse de la peau, des globes oculaires et des muqueuses, appelée ictéere, est le
symptdme qui apparait le plus rapidement, parfois apres seulement quelques jours, voire

quelques heures de vie, de maniere trés intense et persistante.

Les photos ci-dessous montrent des ictéres cutanéomuqueux tres prononces.

Figures 6 et 8 : Photo d'une jaunisse chez un adulte (Source : https://afef.asso.fr/la-maladie/maladies/jaunisse-ictere/)

11


https://crigler-najjar.fr/la-maladie/
https://afef.asso.fr/la-maladie/maladies/jaunisse-ictere/

Il s’agit en général du symptome qui alerte les professionnels de santé et/ou pousse les
parents a consulter un professionnel de santé si ce symptdme apparait alors que les parents ne
sont plus a la maternité. L’ictére du nouveau-né (néonatal) est tres fréquent dans les premiéres
semaines de vie (60-80% des naissances), et est considéré, la plupart du temps, comme
physiologique.(20) En effet, le métabolisme de la bilirubine doit s’adapter a la vie extra-utérine
apres la naissance et évolue durant les quinze premiers jours de la vie du nouveau-né.(1) Le

métabolisme de la bilirubine n’est totalement mature qu’au bout de quelques mois.

Cependant, toute survenue d’un ictére néonatal doit étre surveillée précautionneusement. Dans
la grande majorité des cas, il y a une hyperbilirubinémie associée a type de bilirubine non
conjuguée. Nous ne parlons pas ici des icteres a bilirubine conjuguée (patients présentant un
taux tres élevé de bilirubine conjuguée mais ayant un taux de bilirubine non conjuguée normal),
qui sont des urgences vitales requérant une prise en charge spécialisée.(20) La dangerosité des

ictéres a bilirubine non conjuguée est directement corrélée a la durée d’exposition a ces taux.

Dans I’ictére néo-natal physiologique, la bilirubinémie reste inférieure a 300 umol/L et se
résout généralement apres deux semaines de vie. Une prise en charge médicale et biologique
est nécessaire si ce taux d’alerte est atteint (300 pmol/L), afin de traiter les patients et de
comprendre [’origine étiologique de I’ictére, sa gravité et mettre en place un suivi

thérapeutique.(2,20)

Le diagnostic différentiel permet de différencier une maladie d'autres pathologies qui
présentent des symptdmes proches ou similaires, ici par exemple les autres pathologies
provoquant des ictéres néonataux. Au niveau clinique, il n’existe pas de signe pathognomonique
(symptébme ou signe spécifique d'une maladie) du syndrome de Crigler-Najjar, c’est I’ensemble
des parametres qui permettent de poser le diagnostic.

e Parameétres biologiques

Le dosage de la bilirubine dans le sang est rapidement propose aprés la description d’un
ictere chez un nouveau-ne. Des prélevements de sang et des urines du patient sont effectués
puis analysés par HPLC. Pour le syndrome de Crigler-Najjar, les résultats montrent une
bilirubinémie (totale) trés élevée, de type bilirubine non conjuguée. En effet, la bilirubinémie
conjuguée reste dans la norme, alors que la bilirubinémie non conjuguée est bien au-dessus des
limites supérieures des valeurs normales. La bilirubinémie totale est également augmentée, a

cause de ’augmentation de la bilirubinémie non conjuguée.

12



Ce taux en bilirubine sanguine rentre en compte dans le choix des traitements (photothérapie,

transfusion sanguine et transplantation hépatique qui seront détaillés par la suite).(21)

L’accumulation de bilirubine non conjuguée peut également s’apprécier avec le calcul du
rapport (ou ratio) molaire Bilirubine/Albumine (B/A). Il s’agit d’un rapport entre le nombre de
molécules de Bilirubine et le nombre de molécules d’ Albumine. Chez une personne saine, c¢’est-
a-dire sans altération/déficit enzymatique et n’ayant pas de symptome hépatique, ce rapport
molaire est de 0,01. En effet, physiologiquement dans le sang, presque la totalité (99%) des
molécules de bilirubine non conjuguée se lient a I’albumine, via les sites de liaison présents sur
les molécules d’albumine.(21) Cela signifie qu’il y a, dans la population générale, 100 fois plus
de molécules d’albumine que de molécules de bilirubine dans le sang. Chez les personnes
atteintes du syndrome de Crigler-Najjar ce rapport moléculaire peut atteindre 1, ¢’est-a-dire

qu’il y aurait autant de molécules d’albumine que de molécules de bilirubine dans le sang.

La bilirubine non conjuguée étant une substance liposoluble, elle a une forte affinité pour les
lipides, dont certains se trouvant dans le systeme nerveux central (SNC).(22) Le complexe
Bilirubine/Albumine étant trop volumineux, il ne peut pas passer la barriere hémato-
encéphalique (BHE) et ne peut pas passer dans le cerveau : il n’y a pas de toxicité induite par
la bilirubine. Cependant, s’il y a une accumulation trop importante de bilirubine non conjuguée
dans le sang, il n’y a plus assez de molécules d’albumine disponibles pour se lier a la bilirubine
et former ce complexe Bilirubine/Albumine. Ainsi, la bilirubine non conjuguée est sous forme
libre et peut passer la BHE et s’accumule dans le cerveau. Ceci peut engendrer une toxicité
neurologique dont nous verrons les conséquences dans la prochaine partie ci-aprés.(21) La
surveillance de rapport molaire Bilirubine/Albumine peut servir a estimer le risque de toxicité
encéphalique et permet d’adapter la prise en charge médicale associée. A noter que ce rapport
Bilirubine/Albumine peut varier au cours de la vie d’un patient et doit donc étre surveillé

continuellement.

Le dosage de I’hémoglobine, des réticulocytes et 1’analyse de la morphologie des globules
rouges constituent des parameétres du diagnostic biologique différentiel. En effet, dans le
syndrome de Crigler-Najjar ces paramétres sont normaux, ce qui permet d’écarter les
pathologies ou les patients présentent une hémolyse.(20) On peut citer notamment les anémies
hémolytiques ou les patients présentent une anémie avec réticulocytose, avec une morphologie
des globules rouges altérée. Ces affections peuvent étre aigués, chroniques, de pronostic
variable et causées par différentes étiologies.(23)
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Il en est de méme pour les dosages de 1’alanine amino-transférase (ALAT), 1’aspartate
amino-transférase (ASAT), la phosphatase alcaline, la gamma-glutamyl-transférase, le taux
total de protéine et I’albuminémie qui reviennent normaux chez les patients CN. Il n’y a, par
ailleurs, pas d’autres signes d’atteinte hépatique au niveau biologique chez les patients atteints
du syndrome CN.(17)

e Parametres chimiques

Comme nous I’avons vu précédemment, la réponse a la thérapie par le Phénobarbital fait partie
du diagnostic du syndrome de Crigler-Najjar, notamment dans la distinction des deux types de
syndrome (type | et type I1). Nous détaillerons le mécanisme d’action du Phénobarbital dans la
partie 1.2.d. Traitements actuels du syndrome dans la suite de cette thése.

e Parameétres génétiques

Le syndrome CN est provoqué par une mutation génétique apparaissant parmi les cinq
exons du geéne codant pour I’'UDP-GT sur les chromosomes humains n°2 et n°4.(24) Le
séquencage du géne UGTALA, c’est-a-dire la lecture des bases d’ADN du génome du patient,
est alors requis pour le diagnostic moléculaire. L’ ADN du patient est extrait a partir d’une prise
de sang permettant de récupérer les lymphocytes circulants périphériques.(7) Apres
amplification par méthode PCR (polymerase chain reaction) du promoteur, des cing exons et

des régions introniques, la mesure est réalisée par la technique de séquencage de Sangler®.(17)

Il existe de multiples mutations possibles sur le géne UGT1AL : plus de cent mutations ont été
rapportées sur ce géne dans la base de données des mutations génétiques humaines, au niveau
des exons, des introns, de la séquence par exemple. Le syndrome de Gilbert (GS pour Gilbert
Syndrome) se caractérise par une diminution de I'activité de 'UGT1A1 d'environ 25 a 30 % a
la suite de mutations homozygotes, hétérozygotes composées ou hétérozygotes de
I'UGT1AL1.(17) Dans la littérature, la plupart des patients atteints du syndrome CN de type Il
présentent des mutations homozygotes faux sens qui réduisent I'activité enzymatique a moins
de 10 % de la normale.(12) Au contraire, les mutations associées au syndrome CN de type |
sont souvent des mutations non-sens qui compromettent la totalité de I’activité enzymatique :
codons stop prématurés, mutations d’insertion/délétion, mais aussi des substitutions de

nucléotides critiques.(17)

Ce diagnostic moléculaire permet d’apporter une réponse rapide et évite au patient de devoir

réaliser une biopsie hépatique pour mesurer I’activité enzymatique.(7)

14



Aujourd’hui, le risque clinique principal du syndrome de Crigler-Najjar est la toxicité

neurologique, induite par une bilirubinémie trés fortement élevée.

La bilirubine est un dérivé pigmentaire constitué d’une chaine de 4 noyaux pyrroles, que 1’on

peut voir dans la représentation de la molécule ci-dessous.

HOOC COOH

|

Figure 7 : Molécule chimique de bilirubine (Source : https://journals.physiology.org/doi/epdf/10.1152/physrev.00004.2019)

Physiologiquement, les globules rouges contiennent de I’hémoglobine et ont une durée de vie
assez courte, de 120 jours. Lors de leur dégradation, I’héme et la globine se séparent. Ensuite,
le catabolisme de I’héme, ¢’est a dire sa décomposition, produit du fer, du monoxyde de carbone
et de la biliverdine qui est un pigment vert. Cette biliverdine est convertie en bilirubine non
conjuguée par I’action d’une enzyme (réductase). La bilirubine non conjuguée étant liposoluble
(soluble dans les corps huileux) et hydrophobe (insoluble dans les milieux aqueux), il est

nécessaire qu’elle soit sous forme conjuguée pour étre excrétée vers 1’intestin par la bile.

L’albumine est la protéine sanguine majoritaire dans le plasma humain, sa masse est estimée a
65 kDa (kilo Dalton). Sa fonction principale est de réguler la pression oncotique sanguine, c’est-

a-dire la pression osmotique exercée par les protéines dans le plasma d'un vaisseau sanguin.

Pour cela, elle joue un vrai role de transporteur dans le sang, pour des substances exogenes
(produites hors de I’organisme) et endogenes (produites dans 1’organisme).(25) Ainsi, la
bilirubine non conjuguée se lie, de fagon physiologique, a I’albumine pour étre acheminée vers
le foie depuis la circulation sanguine. A son arrivée dans le foie, ’'UDP-GT convertit la
bilirubine non conjuguée en bilirubine conjuguée par mécanisme de glucuronidation (ajout de
dérivés glucuronisés a la Bilirubine) afin de permettre son excrétion vers I’intestin, a 1’aide de
protéines.(26) Le schéma ci-dessous illustre le mécanisme de la bilirubine décrite dans ce

paragraphe.
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Figure 8 : Métabolisme de I'héme (Source : https://obgynkey.com/19-jaundice/)

Si une mutation génétique est présente dans la séquence du géne UGT1AL, comme dans le
syndrome de Crigler-Najjar, on observe une absence ou diminution de son activité
enzymatique : la conjugaison de la bilirubine ne peut pas s’effectuer (ou s’effectue trop
faiblement), la bilirubine reste sous forme non conjuguée et s’accumule dans la circulation

sanguine.(11)

Cette accumulation entraine, dans un premier temps, un ictere au niveau clinique. Cependant,
comme nous I’avons vu precédemment, la bilirubine a une forte affinité pour les structures
lipidiques. Le SNC (systeme nerveux central) est la partie du systéme nerveux qui comporte la
moelle spinale et I’encéphale. Il est séparé de la circulation sanguine par une membrane
physiologique, la barriere hémato-encéphalique (BHE), qui ne laisse passer par diffusion libre

que de petites molécules lipophiles.
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Le complexe Bilirubine/Albumine est considéré comme une « grosse molécule » ayant une
masse moléculaire importante et ne passe pas la BHE librement. Toutefois, si la bilirubine non
conjuguée circule dans le sang sous forme libre (= non liée a I’albumine) elle va pouvoir passer
facilement la barriére hémato-encéphalique (BHE) et se retrouver dans le cerveau, ou elle va
s’accumuler car il n’y a pas de mécanisme d’élimination spécialisé. Le schéma ci-dessous
illustre le mécanisme de la bilirubine lorsqu’il y a une mutation partielle ou compléte de

I’UGT1AT1 spécifique du syndrome de Crigler-Najjar.
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Figure 9 : Métabolisme de la bilirubine en cas de mutation génétique de 'UGT1A1

L’atteinte neurologique, appelée aussi dysfonction neurologique induite par la bilirubine
(BIND pour Bilirubin induced neurological dysfunction en anglais) entraine des séquelles
neurologiques graves, réversibles au depart mais pouvant devenir rapidement irréversibles,

notamment lorsqu’on atteint le stade de 1’ictére nucléaire.(6)
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Au stade de I’ictére nucléaire, on observe une atteinte des noyaux gris centraux, ou se trouvent
des dépdts de bilirubine donnant une couleur jaune a ceux-ci.(7) Une dyspnée, un désintérét
général, une apathie associée a des signes extrapyramidaux comme 1’hypertonie musculaire et
I’hyper-extension de la nuque sont présents et peuvent mener au coma. Cliniqguement, on peut
observer des troubles du tonus extrémement séveres, des troubles de la déglutition, des troubles
de I’¢élocution, une surdité, et un ralentissement intellectuel. Cet état peut s’améliorer dans les
jours suivants, mais le patient conservera de séquelles neurologiques lourdes, et peut devenir
handicapé moteur et/ou mental. La survenue d’un déces quelques jours apres est également un

risque possible.(7)

Ce risque d’encéphalopathie est directement corrélé au rapport molaire sanguin
Bilirubine/Albumine dont nous avons parlé dans un précédent paragraphe : ils augmentent dans
le méme sens. Le tableau ci-dessous détaille certains seuils du rapport B/A utilisés en clinique
pour évaluer le risque neurologique. En pratique, pour les patients atteints du syndrome de type
I, les cliniciens essayent de maintenir des seuils < 0,5 chez les nouveau-nés pour avoir un risque
faible d’encéphalopathie, et un seuil entre 0,5 et 0,7 chez les enfants et les adultes.(18) Pour

rappel, chez les individus sains, le rapport est généralement de 0,01.

Tableau 2 : Correspondance entre B/A ratio et risque (Source : https://crigler-najjar.fr/rapport)

Rapport Bilirubine/Albumine (sang) Risque d’encéphalopathie
<05 Faible
Modéré
Entre 0,7 et 1 Elevé
>1 Trés élevé = URGENCE VITALE

L’atteinte neurologique peut survenir a tout age, aussi bien chez le nouveau-né, que pendant
I’enfance, 1’adolescence ou a 1’age adulte. Le risque peut étre majoré dans certaines situations,
parce que celles-ci induisent une accentuation de I’hyperbilirubinémie. On peut notamment
citer les infections, les périodes de jelne, la fatigue accumulée, les périodes de stress ou lorsque
le traitement symptomatique est interrompu, par exemple la photothérapie que nous allons
détailler juste aprés.(7) C’est principalement pour cette raison qu’une observance (adhésion du
patient au traitement, respect des posologies, régularité de la prise des traitements...) est

primordiale dans cette pathologie.
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A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif hormis la greffe hépatocellulaire, qui n’est
pas sans conséquences au long terme et qui a ses limites. Cependant, il existe des traitements
symptomatiques, que nous détaillerons ensuite, qui permettent aux patients de survivre avec

leur maladie, et d’améliorer leur qualité de vie au quotidien.

La transplantation hépatigue

Il s’agit d’une allogreffe, c’est-a-dire d’une greffe d’organe ou de cellules entre deux
membres d’une méme espeéce. Dans le cadre d’une transplantation hépatique, 1’organe est
généralement obtenu a partir d'un donneur décédé par mort cérébrale: ayant un coeur
fonctionnel qui continue de perfuser les organes. Une compatibilité du systéme sanguin est
nécessaire entre le donneur et le receveur, au niveau du groupe sanguin ABO et du systeme
HLA (Human Leukocyte Antigen).

Le systtme HLA est un systéme de reconnaissance propre a 1’organisme appelé « complexe
majeur d’histocompatibilité ». Les antigénes du systéme HLA sont des protéines présentes a la
surface des cellules humaines. Elles permettent au systeme immunitaire de déterminer si une
cellule est exogéne ou endogene. Chaque individu a son propre typage HLA. Pour une greffe,
plus les typages HLA entre le donneur et le receveur sont similaires, moins il y aura de risques
de développement d’anticorps préformés contre les antigénes du donneur, plus le risque de rejet
est faible. La recherche d’anticorps anti-HLA permet d'optimiser I'attribution des greffons, afin
de limiter les risques de rejets et de réactions immunitaires en réaction a la greffe d’organe chez

le receveur.

Ces deux facteurs limitent le nombre d’organes compatibles et disponibles au moment ou le
patient en a besoin. En effet, il peut s’écouler plusieurs années avant qu’il y ait un organe
compatible. Il n'y a pas de limite d'age supérieure pour le don de foie mais les foies de donneurs

agés de plus de 50 ans sont généralement moins souvent utilisés chez les enfants.(27)

Les risques associés a la transplantation hépatique sont importants, que ce soit au court terme
(précoce) ou au long terme (tardif). Cela peut étre di a la survenue d’une septicémie (infection
généralisée du sang), de troubles lymphoprolifératifs post-transplantation (Post-Transplant
Lymphoproliferative Disorders PTLD, en anglais), ou a cause d’une non observance du

traitement immunosuppresseur.(27)
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Le rejet de greffe est frequent. Dans 40 a 70% des cas, il survient de maniere aigu, c’est-a-dire
peu de temps apres la greffe et est détecté par biopsie du greffon (BPAR : Biopsy-Proven Acute
Graft Rejection), mais il peut également survenir plus tardivement.(28) Pour lutter contre le
risque de rejet du greffon par le systeme immunitaire du patient, un traitement
immunosuppresseur est mis en place pour le reste de la vie du patient. Les piliers historiques
de la classe des immunosuppresseurs utilisés apres transplantation d’organe solide (foie, rein,
cceur) sont les inhibiteurs de la calcineurine : la ciclosporine (Cyclosporine A) et le

tacrolimus.(29)

La ciclosporine est un polypeptide cyclique a onze acides amineés, isolé pour la premiére fois
en 1971 a partir du champignon Tolypocladium inflatum. Le tacrolimus est une molécule de
lactone macrolide isolée a partir de Streptomyces tsukubaensis. Les études mentionnées dans le
RCP (Résumé des Caracteéristiques du Produit) des médicaments contenant de la ciclosporine
suggerent que cette molécule inhibe les réactions immunitaires a médiation cellulaire, y compris
I'immunité de I'allogreffe et la maladie du greffon contre I'héte (GVHD pour Graft Versus Host
Disease en anglais). Le tacrolimus inhibe notamment la formation des lymphocytes

cytotoxiques qui sont principalement responsables du rejet du greffon.(30)

La ciclosporine est métabolisée préférentiellement par les cytochromes P450 3A4 et
minoritairement aux CYP 3AS5, a I’inverse du tacrolimus.(31) Les deux molécules sont des
inhibiteurs connus de la glycoprotéine P (ABCB1) qui est exprimée a de nombreuses interfaces
(intestin, foie, reins).(32) Le génotype des cytochromes du donneur et du receveur doit étre

établi avant le don, afin d’ajuster les posologies et de surveiller I’évolution du patient greffé.(29)

Comme nous 1’avons vu, le risque de rejet de greffe est plus important au cours des trois
premiers mois post-greffe. Durant cette période, I'immunosuppression peut étre renforcée par
I’administration de stéroides cependant, ils sont ensuite généralement rapidement retirés, a
cause du risque d’effets indésirables au long terme. L'azathioprine ou le mycophénolate mofétil
peuvent également étre utilisés pour renforcer I'immunosuppression en bithérapie associés a

des stéroides ou en trithérapie associés a des stéroides et a un inhibiteur de calcineurine.(30,33)

La compliance du traitement (adhésion du patient et respect des posologies) est essentielle pour
la survie du greffon et du patient: la non-compliance étant un risque de mortalité post-

transplantation tardive.
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Tous ces medicaments peuvent entrainer des effets indésirables, et augmentent grandement le
risque d’infections ou d’aggravation d’infections préexistantes(18), puisque le systéeme
immunitaire est diminué. Dans la littérature, on peut citer notamment les cholangites
bactériennes, les infections a cytomégalovirus (CMV) et Epstein-Barr Virus (EBV) dont
peuvent découler des syndromes lymphoprolifératifs post-greffe, ¢’est-a-dire la survenue d’un
lymphome B associé a la présence de I’EBV.(34) Les autres effets indésirables sont divers et
peuvent étre retrouvés sur le site de la base de données publique des médicaments.(30)

Dans une étude réalisée entre 1991 et 2018, le taux de survie a 10 ans post-transplantation des
patients était de 100%, méme si pour certains patients, il avait fallu plusieurs greffes d’organe
(2 ou 3) avant qu’ils soient stabilisés. Les taux enzymatiques (ASAT/ALAT), les paramétres

choléstatiques et les taux de bilirubine se situaient dans les limites de la normale.(34)

Une autre technique de greffe a été testée sur les patients atteints du syndrome de
Crigler-Najjar : la transplantation de cellules hépatiques isolées. Les premiers essais ont été
réalisés en 1998(28). La technique de transfusion intra portale (par la veine porte) de cellules
hépatiques isolées est décrite par Ira J. Fox comme moins invasive donc plus sécuritaire pour
le patient. En effet, ’architecture et la fonction du foie étant conservée dans ce syndrome, a
I’exception de I’activité de ’'UDP-GTc, cette technique permet de conserver la fonction de
I’organe et de le préserver si d’autres troubles apparaissent dans la suite de la vie du patient.
(28) C’est notamment une technique compatible avec des traitements par thérapie génique. Le

patient reste éveillé pendant la transfusion d’hépatocytes.

Dans I’article de Ira J. Fox, on constate chez le patient atteint du syndrome CN de type | une
nette augmentation de 1’activité enzymatique de la bilirubine-UDP-GT (De 0,4% jusqu’a 5,5%
de I’activité normale moyenne, 7 jours apres l’intervention), ce qui suggere une potentielle
efficacite. De plus, on observe sur les prélevements biliaires des conjugués glucuronidés
(diglucuronide de bilirubine) qui n’étaient pas présents avant la transfusion. Cependant, le
patient a dii prendre du phénobarbital pour booster 1’activité de I’enzyme au jour 7, continuer
la photothérapie pendant plus de six heures tous les jours et a di recevoir des antibiothérapies
orales pendant plusieurs mois. Au final, la transfusion s’est bien déroulée et les hépatocytes
isolés normaux regus ont survécu pendant presque qu’un an post-transfusion, corrigeant

partiellement un trouble métabolique d'origine hépatique.(28)
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Le Phénobarbital

Les patients atteints du syndrome de Crigler-Najjar de type Il peuvent prendre un
traitement qui permet de diminuer leur hyperbilirubinémie : le Phénobarbital. Cette molécule
peut également permettre de distinguer les deux types de syndrome CN lors du diagnostic,

comme mentionné plus haut.

Le Phénobarbital, aussi connu sous le nom d’acide 5-phenyl-5-ethylbarbiturique, est un
anticonvulsivant de la famille pharmacologique des dérivés barbituriques. 1l a été introduit dans
la pratique clinique en 1904 comme premier médicament antiépileptique, pour le traitement des

crises d’épilepsie, grace a son action sur le récepteurs GABA.(35)

Le phénobarbital est un inducteur enzymatique, il est métabolisé par les cytochromes
hépatiques CYP450 2C9, 2C19 et 2E1 et augmente donc leur activité métabolique. 1l n’est actif
que sur les patients atteints d’un syndrome CN de type Il car ils ont une activité enzymatique
de ’TUGT1AL, bien que faible (contrairement aux patients atteints du syndrome de type | chez
qui il y a une absence totale d’activité). Ainsi, le Phénobarbital peut agir en tant qu’inducteur
enzymatique et augmenter I’expression de I’enzyme UGT1A 1. Cependant, le mécanisme exact

reste encore inconnu.(36)

NH

C¢Hs

Figure 10 : Molécule chimique du Phénobarbital (Source : https://doi.org/10.1051/medsci/2002184429)

Les effets indésirables sont nombreux et dose dépendants.

Nous allons citer quelques effets indésirables « fréquents » (> 1 % mais < 10 %) tirés des
differents RCP frangais, mais cette liste n’est pas exhaustive. Le RCP est le document clinique
et médical obligatoire pour chaque médicament commercialis¢ en France, que 1’on peut

retrouver sur la base de données publique de I’ Agence frangaise, I’ANSM.(30)
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=>» Affections du systéme nerveux : somnolence, troubles cognitifs, atteinte de la mémoire

=> Affections psychiatriques : anomalies du comportement, agitation, agression
=> Affections de la peau et du tissu sous-cutané : dermatite allergique (en particulier,

éruptions maculo-papuleuses morbiliformes ou scarlatiniformes)

=>» Affections hépatobiliaires : augmentation des gammaglutamyltransférases, des
transaminases et/ou des phosphatases alcalines
= Affections musculo-squelettiques et systémiques : rétraction de I'aponévrose palmaire

(maladie de Dupuytren)

=>» Affections gastro-intestinales : nausées, vomissements

Par ailleurs, la prise prolongée de phénobarbital peut entrainer I'apparition d'un syndrome de
dépendance. Ce traitement doit donc étre bien encadré et s’il est arrété (grossesse), son arrét

doit étre progressif. Cela renforce 1I’importance pour le patient d’avoir un bon suivi médical.

Le phénobarbital peut entrainer des carences en certaines vitamines, notamment la vitamine D,
essentielle au développement de la structure osseuse. Chez I'enfant soumis au traitement par le
phénobarbital au long cours, il est recommandé d’ajouter un traitement préventif contre le

rachitisme, comme la vitamine D2.

Concernant la toxicité materno-feetale, le phénobarbital a la capacité de traverser le placenta
maternel humain. Des malformations congénitales majeures, y compris les fentes labiales et
palatines, ainsi que des troubles neuro-développementaux ont été rapportés chez des enfants
dont la mere avait été traitée par Phénobarbital durant la grossesse. Le traitement par
Phénobarbital doit étre réévalué si la patiente a un souhait de conception ou lors de la découverte
d’une grossesse. Ce traitement sera poursuivi chez la mére pendant la grossesse uniquement si
le bénéfice est jugé supérieure aux risques. Un suivi du nouveau-né et de 1’enfant exposé in-

utero est fortement recommandé.(30)

Comme nous I’avons vu précédemment le Phénobarbital est un inducteur enzymatique des
cytochromes P450. La prise d’'un médicament de cette classe thérapeutique peut perturber
I’assimilation d’autres molécules (médicaments, aliments, plantes, compléments
alimentaires).(37) Le praticien doit alors connaitre toutes les habitudes alimentaires et
médicales du patient pour mesurer 1’effet potentiel qu’aura le Phénobarbital et éviter que celui-
ci n’induise une diminution de I’efficacité d’un traitement ou une augmentation de la toxicité

d’un autre.
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En France, le phénobarbital est principalement utilisé pour traiter les crises épileptiques de type
généralisées (cloniques, toniques, tonico-cloniques) ou partielles. 11 s’utilise en monothérapie
ou en association avec un autre traitement antiépileptique, chez les enfants et les adultes. Cette
molécule est commercialisée en France aujourd’hui sous forme de comprimés de différentes
doses de principe actif (10, 15, 50, 100 et 150 mg) mais également sous forme de poudres et
solvants pour solution injectable (40mg/2mL ou 200mg/4mL). Certaines formulations incluent
de la caféine pour atténuer la somnolence des débuts de traitements (di au mécanisme d’action
du Phénobarbital lui-méme).(30) Trois laboratoires commercialisent cette molécule sous ces
differentes formes pharmaceutiques : SANOFI-AVENTIS FRANCE, TEOFARMA S.R.L et le
laboratoire RICHARD. Au total, 10 speécialités contenant du Phénobarbital sont
commercialisées en France en 2022. Aucun de ces médicaments n’appartient a un groupe
géneérique a ce jour alors que les Autorisations de Mise sur le Marché (AMM) de certains de
ces médicaments datent d’il y a plus de trente ans (1989, 1994 et 1996).(30)

Il est a noter qu’en France, aucun de ces médicaments n’a d’autorisation de mise sur le marché
dans D’indication du traitement du syndrome de Crigler-Najjar, dans le traitement des
hyperbilirubinémies ou dans d’autres pathologies hépatiques liées a la bilirubine. 11 n’y a donc
pas de dosage spécifique pour le traitement de ces patients. La seule indication thérapeutique
autorisée est 1’épilepsie.(30) Effectivement, le syndrome de Crigler-Najjar est une pathologie
extrémement rare donc le traitement par Phénobarbital des patients atteints du syndrome CN de
type Il est trés peu répandu, ce qui n’ameéne pas les détenteurs d’AMM a s’appuyer sur des
études suffisamment robustes pour supporter 1’extension de I’AMM a ces indications. La prise
de ces médicaments par les patients rentre alors dans le cadre d’un usage hors-AMM et doit
étre encore plus encadré qu’un traitement classique, notamment chez les nouveau-nés et les

enfants.

Le traitement par le Phénobarbital peut étre associé a de la photothérapie en complément, si la

diminution des taux de bilirubine sanguine n’est pas suffisante.

La Photothérapie

La photothérapie (PTH), connue depuis les années 1970, est le traitement standard des
icteres néonataux avec hyperbilirubinémie.(38) Pour traiter I’hyperbilirubinémie présente dans
le syndrome CN, la photothérapie agit par un mécanisme de dégradation de la bilirubine a 1’aide

d’un rayonnement lumineux, dont le spectre actif se trouve au niveau de la longueur d’onde du

bleu (410 a 460 nanométres).(39)

24



En pratique, cela consiste a positionner le patient sous une lumiere bleue (non Ultra-Violet)
pour favoriser la photoisomérisation et la photo-oxydation de la bilirubine afin de lui permettre
d’étre transformée en une forme excrétable dans la bile, sans glucuroconjugaison, puis d’étre
éliminée dans les urines et les selles. Ici, I’exposition a la lumiére va induire un processus
photochimique qui entraine une modification de conformation de la molécule de bilirubine, qui
se transforme en une forme hydrosoluble et peut étre excrétée au niveau rénal et biliaire.(40)
Ce processus est complexe et implique plusieurs types d’isomérisation.(38) En grande majorité,
c¢’est I’isomérisation structurelle de la bilirubine en lumirubine et photobilirubine qui permet de
réduire la bilirubinémie.(41) Par ailleurs, un mécanisme photo-oxydatif de transformation de la
bilirubine en un composant polaire incolore, principalement excrété par I’urine, est présent mais
reste tres minoritaire. Les produits de photoisomerisation (lumirubine et photobilirubine) ainsi
que les dérivés de photo-oxydation créés doivent ensuite étre éliminés afin de ne pas

s’accumuler.(41,42)
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Figure 11 : Schéma simplifié mécanisme de photoisomérisation de la bilirubine
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Ainsi, la photothérapie permet une réduction de I’accumulation de bilirubine non conjuguée
dans le plasma.(28) 11 s’agit d une technique relativement simple a mettre en place, non invasive

et efficace.

Cependant, seule la bilirubine présente en surface (jusqu’a 2 mm de profondeur de
I’épiderme) peut étre dégradée, la photothérapie ne peut donc pas traiter le probleme en
profondeur. C’est pour cette raison que 1’exposition n’est pas curative et doit étre répétée. En
effet, la bilirubine non conjuguée est produite en permanence (en continu). Pour obtenir une
réponse thérapeutique efficace, il faut que les patients s’exposent parfois jusqu’a 16h par jour
sous la lampe bleue. S’ils ne répétent pas 1’exposition chaque jour, les molécules de bilirubine
produites depuis la derniére exposition s’accumulent, et les symptdmes associés réapparaissent
(ictere, toxicité etc). C’est pour ces raisons qu’il s’agit d’un traitement dit symptomatique, et

non curatif.

Malheureusement, D’efficacit¢é de la photothérapie peut s’atténuer au cours du temps,
notamment & partir de la puberté ayant lieu a I’adolescence, ou les patients sont confrontés a un
risque croissant d’ictére et de toxicités hépatique et neurologique. Les raisons sont
principalement physiques. Le patient grandit, les lampes doivent étre de plus en plus
volumineuses, et les lits adaptés doivent étre larges et spacieux. La peau s’épaissit également
avec 1’age, la durée de I’exposition doit étre plus longue pour avoir la méme efficacité
qu’auparavant, cependant cela n’est pas toujours possible lorsque le nouveau-né ou 1’enfant

passait déja 14 a 16h sous cette lampe bleue.

Sur les photos ci-dessous nous pouvons voir des exemples de photothérapie a domicile, pour

traiter un bébé et un enfant.

Figure 12: Photos de patients sous lampe (source: http://https://crigler-najjar.fr/phototherapie/)
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La source lumineuse peut étre placée en dessous ou au-dessus du patient, 1’efficacité de la
photothérapie étant directement corrélée a la surface de la peau ayant regu un rayonnement
lumineux.(43) Les nourrissons recoivent en genéral une photothérapie dite « maternisée » :
I’éclairage est faiblement énergétique et vient du dessous du lit. Ceci permet au nouveau-ne de
rester dans une chambre maternelle a I’hopital et n’impose pas une protection des yeux, donc

favorise I’endormissement du bébé, parfois difficile.(7)

La photothérapie comporte peu d’cffets indésirables. Néanmoins, la déshydratation et
I’instabilité¢ thermique (hypothermie ou hyperthermie) sont les effets secondaires les plus
fréquemment cités dans la littérature. En prévention, il est important d’augmenter les apports
en eau, afin de renforcer 1’élimination des dérivés photo-oxydatifs et prévenir cette
déshydratation. Une surveillance réguliere et un apport en minéraux, comme le calcium et le
potassium, sont recommandés.(41) Une alimentation réguliére par voie entérale, complétée par
une prise d’acide ursodésoxycholique peut augmenter le flux biliaire, et permettre d’accélérer

I’élimination des photo-isomeres de la bilirubine.(44)

Les brdlures cornéennes, les lésions rétiniennes et les atteintes gonadiques sont rares,
puisqu’aujourd’hui il existe des outils pour bien protéger les yeux des patients avec des
protections oculaires, et les gonades avec les couches.(7) La photothérapie chez les nouveau-
nés et enfants est souvent délivrée a I’hopital pour des raisons de sécurité. En effet, les nouveau-

nés sont plus exposés aux risques cités plus haut, et nécessitent une plus grande surveillance.

Il a été démontré dans certaines études que la photothérapie pouvait avoir un effet toxique sur
le génome humain, notamment causer des dommages de I’ADN(41). Cependant, les effets au
long terme sur I’ADN n’ont pas été clairement établis a ce jour.(45) Le rapport bénéfice/risque
reste en faveur de la photothérapie a ce jour, pour les patients atteints du syndrome CN.

Concernant I’exposition d’une femme enceinte, une these datant de 2006 relate une observation
clinique d’une femme atteinte du syndrome de Crigler-Najjar traitée par Photothérapie. Elle a
donné naissance a un enfant en bonne santé, qui n’avait, a sa premiére année de vie, aucune
séquelle décelable : examen clinique normal, développement psychomoteur normal, IRM
normal, bilirubinémie dans la normale.(44) Une étude plus approfondie pourrait étre pertinente

puisqu’il existe des femmes en age de procreéer atteintes du syndrome CN.
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L ’exsanguino-transfusion

Le principe de I’exsanguino-transfusion est de remplacer une partie du sang du patient
par le sang d’un ou plusieurs donneurs. Cette technique a été décrite dans la littérature des 1946
par Wallerstein pour traiter des cas séveres de maladie hémolytique di a une incompatibilité
materno-feetale du systéme sanguin Rhésus (Rh). Dans le syndrome de Crigler-Najjar,
I’exsanguino-transfusion permet une réduction de 1’hyperbilirubinémie puisque la bilirubine
non conjuguée accumulée est éliminée progressivement avec le renouvellement du sang. Le

volume retiré est équivalent au volume administré et I’intervention peut durer jusqu’a 4 heures.

Cependant, la réduction des incompatibilités materno-feetales et le développement de la
photothérapie font qu’aujourd’hui 1’exsanguino-transfusion est une technique trés rarement
utilisée(46), notamment au long terme comme dans le syndrome de Crigler-Najjar ou d’autres
pathologies chroniques. Elle est réservée aux ictéres severes précoces : bilirubinémie supérieure
a 340 umol/L avant 24h de vie chez le nouveau-né a terme, au cours desquels la photothérapie
ne permet pas une diminution assez rapide de la bilirubinémie, ou lorsque le rapport B/A est
supérieure a 0,8.(14,20)

Les risques associés a 1’exsanguino-transfusion sont principalement des risques
infectieux inhérents a la pose d’un cathéter. Les autres risques cités sont des changements
d’ordres métaboliques (déséquilibre électrolytique) et des complications cardiorespiratoires.
Une étude indique que 5% des patients traités par exsanguino-transfusion développeront des

complications, et en 2014 le taux de mortalité était estimé a 4 enfants sur 1000.(47)

Autres traitements

Lors des périodes de décompensation, I’étude de Strauss cite d’autres traitements
potentiels. Une perfusion d’albumine peut étre envisagée si les patients hospitalises atteignent
un seuil trop élevé de rapport molaire B/A. Egalement des solutions glucosées peuvent étre
administrées pour maintenir 1’euglycémie, nécessaire au bon fonctionnement de la BHE.
L’acide acétylsalicylique, la ceftriaxone, le cotrimoxazole et 1’aminophylline peuvent étre
utilisés, cependant ils sont impliqués dans la liaison entre I’albumine et la bilirubine et peuvent
perturber les liaisons entre les deux molécules par déplacement de la bilirubine, ¢’est pour cela

qu’ils ne sont pas recommandés en premiere intention.(44)
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3. Enjeux de la recherche clinique dans le syndrome de Crigler-Najjar

De nos jours, comme nous 1’avons vu précédemment, il n’y a aucun traitement curatif
hormis la transplantation hépatique. Et Il n’y a aucun médicament qui n’a été autorisé pour

traiter cette pathologie, dans le monde.

La transplantation hépatique nécessite d’avoir un donneur compatible et peut entrainer
des complications au long terme. De plus, a la suite d’une transplantation d’un organe solide,
le patient doit prendre un traitement immunosuppresseur a vie. Ces traitements, comme tous les

médicaments peuvent entrainer des effets indésirables, plus ou moins graves et fréquents.

Cependant, 1’observance de ce traitement joue un role trés important dans la survie post-
transplantation des patients greffés. La prise d’un médicament tous les jours pendant toute une
vie, les rendez-vous frégquents chez les spécialistes et les hospitalisations potentielles impactent

la qualité de vie des patients transplantés.

Les alternatives thérapeutiques sont non-curatives et permettent de maintenir le patient
en vie : en augmentant la durée de vie, cependant leur qualité de vie n’est pas forcément

améliorée.

La photothérapie fonctionne relativement bien, mais nous avons vu qu’elle a ses limites
notamment a cause de la taille des appareils qui doivent s’adapter a la taille de 1’enfant,
I’adolescent puis I’adulte. Ces appareils coutent chers, la rentabilité de ces appareils sous grand
format adapté aux adolescents et aux adultes n’est pas idéale pour les fabricants, ce qui
complique la prise en charge par la photothérapie des patients atteints du syndrome de Crigler-
Najjar lorsqu’ils grandissent. Dans les pays moins développés, et ayant des ressources plus

limitées, I’accessibilité a ces appareils est encore plus compliquée et donc restreinte.

Un témoignage d’une petite fille atteinte du syndrome CN sur le site de I’association francaise
de Crigler-Najjar indique « Quand je me mets sous la lampe pour lire, j’y arrive pas, parce que
je suis trop grande et ¢a me fait mal au dos parce que je touche la lampe ». Ceci montre que
I’évolution de la taille de I’enfant impacte sa prise en charge par la photothérapie, ce qui se
ressent sur sa vie personnelle. De plus, les lumieres bleues degagent de la chaleur, qui peut étre
potentiellement agréable en hiver, ne 1’est pas en mi-saison ou en été et perturbe grandement le
sommeil des enfants et adolescents. Par ailleurs, 1’efficacité du traitement par photothérapie a

tendance a diminuer avec le temps comme nous 1’avons vu précédemment.
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D’un point de vue organisation personnelle et santé mentale, la photothérapie complique tres
largement la vie quotidienne des patients et de leur entourage (famille et aidants), qui doivent
étre tres vigilants tous les jours, toutes les nuits. Le traitement par photothérapie limite
également les interactions sociales puisque le patient ne peut pas se déplacer comme il le
souhaite a cause de la durée d’exposition, notamment lors des événements festifs, les périodes
de vacances. Ne pas aller a un anniversaire, rater des jours d’écoles, ne pas pouvoir aller dormir

chez des amis peut avoir un retentissement négatif sur le développement social d’un enfant.

L’exsanguino-transfusion pourrait étre une bonne solution au tres court terme, par
exemple durant les premiers jours/mois de vie des nouveau-nés. Cette solution thérapeutique
peut également étre utilisée en complément d’un autre traitement symptomatique comme la
photothérapie, notamment lors des phases de décompensation. Néanmoins, le développement
de la photothérapie a domicile des patients place I’exsanguino-transfusion en second plan car

cette alternative n’est pas compatible avec la chronicité du syndrome de Crigler-Najjar.

Le phénobarbital est efficace uniquement chez les patients atteints du syndrome CN de
type I1. Ce qui exclut d’office les patients atteints du syndrome de type 1. De plus, nous avons

vu qu’il peut entrainer de nombreux effets indésirables doses dépendants.

Cela peut poser des problémes de toxicité au long terme dans une pathologie chronique comme
Crigler-Najjar, puisque le traitement doit étre pris durant toute une vie. Il peut également
entrainer un syndrome de dépendance qui sera a prendre en charge en plus de la pathologie
initiale. D’un point de vue juridique, il n’est autorisé aujourd’hui en France que dans
I’indication de I’épilepsie et constitue un usage hors AMM lorsqu’il est prescrit a des patients
atteints du syndrome CN. Malgré tout, aujourd’hui il reste 1’un des seuls traitements efficaces
existants pour les patients atteints du syndrome CN de type II.

En faisant une recherche sur la base de données PubMed avec les mots clés « (Crigler-
Najjar) AND (quality of life) » seulement 5 résultats sont apparus. Tous étaient issus de
publications sur les risques de la transplantation hépatique dans les maladies métaboliques. Ceci
montre qu’il reste encore du chemin a parcourir dans le monde médical pour accorder de
I’importance a la balance qualité de vie/espérance de vie. En effet, le syndrome de Crigler-
Najjar peut constituer en lui-méme une charge mentale pour les parents et 1’entourage des
patients. La prise en charge quotidienne de cette pathologie nécessite une surveillance accrue
de I’enfant, ¢’est-a-dire 24h/24.
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Le patient et I’entourage des enfants malades doivent étre formés pour effectuer des mesures
cutanées fréquentes a domicile, a I’aide d’appareils appelés bilirubinomeétres. L appareil mesure
la concentration en bilirubine sous-cutanée de maniére non invasive. L’objectif est de suivre
I’évolution de la bilirubinémie cutanée quotidiennement, afin d’étre alerté si le seuil critique est

dépassé pour pouvoir adapter le traitement symptomatique.

Figure 13 : Utilisation d'un bilirubinométre (Source : https://crigler-najjar.fr/reportages-dans-le-cadre-du-telethon-2016)

C’est la peur de la survenue de complications notamment neurologiques pouvant entrainer un
déces et I’angoisse de ne pas avoir de traitement curatif a disposition, qui ont un retentissement
sur I’entourage. Un témoignage ou le papa d’une petite fille de 5 ans atteinte du syndrome CN
(Elena) se confie mentionne « il n’y a pas un jour ou je n’ai pas pensé a cette maladie depuis la

naissance de ma fille ».
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Figure 14: Photo d’Elena et sa famille (Source : https://crigler-najjar.fr/reportages-dans-le-cadre-du-telethon-2016)
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Dans ce contexte, les associations de patients jouent un role clé dans les pathologies chroniques,
dans le monde entier. L’association Frangaise de Crigler-Najjar, portée par le Téléthon depuis
des années, possede un site internet trés detaillé et organise des évenements pour que les
differents adhérents se rencontrent. Les témoignages de 1’entourage des patients convergent
vers ’espoir d’obtenir un traitement curatif. On parle de cet espoir de traitement par thérapie

génique depuis plus de 10 ans.

Médicalement et socialement, le traitement par thérapie génique serait une avancée
importante dans la prise en charge de ce syndrome. L’objectif principal est la guérison du
patient, c’est-a-dire la diminution voire 1’arrét des traitements symptomatiques comme la
photothérapie, tout en ayant un niveau de risque de toxicité non alarmant. De plus,
I’administration unique (une seule injection) de la thérapie génique est mise en avant dans les
articles a ce propos, puisque cela permettrait une hospitalisation unique de quelques jours pour

la surveillance du patient, puis un retour a la vie quotidienne « normale ».

Le syndrome CN est une pathologie idéale pour une thérapie génique médiée par un vecteur

AdénoVirus Associé (AAV) pour les raisons suivantes(44,48,49) :

- 1l existe un seuil de bénéfice clinique défini : le lien entre la bilirubine et le risque

d’atteinte neurologique (voir la sous-partie 1.2.c.Les risques de toxicité du syndrome).

- L évolution du critére d’efficacité est assez simple a démontrer grace aux résultats des

prises de sang (bilirubinémie notamment).

- Il existe des modeles animaux pertinents (rat Gunn), qui ont montré des résultats

satisfaisants quant a I’efficacité et la sécurité d’emploi.

- Le traitement par thérapic génique n’empécherait pas d’envisager une future
transplantation hépatique ou un traitement par photothérapie pour le patient. Ce qui ne

réduit pas les chances pour le patient de guérir s’il y a un foie compatible disponible.

Nous allons étudier en détail ce traitement d’avenir dans le début de la prochaine partie, sa mise
en place en phase clinique (médicament testé chez les personnes humaines) et nous discuterons

des résultats ensuite.
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I1. Mise en place et surveillance d’un traitement par thérapie génique dans
le traitement du syndrome de Crigler-Najjar (CareCN)

1. Description du traitement développé par les experts du Genéthon

La thérapie génique est développée depuis plus de 40 ans en laboratoire. La premiere
thérapie génique a été administrée & un patient atteint d’un déficit DICS-ADA il y a presque 30
ans. L’évolution des thérapies géniques a été différente selon les laboratoires, chacun
progressant a un rythme différent (dynamique différente). Les premieres techniques a avoir
démontrées une efficacité clinique sont les administrations ex-vivo de cellules souches
hématopoiétiques, et les transferts in vivo des AAV recombinants.(50) Selon la HAS, depuis

1989, environ 2000 essais cliniques ont été réalisés avec des thérapies géniques.(51)

Pour comprendre les principes et le fonctionnement de la thérapie génique il faut

comprendre le fonctionnement des génes chez 1’étre humain.

Les génes sont tous constitués d’ADN (Acide désoxyribonucléique), et servent a donner les
informations structurales aux enzymes et aux protéines afin de faire fonctionner le corps entier.
D’aprés la littérature, le génome humain serait composé de 20 000 a 25 000 genes. Ces génes
sont hérités de nos deux parents et sont présents, normalement, en deux copies pour chaque
géne. Comme nous ’avons vu précédemment, ces génes peuvent étre défectueux, modifiant le
fonctionnement normal des protéines, et pouvant entrainer des pathologies comme le syndrome

de Crigler-Najjar.

Le principe général de la thérapie génique constitue a introduire, éliminer ou modifier le
matériel génétique, c’est-a-dire I’ADN ou I’ARN (Acide Ribonucléique) des cellules du
patients atteints de la maladie.(52) Cependant, pour effectuer tout c¢a, ce nouveau matériel
génétique, appelé transgene, doit franchir beaucoup de barriéres biologiques afin d’atteindre le
noyau des cellules ciblées. Le transgéne est transporté par un vecteur afin d’arriver jusqu’a la
cellule cible de mammiferes. Cette technologie utilise des virus en guise de vecteur car ils sont
naturellement programmeés pour s’insérer dans les cellules et infecter 1’organisme en insérant
leurs génes dans le noyau de celle-ci (ce sont leurs propriétés intrinseques). Les vecteurs viraux
utilisés en thérapie génique sont des virus modifiés : les capacités de reproduction du génome
viral ont éte retirées et remplacées par le géne humain déficient chez le patient.
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Ainsi, le virus délivre le bon matériel génétique, sans risque de pathogenicité pour la cellule et
donc I’organisme du patient.(53) Les virus naturels sont appelés wild-type (wt) et les virus
modifiés sont appelés recombinants (r).

Il existe différents types de vecteurs viraux, chacun offrant des avantages et des

inconvenients(54), notamment par rapport a la taille du gene pouvant étre inséré. Nous ne

détaillerons pas tous les types ici mais ils sont visibles dans le schéma ci-dessous.
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Figure 15 : Les différents types de vecteurs (Source : SFTCG)

Par ailleurs il existe des vecteurs non viraux : les vecteurs chimiques, molécules naturelles ou
synthétiques, appelés lipoplexes ou polyplexes. lls sont plus faciles a produire que les vecteurs
viraux. Néanmoins, leur efficacité de transfert d’ADN est encore aujourd’hui, inférieure a celle

des vecteurs viraux, et sont donc largement moins utiliseés.

b. Les caractéristiques du virus sélectionné pour ce traitement

Le traitement développé par les experts du Généthon est un nouveau vecteur rAAV (virus
adéno-associé recombinant) de sérotype 8 codant pour le transgéne UGT1AL, il a été nommé
GNTO0003. Celui-ci a été optimisé grace a la cassette d'expression afin d’obtenir une expression
sur long terme dans 1’organe cible : le foie, qui soit sécuritaire pour le patient. Les résultats
indiquent que l'optimisation du codon du transgene, associée a l'optimisation de I'intron,
entraine des niveaux plus élevés d'expression du transgeéne. 1l a été démontré que I'accumulation
pathologique de bilirubine non conjuguée chez les modéles animaux présentant un syndrome

CN, les souris et les rats, est corrigée(49).
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Les AAV sont de la famille des virus Parvoviridae et appartiennent au genre Dependovirus,
dont les membres ont besoin d'un virus auxiliaire (par exemple I’adénovirus ou le virus de
I'herpés simplex) pour accomplir leur cycle de réplication complet, comme 1’indique leur nom.
Les AAV sont des virus a ADN d’environ 4,7 kilobases (kb) monocaténaires (ayant un seul
brin d’acides nucléiques) non enveloppés. Le génome de I’AAV code pour deux génes : le géne
« rep », qui sert a la réplication et a I'encapsulation de I'ADN, et le géne « cap » qui code pour
les protéines de la capside virale. Ce génome est encadré par des séquences répétées terminales
inversées (ITR) essentielles a I’encapsulation du génome. Dans les rAAV, les genes « rep » et
« cap » sont remplacés par une cassette d'expression du transgéne (promoteur, transgene et
queue PolyA abrégée pA). Les seules séquences génomiques virales de I’AAV wt restantes sont
les ITRs qui sont essentielles a I'encapsulation.(55,56)

Figure 16 : Schéma de la construction du rAAV
(Source : Humoral Immunity to AAV Vectors in Gene Therapy: Challenges and Potential Solutions)

La capside icosaédrique (en forme de 20 triangles équilatéraux de méme dimension) des
AAV mesure environ 20 a 25 nanometres (nm), il s’agit d’une catégorie de virus assez petits
en comparaison a d’autres types de virus, dont les capsides peuvent aller jusqu’a 400 nm. La
faible taille des AAV est un avantage d’un point de vue clinique, car cela signifie que le génome
recombinant est également de faible taille. Le risque d’effet indésirable augmentant avec la

taille du génome recombinant, les AAV sont dits « moins toxiques » que d’autres virus.

Un autre point positif : les AAV sont des virus non intégratifs (a I’inverse des lentivirus) par
principe, ce qui signifie que le matériel génétique contenu dans le virus ne s’intégre pas dans le
génome de I’hote et reste sous forme épisomale (il reste dans la cellule, hors des chromosomes),
s’exprimant pendant toute la vie de la cellule hote.(56) Le gene therapeutique importé ne
modifie pas le gene défectueux, il s’ajoute seulement au patrimoine génétique des cellules pour
compenser la fonction déficiente. Le génome humain du receveur n’est, par conséquent, pas
modifié et le géne thérapeutique ne sera pas transmis aux cellules filles lors des futures divisions

cellulaires.(54)
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Les AAV sont donc recommandés par les autorités réglementaires internationales de I’ICH
(International Conference on Harmonization), qui conviennent que, compte tenu des arguments
scientifiques, éthiques et juridiques actuels, le risque d'intégration germinale doit étre minimisé
en raison du potentiel de transmission ultérieure de I'ADN du vecteur a la descendance.(57) Le
risque d'intégration germinale par inadvertance est basé sur un certain nombre de facteurs,
notamment le type de vecteur, la voie d’administration, la dose et le site d'administration.
L’approche scientifique doit étre étudiée au cas par cas pour évaluer ce risque.(57) Par exemple
ici, la voie IV et les doses de vecteur €levées présentent un risque plus élevé d’intégration
germinale. Cependant, les AAV sont, par principe non intégratifs et présentent donc un risque

tres peu élevé.

Dans la gestion des essais cliniques, quel que soit le résultat des données de biodistribution non
cliniques, des mesures contraceptives sont généralement recommandées pour la durée de I'essai
clinique. En effet, le CTFG (Clinical Trials Facilitation and Coordination Group) a publié en
2020 des recommandations relatives a la contraception et aux tests de grossesse dans les essais
cliniques. Ce document a été publié suite aux travaux du CHMP (Committee for Medicinal
Products for Human Use) sur le sujet. Dedans, trois niveaux de risques sont gradés en fonction
des résultats précliniques de génotoxicité et de folliculogénese. Ces recommandations
concernent les femmes en age de procréer mais également les hommes, en tant que partenaires
sexuels d’une femme traitée, ou comme personne recevant directement le traitement. En
général, ces données sont rares, ou encore non disponibles donc 1’évaluation doit étre basée sur

le niveau de risque le plus élevé, par défaut.(58)

Le gros point néegatif de ces rAAV est la séropositivité élevée dans la population
générale. La séropositivité signifie que les personnes possedent des anticorps neutralisants anti-
AAV car ils ont déja été exposés a ces types de virus. Leur systeme immunitaire pourra
déclencher une réaction immunitaire contre le soi s’il rencontre ce type de virus de nouveau.
Nous le verrons dans la prochaine partie, notamment sur les conditions d’¢ligibilité des patients

dans I’étude clinique menée par le Généthon (CareCN).

Malgre tout, les AAV sont des vecteurs populaires puisqu’ils représentent 24% des études de

thérapie génique utilisant des vecteurs viraux, dans le monde.(59)

Comme vous pouvez le voir sur la figure ci-dessous, il existe deux strategies thérapeutiques
pour traiter un patient par thérapie génique. La modification des cellules peut se faire in vivo

ou ex vivo.(54)
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Figure 17 : Schéma explicatif (Source : Inserm, F. Koulikoff, https://www.inserm.fr/dossier/therapie-genique/)

L’intégration du géne correcteur dans le vecteur viral se fait de la méme fagon dans les deux
stratégies. La différence réside dans la méthode de pénétration du virus et le processus

d’injection au patient.

e Invivo : Le vecteur viral possédant le géne correcteur est injecté directement chez le
patient par injection intraveineuse (IV) dans I’organisme ou dans 1’organe cible (Si
possible).

e Ex vivo: Le vecteur viral possédant le géne correcteur est mis en culture avec les
cellules souches de I’organe du patients, prélevées en amont dans le sang ou la moelle
osseuse. Le vecteur pénétre alors dans les cellules du patient, qui expriment le gene

thérapeutique. C’est I’ensemble de ces cellules qui sont ensuite réinjectées au patient.
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L’avantage de la technique ex vivo est qu’elle permet un contréle précis de toutes les étapes de
la modification des cellules, afin de cibler les cellules de facon certaine. Cependant, cette
technique ne peut pas s’appliquer a toutes les pathologies. Elle est particuliérement utilisée pour
traiter des maladies sanguines, ou le simple prélevement par prise de sang permet d’accéder
aux cellules souches de la lignée sanguine. C’est le cas notamment de la thérapie génique
Strimvelis®, approuvee en 2016, contenant des cellules hematopoiétiques CD34+ modifiées en
laboratoire. Les patients sont atteints d’un déficit immunitaire sévere (ADA-DICS) qui est

caractérisé par 1’absence de la protéine ADA, nécessaire a la production de lymphocytes.(60)

Pour la maladie de Crigler-Najjar, les cellules du foie étant trés facilement accessibles par la

circulation sanguine, la stratégie in vivo par voie 1V a été choisie.

Il existe une variété de sérotypes d'’AAV caractérises par différents antigénes contenus dans
leurs capsides. Chaque sérotype a un tropisme (affinité pour certains types de cellules) différent.
Le choix du sérotype doit se faire en fonction de 1’organe ciblé, méme si ce n’est pas le seul
critere de sélection.(54) A noter que le sérotype AAV2 a été le premier a étre isolé puis
développé dans un vecteur recombinant pour la délivrance de transgene en 1982. Il a ensuite
été utilisé dans plus de 20 essais cliniques pour différentes pathologies.(61)

Des chercheurs ont établi un tableau hiérarchique de I’efficacité de la transduction des différents

sérotypes d’AAV que vous pouvez retrouver ci-dessous.

Tableau 3 : Différents sérotypes d'AAV en fonction de leur tropisme (37)

Sérotype Tropisme
AAV1 | SNC, muscles squelettiques
AAV2 | SNC, reins, rétine
AAV3 | Foie
AAV4 SNC, cceur, poumons
AAV5 | SNC, rétine
AAV6 | Muscles squelettiques, coeur, pancréas
AAV7 | Muscles squelettiques, cceur, foie, rétine
AAV8 | Muscles squelettiques, cceur, foie, pancréas, rétine
AAV9 SNC, muscles squelettiques, ceeur, poumons, foie, pancréas, rétine
AAV10 | SNC, iléon, tissus lymphatiques
AAV11 | lléon, tissus lymphatiques
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On peut observer que plusieurs sérotypes d’AAV ont un tropisme pour le foie. C’est ’AAV8
qui a finalement été sélectionné pour le développement de cette nouvelle thérapie génique par
les chercheurs du Généthon pour traiter le syndrome CN.

2. Surveillance du traitement par thérapie génique lors des phases
cliniques

Comme nous 1’avons vu briévement, les thérapies géniques peuvent étre développées
avec plusieurs types de vecteur (vecteur viral ou non viral), cependant nous parlerons dans la

suite de la these uniquement des thérapies géniques par technologie AAV.

Les rAAV peuvent engager toutes les branches du systeme immunitaire : innée,
humorale et cellulaire, malgré le fait qu’ils ne soient pas considérés comme pro-inflammatoires

de maniére générale.

Dans plusieurs essais cliniques, des toxicités & médiation immunitaire y compris rénales et

hépatiques, sont survenues apres administration de vecteurs viraux types rAAV.

Nous allons lister ci-dessous les principaux risques observés avec des traitements par thérapie
génique dans la littérature scientifique et médicale. Cette liste a été faite en 2022, cependant
elle peut évoluer dans les mois ou années a venir, car les thérapies géniques sont de plus en plus

présentes dans la littérature.

Hépatotoxicité

Une toxicité hépatique a été observée dans les études précliniques chez les animaux,
mais également lors des études cliniques chez les humains, aprés administration de traitement
par thérapie génique. Aujourd’hui, les experts internationaux essayent de comprendre le réle
des anticorps anti-capside, des cellules immunitaires anti-capside et de I’activation du

complément, cependant pour le moment rien n’est certain a 100%.(59)

Une premiere corrélation a été faite entre la dose de génomes viraux (vg/kg) administrée au
patient et I'immunogénicité engendrée par le vecteur viral. Cependant, la comparaison des doses
entre les études cliniques est assez difficile, en raison du manque de données standardisées et

des différences dans la conception et la précision des tests.(59)
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Dans les mod¢les animaux utilisés pour tester la thérapie génique contre 1’amyotrophie spinale,
une hépatotoxicité aigué sévére a été observée aprés I'administration intraveineuse de 2x10%
vg/kg de vecteurs de type AAV9 (AAVhu68) exprimant le géne SMN1 humain chez trois
macaques rhésus juvéniles, et a été fatale chez I'un des trois primates non humains injectés.(62)
La dose était similaire a celle employée dans I'essai clinique Avexis. Les hypotheses formulées
sont I'atteinte directe de I'népatocyte et I'activation de I’inflammation systémique associée a une
coagulopathie. Suite a I'essai clinique et a I'administration en vie réelle, une hépatotoxicité non
choléstatique a été fréeqguemment trouvée : 90% des patients ont présenté des élévations des
enzymes hépatiques (ALAT, ASAT et/ou concentrations de bilirubine). Cependant, 61 %
d'entre eux présentaient de légeres élévations de base, avant I'administration du médicament.
La période de latence, entre la prise du médicament et la survenue de I'effet indésirable, était
d’une semaine (le plus souvent) ou d’un mois. Les anomalies se sont rétablies a 1’aide des

stéroides ou bien spontanément, aucun événement hépatique n’a été fatal.(63)

L'hépatotoxicité a également été caractérisée dans la myopathie myotubulaire liée au
chromosome X (XLMTM) en 2020, aux Etats-Unis. Sur 24 enfants traités par la thérapie
génique, 3 patients (2 traités a la dose forte et 1 a la dose faible) ont présenté une hépatotoxicité
et sont décédés. lls présentaient tous une maladie du foie préexistante au traitement.(64) A ce

jour, le mécanisme physiopathologique précis n’a pas été élucidé.

L’hypothése soulevée dans une analyse est une inflammation systémique secondaire a la
présence d'anticorps contre l'adénovirus, préexistants ou développés rapidement apres
I’injection, qui auraient formé des complexes immuno-activateurs avec le vecteur
administré.(65) Par ailleurs, d'autres facteurs tels que I'existence d'une maladie hépatobiliaire
dans la population XLMTM et le titre du génome du vecteur doivent également étre pris en

compte.(66)

Tout essai de thérapie génique par AAV nécessitant de tres fortes doses de vecteur viral devrait
inclure une surveillance attentive des cellules T spécifiques de la capside de I'AAV dans le sang
pour aider a l'analyse des événements indesirables graves potentiels. Ces données ne sont

malheureusement pas disponibles pour I'essai XLMTM.(64)

Dans le cadre de la mise en place d’une thérapie génique pour traiter une maladie du foie,

comme ici pour le syndrome CN, I’hépatotoxicité doit étre encore plus surveillée et encadrée.
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Immunogénicité

e Réponse adaptative a médiation cellulaire

La thérapie génique AAV, par l'activation des récepteurs Toll (TLR), peut déclencher non
seulement une réponse immunitaire innée médiée par la libération d'interférons (IFN) de type
I, mais aussi une réponse immunitaire adaptative, qui comprend I'immunité a médiation
cellulaire (cellules T CD4+ et CD8+) et I'immunité humorale (cellules B).(67) Cela a été prouvé

chez les souris(68) et les humains.

Alors que I'immunité innée fournit une défense de premiére ligne rapide et non spécifique,
I'immunité adaptative se développe plus lentement, est hautement spécifique a un pathogéene

particulier et entraine le développement d'une mémoire immunologique.
Les réponses immunitaires adaptatives cellulaires sont médiées par :

- les cellules CD4+, par le biais des molécules du CMH (complexe majeur
d'histocompatibilité) de classe I, pour les protéines exogenes ingérées par la cellule et
traitées par protéolyse dans les compartiments endosomaux,

- les cellules CD8+, par le biais des molécules du CMH de classe I, pour les protéines qui

ont été synthétisées dans la cellule.

Elles peuvent étre dirigées contre la capside ou le transgéne. Bien que la transduction du rAAV
ne conduise pas a la production intracellulaire de protéines de capside, la présentation croisée
d'antigénes exogénes de I'AAV, normalement présentés par la voie du CMH II, par les
molécules du CMH de classe | sur les cellules présentatrices d’antigéne (CPA), permet aux
AAV d'activer les cellules CD4+ et CD8+.(69)

En ce qui concerne cette immunité a médiation cellulaire, depuis la premiére description
humaine, aucun modéle animal approprié n'a pu prédire I’immunotoxicité observée chez les
patients.(70) De plus, I'immunité a médiation cellulaire est un phénomene particuliérement
complexe puisque I'immunité du produit transgénique peut varier en fonction de la capside et
du génome de I'AAV(71), de la voie d'administration, de la mutation sous-jacente, de
I'utilisation de promoteurs restreignant les tissus, de I'inflammation liée a la maladie (72) et du

patrimoine génétique.
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Les réponses des lymphocytes T contre la protéine du transgene peuvent représenter un
probléme chez les porteurs de mutations nulles (mutations non-sens, induisant une protéine
incomplete), car la protéine thérapeutique délivrée par I'AAV peut étre reconnue comme un
antigene étranger (a cause de sa longueur différente de la protéine du virus wild-type), stimulant
ainsi les réponses des lymphocytes T contre les cellules transduites exprimant le transgéne. Ceci
est documenté dans les essais de thérapie génique traitant I'némophilie(73) et explique I'échec
du premier essai clinique sur la mini-dystrophine dans lequel les patients traités ont produit des
cellules T spécifiques contre la mini-dystrophine alors que la protéine elle-méme n'était pas

exprimée.(74)
e Réponse adaptative humorale

Outre I'immunité adaptative a médiation cellulaire, les réponses adaptatives humorales
peuvent également étre activées apres une infection AAV par des anticorps neutralisants, des
anticorps qui interagissent avec les récepteurs cellulaires et par des anticorps activateurs du

complément.

En ce qui concerne les anticorps neutralisants, les patients qui en sont porteurs sont exclus des
essais cliniques, car les anticorps neutralisants peuvent entrainer une neutralisation compléte,

méme en présence de doses vectorielles élevées d'’AAV appliquées par voie systémique. (75)

Pour l'activation du complément, il faut rappeler que le complément est une cascade
protéolytique, composée d'une trentaine de protéines solubles ou membranaires, responsable de
la détection et de la destruction des pathogénes. Le complément comprend trois voies (voie
classique, voie liée a la lectine et voie alternative) qui convergent vers le clivage du composé
C3. L'activation du complément peut donc se produire apres une infection AAV, comme apres

toute infection virale.(76)

L'activation du complément conduit dans les premiers temps & la libération d’anaphylatoxines
C3a et C5a et de cytokines (interleukine 1 et TNF : Tumor Necrosis Factor — facteur de nécrose
tumorale). Etant donné que différents composants du complément ont la capacité de se lier aux
récepteurs plaquettaires et/ou d'interagir avec les facteurs de coagulation, l'activation des
plaquettes et de la coagulation sont déclenchées secondairement, avec un effet auto-entretenu
d'un systeme activé sur l'autre, créant une boucle d'amplification délétere.(77) Une
thrombocytopénie a, par exemple, été observée dans les essais de thérapie génique pour

traitement de 1’amyotrophine spinale (SMA).(63)
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Cela peut entrainer une microangiopathie thrombotique (TMA), qui associe une
thrombocytopénie non auto-immune, une anémie hémolytique et des Iésions organiques.(64) Si
I'activation du complément est généralisée, une défaillance multi-organique et/ou une
coagulation intravasculaire disséminée peuvent se produire.(78) L'atteinte sera cependant le
plus souvent limitée a un seul organe, qui est généralement le rein, avec un tableau de syndrome
hémolytique et urémique atypique (SHUA).(79) La survenue d'un syndrome hémolytique et
urémique (SHU) a été observée chez des enfants ayant recu une thérapie génique par
onasemnogene abeparvovec (ZolgenSMA®) dans le cadre d'une amyotrophie spinale infantile
de type 1.(10) Un de ces patients est décedé par sepsis apres la survenue de la TMA.(80) Deux
effets indésirables graves ont également été juges liés a I'activation du systeme de complément
terminal C5b-9 soluble au cours de I'essai de thérapie génique de la microdystrophine par Solid
et Sarepta, contre la DMD(81). L'effet indésirable semble dépendre de la dose.(82) Dans les
deux essais, il y a eu une administration d'éculizumab (anticorps monoclonal humanisé) pour
inhiber la TMA médiée par le complément. Solid a décidé de restreindre I'administration aux
garcons pesant moins de 18 kg, la reprise de I'essai a €té autorisée par la FDA.(80) Ces
événements pourraient limiter dans le futur la réalisation d’essai clinique par thérapie génique

chez les patients a partir d'un certain poids de corps.
Neurotoxicite

La toxicité des ganglions de la racine dorsale a été démontrée chez les primates (NHP :
Non-Human Primate) et les porcelets.(62) La toxicité est apparue plus fréqguemment lorsque la
thérapie génique était administrée par voie neurologique via le liquide céphalo-rachidien (LCR)
par opposition a la voie IV. La gravité augmentait avec la dose IV et avec I'age (plus grave chez

les animaux adultes par rapport aux jeunes).(83)

Chez I’humain, une autopsie réalisée chez un patient décédé ayant été traité lors d’un essai
clinique par thérapie génique a type d’AAVrhl10 contre la SLA (Sclérose Latérale
Amyotrophique) par voie intrathécale rapporte une toxicité des ganglions de la racine dorsale.
Des picotements et douleurs dans les deux mains et un pied, 3 a 4 semaines apres le traitement

par vecteur AAV auraient été rapporté par le patient.

Par ailleurs, des anomalies ont éte observées lors d’une IRM cérébrale (Hyperintensifications
T2), aprés administration par voie intra-parenchymateux d’un traitement de thérapie génique a
type AAVrh10 contre la maladie de Batten infantile tardive, chez 13 participants. Ces anomalies

étaient localisées au niveau des sites d’administration, 48 heures aprés celle-Ci.

43



Chez seulement 2 patients, ces anomalies étaient résolues lors de I’IRM réalisé 18 mois apres.
Parmi les 13 participants chez qui ’anomalie a été observée, des effets indésirables sérieux ont

été rapportés chez 6 d’entre eux.

Dans un autre essai, deux patients sous immunosuppression ont recu un vecteur rhAAV10
exprimant le motoneurone de survie 1 par voie intraveineuse pour le traitement de la SMA de
type 2 et, la encore, I'un des patients a développé une toxicité du DRG (80). L hypothése de
savoir si chez I'homme les réponses immunitaires adaptatives telles que les cellules T CD8+

spécifiques de I'AAV contribuent au DRG est envisagée mais reste pour l'instant non prouvée.

Le vecteur AAV, la procédure de délivrance, les dispositifs utilisés sont remis en cause.
Cependant, I’étiologie de ces anomalies observées est assez difficile a déterminer de manicre
exacte. D'autres études sont justifiées pour comprendre la neurotoxicité observée dans les

modéles animaux et chez I’humain.
Cardiotoxicité

Des effets secondaires au niveau cardiaque dans des études traitant la maladie de
Duchenne (DMD) ont été publiés dans la littérature. Dans 1’essai mené par le laboratoire Pfizer :
Deux patients ont développé une myocardite apres traitement par thérapie genique a type
d’AAV9. Un des deux patients est décédé. Dans 1’essai mené par le laboratoire Sarepta, un
patient a développé une myocardite apres traitement par thérapie génique a type d’AAVrh74.

Celle-ci s’est résolu aprés administration d’un traitement par stéroides.

Ces réactions sont observeées principalement a forte dose. Bien que le mécanisme d’installation
de la myocardite ne soit pas encore totalement élucidé, I’hypothése avancée dans une analyse
est que le milieu inflammatoire des tissus musculaires endommagés chez les patients atteints
de DMD favorise I'induction d'une réponse immunitaire au produit du transgene des vecteurs
AAV ou bien que la réaction inflammatoire supplémentaire induite par les vecteurs AAV

favorise les réponses auto-réactives des cellules T aux cellules musculaires.(64)

Tumorogénicité / mutagenése d'insertion

L'insertion du génome du vecteur dans I'ADN génomique, appelée génotoxicité, est
théoriquement évitée par l'utilisation de vecteurs non intégratifs tels que les AAV ou HSV
(Herpés Simplex Virus). Les AAV ont également une faible fréquence d'insertion. Cependant,
il a été démontré que les vecteurs recombinants AAV2, 8 et 9 s'integrent chez les souris dans le

locus Rian, régulant ainsi a la hausse I'ARN non codant et les genes proximaux de ce locus.

44



Ceci déclenche secondairement un taux accru de carcinome hépatocellulaire chez les souris
néonatales, ce qui n’est pas observé chez les plus agées.(84) L'intégration a basse fréquence
n’a pas démontrée de développement de malignité chez le chien, principalement dans les

régions intergéniques.

La pertinence clinique des événements d'intégration reste donc a clarifier. Certaines études
indiquent un effet potentiel de tumorigenese chez I'Homme(85,86). Aucune tumeur du foie n'a
été diagnostiquée dans des essais cliniques ou dans la vie réelle a ce jour, cependant il n’y a
peut-étre pas assez de recul nécessaire pour voir émerger ces potentiels effets au long terme.
Chez I’animal (souris néonatales), I’existence de maladies du foie n'a pas démontré un réle dans
la génotoxicité du rAAV. Cependant, une pathologie chronique du foie préexistante peut

augmenter le risque de génotoxicité liée au rAAV chez les adultes.(56)

Conclusion sur les risques

Avec I’expérience des essais cliniques précédents et en cours, les nouvelles thérapies
géniques sont plus encadrées du point de vue sécurité d’administration. En effet, des procédures

d’atténuation des risques sont mises en place et peuvent inclure :
e L’exclusion des patients présentant un taux ¢levé d’anticorps neutralisants anti-AAV.

e Une immunosuppression améliorée, basee sur les corticostéroides, le tacrolimus (87), le
mycophénolate mofetil et/ou le rituximab (88), mise en place avant méme I’injection du

médicament par thérapie génique.

e Le développement de capsides de vecteurs moins immunogénes avec un tropisme

amélioré pour la cellule cible souhaitée.
e La sélection d'une séquence promotrice appropriée et non toxique.

e Un rapport controlé entre ' ADN du vecteur et le nombres de capsides. C’est-a-dire un
contréle du pourcentage entre les capsides pleines et vides (89). En effet, les capsides vides
ne jouent pas de role thérapeutique en soi, cependant elles peuvent stimuler I’immunité des
patients, ce qui entraine des effets négatifs.(64) De nombreuses discussions entre les
instances et les acteurs de la chaine du médicament ont été faites sur ce point, et une
standardisation de la caractérisation des capsides ressort comme étre un élément

indispensable afin de fixer un seuil applicable par tous.
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e [ utilisation d’une faible dose est recommandée, suite aux récentes observations
toxiques en clinique et préclinique. La FDA a permis d’engager une discussion a la suite
de I’événement « Cellular, Tissue, and Gene Therapies Advisory Committee » organisé en
Septembre 2021. Cependant, il n’y a pas de recommandation formelle sur la dose maximale

a respecter.

e La surveillance tres réguliere des résultats biologiques immunologiques ainsi que de
tous les événements secondaires sont rapportés par 1’équipe clinique. Nous allons détailler

ces aspects dans la partie suivante.

L’étude clinique est conduite en « ouvert », Open label en anglais, puisqu’il n’y a qu’un
type de traitement a recevoir : le traitement actif. Aucun placebo (traitement inactif) n’a été
formulé pour cette étude, donc toutes les personnes impliquées (infirmiéres, médecins,
statisticiens, pharmaciens) savent ce que va recevoir (ou a regu) le patient. C’est une étude de
phase I/I1, ¢’est-a-dire que ce sont les premiers tests chez la personne humaine (phase I) et que
I’objectif est d’évaluer la sécurité, mais également 1’efficacité du produit administré, ici un

médicament de thérapie génique (phase 11)(90).

En général, dans les maladies rares, les études cliniques sont souvent des phases I/11 ou I/1I/111
car il est difficile de faire d’abord une phase I, puis une phase II puis une phase III. En effet, le
nombre de patients diagnostiques étant tres limité dans le monde, il est compliqué d’avoir
suffisamment de patients pour effectuer plusieurs phases d’essai clinique a la suite, sachant que
les études sont longues a réaliser. De méme, les essais sur volontaires sains (non malades) sont

extrémement rares.

L’étude clinique est multinationale car localisée dans plusieurs pays : il y a 4 centres
investigateurs en Europe, en France (Pr Labrune - Hopital Béclére a Clamart) en Italie (Pr
Brunetti-Pierri — Hopital Federico Il a Naples, Pr d’Antiga - Azienda Ospedaliera Papa
Giovanni XXIIl a Bergame) et aux Pays-Bas (Pr Beuers - Academic Medical Center a
Amsterdam).(91,92) Le projet a le soutien d’un consortium européen appelé CureCN qui réunit
11 partenaires européens. De plus, ce projet a recu un financement du programme de recherche

et d’innovation Horizon 2020 de 1’Union Européenne.
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I1 s’agit en premier lieu d’une étude d’escalade de dose, pour évaluer la sécurité et
I’efficacité du produit, et trouver la dose appropriée ayant le meilleur rapport bénéfice-risque.
Le médicament GNTO0003, développé par les chercheurs du Généthon, est testé chez des
patients atteints sévérement du syndrome CN agés d’au moins 9 ans au moment de la signature
du consentement, qui ont besoin de photothérapie. L’administration se fait en dose unique par
voie intraveineuse (IV). Les patients sont suivi pendant au moins 5 ans apres avoir regu une
seule dose IV du médicament, en ligne avec les recommandations actuelles des autorités de
sante.(92)

Plusieurs points de suivi sont prévus au protocole et notamment deux sont tres importants :

e Alasemaine 48 (environ 1 an apres injection). Cela correspond a la mesure du principal
critere d’efficacité de 1’étude.

e Aubout de 4 ans (48 mois aprés I’injection). Cette mesure a été ajoutée afin de s’aligner
aux Guidelines du Comité des médicaments a usage humain sur les thérapies géniques
datant du 22 octobre 2009 de I’EMA (European Medicines Agency : Agence
Européenne des Médicaments)

Dans le protocole d'une étude clinique, les résultats sont mesurés a partir d’un ou plusieurs
critére(s) d’évaluation primaire(s), et d’un ou plusieurs critere(s) d’évaluation secondaire(s).
Le(s) critere(s) primaire(s) est(sont) le(s) plus important(s) et celui(ceux) qui va(vont)
conditionner la réussite de 1’étude clinique. Juste en dessous, nous avons listé les criteres publiés

sur le site officiel clinicaltrials.gov en rapport avec 1’étude CareCN.

Critéres d’évaluation primaires :

Mesures de sécurité : Incidence de tous les Evénements Indésirables (EI) et Evénements

Indésirables Graves (EIG ou SAE, pour Serious Adverse Events), sur les 12 premiers mois post-

injection.

Ces évenements sont évalués par les changements des valeurs biologiques, des signes
vitaux, de I'examen physique, rapportés a chaque visite depuis la visite de Baseline (visite du
jour du traitement, pour chaque patient). Les résultats cliniques pertinents anormaux concernant
les valeurs biologiques, les signes vitaux et les résultats de I’examen physique seront signalés

comme des événements indésirables.
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L'incidence et la sévérité des événements indésirables pour chaque SOC (systeme de
classification des organes par MedDRA : SOC pour System Organ Class) seront présentées

pour chaque niveau de dose et résumées globalement.

e Mesures d’efficacité :

o Diminution du taux de bilirubine totale sérique 4 mois apres l'interruption de la
photothérapie quotidienne

o Concentration en bilirubine totale sérique inférieure ou égale a 300 pumol/L, 7
jours apres l'interruption de la photothérapie quotidienne survenant a la semaine
16 apres I'administration du GNT0003.

Critére d’évaluation secondaire :

Evaluation de la qualité de vie durant les 60 premiers mois (soit pendant 5 ans)

e FEchelle “36-Item Short Form Survey” (SF-36 Health Survey) pour les adultes.
e Echelle “10-Item Short Form Survey” (SF-10 Health Survey) pour les enfants.

Mesure des résultats : changement de la qualité de vie entre la visite de Baseline et jusqu'a 48

mois apres I'administration de I'IlMP (plusieurs mesures).

Critéres d’inclusion :

Les critéres d’inclusion sont les critéres que doivent obligatoirement présenter les patients pour

étre inclus dans 1’étude. Voici la liste de ceux-ci pour CareCN :

e Patients présentant un syndrome de Crigler-Najjar sévere résultant d'une confirmation
moléculaire de mutations du gene UGT1AL1 et nécessitant une photothérapie.

e Homme ou femme agé(e) d'au moins 9 ans a la date de signature du consentement
éclairé. Un consentement éclairé est un consentement du patient qui a été formulé
apres avoir recu des informations loyales, claires et adaptées a son degré de
compréhension, tout en étant libre de toute pression ou contrainte.

e Patient capable de donner son assentiment éclairé et/ou son consentement par écrit.

L’information préalable au consentement éclairé est aujourd'hui une obligation 1égale.
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Critéres d’exclusion :

Les critéres d’exclusions sont les critéres que ne peuvent pas présenter les patients inclus dans

I’étude.
Voici la liste de ceux-ci pour CareCN :

e Les patients ayant subi une transplantation hépatique

e Patients atteints d'hépatite B ou C chronique

e Patients infectés par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH)
e Patients présentant une maladie hépatique sous-jacente importante
e Patients présentant une encéphalopathie significative

e Patients incapables de se conformer aux exigences du protocole ou refusant de le faire

Par ailleurs, les patients participant a 1’étude CareCN ne peuvent participer a aucun autre essai

interventionnel, pour des raisons de sécurité et de mesures de I’efficacité.

Actuellement, les personnes atteintes du syndrome CN sévére ne sont pas toutes éligibles a
recevoir le traitement expérimental, notamment en raison d'une immunité préexistante aux
vecteurs AAVS8. En effet, si les patients possédent des anticorps neutralisants anti-AAV
(neutralizing antibodies abrégé NAb en anglais) ils sont inéligibles a recevoir ce traitement de

thérapie génique.

D’aprés une étude réalisée en 2019, 30% de la population serait immunisée contre les
AAV8.(93) Il a été observé, par ailleurs, une réactivité croisée avec des sérotypes relativement
conserves (AAV?2) et éloignés (AAV5). Une autre conclusion de la méme publication est que
les sujets plus &gés semblent avoir plus de chances d'étre seropositifs pour ce type d’AAV.(93)
Etant donné que l'immunité préexistante contre le virus AAV de type 8 apparait aprés
I'exposition naturelle au virus, cette observation n'est pas surprenante et correspond aux

précédents rapports publiés.

Des recherches sont en cours pour essayer de trouver des solutions pour contrer ces anticorps
neutralisants anti-AAV afin de pouvoir administrer les traitements de thérapie génique aux
personnes déja immunisées contre ces AAV, mais pour le moment aucune solution efficace et
slre n’a été identifiée.(93,94) C’est également pour cette raison que 1’injection de thérapie
génique est unique pour le moment : le patient ne recoit qu’une seule injection du médicament

de thérapie génique au cours de I’essai clinique.
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En effet, les patients ayant recu une thérapie génique peuvent développer des anticorps
neutralisants contre I’AAV injecté, ainsi la réinjection d’une thérapie génique pourrait

engendrer une réponse immunitaire importante, néfaste voire fatale.

Dans les maladies rares (voire extrémement rares), nous pouvons rarement anticiper combien
de patients précisément pourront entrer dans 1’étude clinique, et il s’agit en général de trés petits
effectifs comparés aux grandes études menées sur des maladies, chroniques ou aigués, trés
répandues dans le monde. Cela peut poser probleme lors du dép6t du dossier d’autorisation
d’essai clinique puisqu’il est demandé au sponsor d’estimer combien de personnes pourront
bénéficier du traitement. Pour cette étude clinique, le nombre de patients a été estimé a 17.(92)
La demande d’autorisation d’essai clinique doit étre alignée avec les lois en vigueur.
Actuellement, c’est la Réglement européen No 536/2014 qui s’applique et les Good Clinical
Practice. Cependant, les autorités compétentes internationales et européennes adaptent leurs
pratiques et émettent des recommandations supplémentaires pour les médicaments innovants,
tout en maintenant un niveau de rigueur scientifique élevé, de la transparence et de

I’indépendance.

Au niveau national francais, la HAS (Haute Autorité de Santé) a sorti en Janvier 2020
un guide intitulé « Plan d’action pour 1’évaluation des médicaments innovants ».(51) Dedans,

la HAS discute de son rdle et déploie un plan composé de 6 mesures.

La HAS souhaite faire partie du processus de réflexion autour des essais cliniques en
accompagnant les entreprises, notamment pour les études pivots, en organisant des « rendez-
vous précoces ». Egalement, des procédures de « fast-tracking » sont promut par la HAS afin
d’accélérer 1’accés aux médicaments innovants (réduction des délais réglementaires
d’évaluation). La notion d’« avis conditionnels » est évoquée, parce que 1’évaluation peut étre
ameneée a faire « des paris » qui devront étre levés, a court terme, par des données qui ne sont
pas disponibles au moment de 1’évaluation. Egalement, la notion de « données de vie réelle »
est soulevée a plusieurs reprises. C’est 1’une des raisons pour lesquelles le suivi des patients
post-injection par thérapie génique est aussi long (cing voire quinze ans, selon le type de vecteur

viral utilisé).
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La commission de transparence (CT) de la HAS integre le concept d’innovation dans son
évaluation. D’aprés elle, « un nouveau médicament peut étre considéré comme une innovation
des lors qu’il sauve ou change la vie des patients atteints d’'une maladie grave ou évolutive dans
un contexte de besoin médical mal couvert (pas d’alternative ou alternatives peu
efficaces).»(95) Par ailleurs, un comité Francais de la Pharmacopée « produits biologiques et

thérapies innovantes » a été créé aupres de I’ANSM en 2021 pour une durée de 4 ans.(96)

Au niveau européen, ’EMA en collaboration avec le CHMP a publié plusieurs
Guidelines relatives aux thérapies géniques depuis de nombreuses années. Elles concernent le
développement des vecteurs, les études non cliniques mais également les études cliniques et le
risque environnemental. Parmi ceux-ci, une guideline importante, publiée en 2009, concerne le
suivi des patients (« Follow-up »).(97) Il est indiqué que le protocole de suivi des patients
durant I’essai clinique doit dépendre fortement du profil de risque de la thérapie génique. Bien
que les principes généraux des GCP (Good Clinical Practice)(98) énoncés dans les textes
réglementaires de I''CH soient applicables aux essais cliniques par thérapie génique, dans
certains cas, il peut étre nécessaire de les adapter aux caractéristiques spécifiques de ces
médicaments innovants. En 2019 la Commission européenne a sorti un document intitulé
“GUIDELINES on Good Clinical Practice specific to Advanced Therapy Medicinal
Products”(99)

Plusieurs sujets y sont abordés notamment par rapport au design des essais cliniques.
L’utilisation de comparateur, la randomisation, la méthode de blinding, I’utilisation de placebo
ainsi que les différentes phases des essais, en paralléle du niveau de doses choisis. Le suivi des

patients apres 1’arrét de 1’étude est également discuté.

De maniere générale, un plan de gestion des risques est toujours demandé et doit étre mis a jour
avec les données les plus récentes et pertinentes, comme pour tout essai clinique. L’essentiel
est que les décisions prises par le sponsor soient bien documenteées, et s’appuient sur des choix

éclairés.
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Aujourd’hui, 5 patientes ont été traitées dans le cadre de cette étude clinique internationale :

e 1% cohorte : 2 patientes ont été traitées avec la premiére dose minimale (1 en France, 1
aux Pays-Bas) entre 2018 et 2020

e 2°™ cohorte : 3 patientes & Bergame en ltalie ont été traitées avec une dose plus
importante entre Novembre 2020 et Juin 2021 (Service du Docteur D’ Antiga)

Certains résultats preliminaires ont été presentés lors de différents congreés, dont le congrés de
’EASL (European Association for the Study of the Liver) le 26 juin 2021. Egalement, ces
résultats ont été par la suite présentés lors du congrés de ’ESGCT (European Society of Gene
and Cell Therapy) le 22 octobre 2021. Ces résultats ont été retransmis dans des communiqués
de presse datant du 28 juin 2021 en version anglaise et du 27 octobre 2021 en francais.(91)

Depuis, un abstract a été soumis pour le congrés d’hépatologie (ESPGHAN) en 2022.(100)

Les résultats préliminaires montraient a ces dates des améliorations biologiques et cliniques :
la bilirubinémie des patientes traitées dans la cohorte 2 avait chutée et la couleur de la peau et
des muqueuses n’était plus jaune. La réponse au traitement chez ses patientes a été trés rapide
puisque la bilirubinémie commence a décroitre dés le 10°™ jour post-administration et atteint
un niveau proche de celui de la population générale 1 mois post-administration. Ceci réduit les
risques de toxicité cérébrale et d’atteinte neurologique. De plus, cela a permis aux patientes de

diminuer ou d’arréter complétement la photothérapie, au moins transitoirement.

Surtout, les patientes n’avaient pas présenté d’effet indésirable majeur significatif. En effet, ces
deux premieres cohortes semblent démontrer, pour le moment, une bonne tolérance du
médicament chez les 5 patientes traitées, et un effet-dose qui sera a confirmer. Dans la 1%
cohorte, les cliniciens ont observé que 1’effet thérapeutique était transitoire, puisque a la 16°™
semaine post-administration les deux patientes ont été obligées de reprendre le traitement par
photothérapie. A la semaine 24, dans la 2éme cohorte, les patientes présentent toujours des taux

de bilirubine bas et stables, sans avoir recours a la photothérapie.(100)

Cependant, ce ne sont que des résultats préliminaires et la prudence est de mise concernant
I’efficacité au long-terme de ce potentiel futur médicament, puisque les premiéres patientes ont
été traitées il y a moins de quatre ans. Les chercheurs du Généthon travaillent sur I’immuno-

modulation afin de maintenir un effet sur le long terme pour les futurs patients traités.
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L’abstract présenté a I’ESPGHAN en 2022, indique la dose de la 2°™ cohorte rétablirait
I'expression hépatique de 'UGT1A1 a des niveaux permettant un arrét de la photothérapie.(100)

Cette dose est la dose maximale tolérée qui pourrait étre utilisée pour la phase confirmatoire.

En ligne avec le paragraphe sur le design souvent choisi dans les essais cliniques de maladies
rares, les données d’efficacité sont souvent limitées pour les mémes raisons : le manque de
patients traités. En effet, I’analyse statistique est trés compliquée lorsqu’il n’y a pas beaucoup
de patients traités, puisqu’il y a moins de données disponibles. Cependant, il faut toujours
analyser le bénéfice-risque pour comprendre les enjeux de la pathologie en question. Pour le

moment, le bénéfice-risque de ce traitement est favorable a la poursuite de 1’essai.

Conclusion

A travers cette thése, nous avons pu retracer 1’histoire de cette maladie, comprendre les
traitements actuels, et les enjeux des nouvelles thérapies, alliant espoirs de guérison et émotions

négatives liés aux risques pour les patients.

L’impact de cette pathologie sur I’entourage est trés marqué, car il y a un retentissement
sur le cercle proche des patients, d’un point de vue social et médical. Cependant,
I’administration d’un traitement innovant chez des personnes malades est réglementé et doit
étre surveillé. Nous avons vu les principaux risques de la thérapie génique notamment
hépatiques, immunologiques et neurologiques. Le caractére potentiellement mortel de cette
pathologie (particulierement la forme du syndrome de type ) et I’inexistence d’alternative
thérapeutique connue a ce jour impacte positivement la balance bénéfice-risque de ce traitement

par thérapie génique dans cette pathologie.

La premiére patiente a été traitée par le GNT0003 en 2018 pour cet essai clinique CareCN.
Nous n’avons pas encore assez de recul nécessaire pour assurer qu’il est suffisamment sir au
long-terme. Les données récoltées sont positives et permettent de croire qu’il est possible qu’un
jour un tel traitement soit autorisé a étre mis sur le marché international. Les résultats des autres

patients sont également encourageants et permettent a I’étude de se poursuivre actuellement.
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Les médicaments de thérapie innovante, comme les traitements de thérapie genique sont
surveillés de prés pendant au moins cing ans, et genéralement jusqu’a quinze ans afin d’avoir
un recul nécessaire sur les effets au long-terme. L’émergence de nouveaux traitements par
thérapie génique permet aux autorités compétentes de mieux encadrer les essais cliniques et
d’acquérir de nouvelles connaissances sur le sujet, afin de découvrir de nouvelles méthodes de
surveillance de ces essais et futurs médicaments. Nous pouvons croire qu’une standardisation
des pratiques est possible d’ici quelques années, ou décennies, comme dans les essais cliniques

de pathologies fréquentes.

Le syndrome de Crigler-Najjar est mis en lumiére grace a I’association de patients AFCN
(L’ Association Frangaise de Crigler-Najjar) depuis 2003, portée par le Téléthon et les
chercheurs du Généthon depuis des années. Aujourd’hui 1’étude clinique CareCN en cours sur
le territoire international permet a une grande partie de la population atteinte du syndrome CN
d’en bénéficier. Cependant, il ne faut pas oublier qu’il existe d’autres maladies potentiellement
autant handicapantes, voire plus handicapantes et/ou mortelles dans le monde entier. Nous
pensons notamment aux maladies géenétiques et aux maladies du foie. De nombreux malades
atteints de pathologies rares et mortelles vivent dans 1’espoir de résultats pour cet essai clinique.
En effet, toute avancée scientifique dans une pathologie est un pas de plus vers de nouvelles
connaissances scientifiques et médicales. Nous pouvons imaginer que si Ce traitement s’avére
efficace pour traiter cette pathologie, il pourrait a I’avenir peut-étre convenir pour d’autres
maladies impliquant des mutations génétiques similaires, d’autres pathologies touchant le foie,
mais également aider a soigner des mécanismes physiologiques altérant la qualité de vie des
patients.

Enfin, la dynamique des médicaments de thérapie innovante, notamment leur prix trés
élevé face a leurs incertitudes, questionne sur la capacité du systéme d’assurance maladie a
maintenir un acces a ces thérapies innovantes, a tous les patients afin de conserver 1’égalité des

chances, particuliérement en France.
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RESUME DE LA THESE EN FRANCAIS

Le syndrome de Crigler-Najjar (CN) est une pathologie autosomique récessive extrémement rare
(environ une naissance sur un million). Il se développe trés tét dans les premiers jours de vie par un
ictéere cutanéomugqueux franc et persistant a bilirubine non-conjuguée. Ce syndrome est causé par une
mutation génétique sur le géne UGT1AL, qui peut étre total (type I) ou partiel (type Il). La plus grosse
problématique de ce syndrome reste la toxicité neurologique que 1’accumulation de bilirubine peut
engendrer. Actuellement, les seuls traitements existants sont des traitements symptomatiques dans le
but de diminuer les symptdmes et minimiser le risque de toxicité. Dans I’espoir de trouver une
solution thérapeutique curative, les chercheurs du Généthon ont développé une thérapie génique a
base d’AAV8 pour traiter ces patients. L’essai clinique CareCN est actuellement développé au niveau
international et les premiers résultats sont encourageants. Néanmoins, le recul sur ces thérapies
innovantes est trop faible et la prudence reste obligatoire. A I’aide d’une analyse bénéfice-risque,
encadrée par les réglementations en vigueur, I’objectif est de comprendre les enjeux de la thérapie

génique dans ce syndrome de Crigler-Najjar.

TITRE DE LA THESE EN ANGLAIS

Implementation and monitoring of gene therapy treatment in Crigler-Najjar syndrome

RESUME DE LA THESE EN ANGLAIS

Crigler-Najjar syndrome (CN) is a rare recessive autosomal disease characterized by the mutation of
the gene encoding for the hepatic uridine diphosphoglucuronate glucuronosyltransferase 1A1
(UGT1AL1) enzyme. Depending on the enzyme activity, two types of the syndrome can be identified:
the enzyme is totally absent (type 1) or its activity is decreased (type II). The symptoms of this
metabolic disorder start early in life by a cutaneous jaundice and eventually lead to severe
unconjugated hyperbilirubinemia that can cause irreversible neurological injury and death. The only
curative treatment is currently the liver transplantation. The other available treatments can only
manage symptoms and their efficacy tends to decrease overtime. Genethon has developed a liver gene
therapy with adeno-associated virus (AAV) vectors to treat the Crigler-Najjar patients in an
international clinical trial. Based on the promising first results, serum bilirubin levels could be
significantly reduced by the UGT1AL transgene. However, a long- term follow-up is required by the
competent authorities to fully assess the safety profile of the therapy. The purpose of this thesis is to

display the risk-benefit balance at stake in the gene therapy of the Crigler-Najjar syndrome.
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