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I. Introduction

La thérapie génique est une thérapie utilisant des outils de biologie moléculaire
permettant 1’élimination, la réparation ou le remplacement d’un géne dysfonctionnel. Cette
approche thérapeutique prometteuse n’a cessé¢ de se développer depuis les premiers essais
cliniques dans les années 1990. En effet, de nombreux médicaments a base de thérapie génique
ont vu le jour notamment ces dix derniéres années. Initialement développée pour guérir les
maladies génétiques, cette approche est aussi largement utilisée pour les cancers, certaines
maladies cardiovasculaires et infections virales. En effet, le nombre d’essais cliniques ne
cessent de croitre pour ces médicaments. De plus, de nombreuses techniques sont mises au point
afin de diversifier les modes d’intégration du transgene. Il existe aujourd’hui un large choix de
vecteur, viraux et non viraux, permettant d’assurer une bonne administration selon plusieurs
conditions. De méme, différentes nucléases ont ét¢ développées et testées dans le but d’accroitre
les outils disponibles pour la thérapie génique. Du fait de ces différents aspects, la thérapie

génique peut agir sur différentes pathologies.

Il existe a ce jour de nombreuses maladies héréditaires du métabolisme. Malgré les
connaissances génétiques sur ces pathologies, elles restent pour la plupart peu connues
notamment au niveau des conséquences des mutations observées. Touchant de nombreuses
voies métaboliques, les mécanismes physiopathologiques varient d’'une maladie a une autre. En
effet, les dysfonctionnements observés dépendent du géne muté et de I’enzyme impliquée. Cette
grande variabilité génétique et biochimique s’accompagne d’une variabilité clinique. Méme si
certaines caractéristiques sont partagées comme le retard de développement, la plupart des

symptomes sont soit spécifiques a une voie métabolique soit spécifiques a une pathologie

donnée.

Face au développement important de la thérapie génique ces dernieres années et la diversité des
maladies héréditaires du métabolisme, quelles différences et points communs peuvent-il étre
dégager afin de trouver des approches scientifiques communes ? Apres une bréve introduction
sur la thérapie génique et les maladies héréditaires du métabolisme, ma theése vise a faire une
syntheése générale des données disponibles et a proposer des conclusions et perspectives sur ces

approches.



II. La thérapie génique
A. Histoire

Les découvertes scientifiques du XXeéme si¢cle ont grandement fait avancer le génie
génétique et ’avénement de la thérapie génique. Depuis I’invention du terme « géne » en 1909
par Wilhelm Johannsen (1), plusieurs études scientifiques ont permis d’¢élucider le role de
I’ADN (acide désoxyribonucléique) comme porteur de 1’information génétique en 1944 ainsi
que sa structure en double hélice découverte en 1953 par Rosalind Franklin (2). En parall¢le,
les transferts horizontaux de génes commencerent a étre connus et étudiés. Frederick Griffith
décrit en 1928 la transformation (2), un mécanisme permettant un transfert de matériel
génétique entre un organisme mort et un organisme vivant dit compétent. Quelques années plus
tard, Joshua et Esther Lederberg ont découvert la conjugaison en 1947 et la transduction en
1952. La premiére permet un échange de matériel génétique entre deux organismes par un
contact alors que la deuxiéme ne peut se faire que par le biais d’un vecteur viral. A partir des
années 60, différents outils ont été décrits et développés avec une application dans le génie
génétique. Les enzymes de restriction, capables de couper de maniére spécifique une séquence
nucléotidique, furent découvertes en 1962 par Werner Arber. Puis apparurent le développement
de systémes couplant une enzyme de restriction avec une liaison spécifique a I’ADN comme
les nucléases en doigt de zinc en 1996, les nucléases effectrices de type activateur de
transcription en 2010 ou encore le systtme CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats — Cas9) en 2012 (3).

Avec toutes ces découvertes, les premiers essais cliniques de thérapie génique étre effectués.
En 1989, I’équipe de Rosenberg a 1’Institut National du Cancer aux Etats-Unis instaura un
protocole pour des patients atteints de mélanome métastatique (4). Afin de suivre les
lymphocytes d’infiltration tumorale, une thérapie génique exprimant un marqueur résistant a la
néomycine fut administrée aux patients. Cette résistance permet de sélectionner les
lymphocytes avant administration ainsi que de suivre les lymphocytes d’infiltration tumorale
dans la circulation sanguine et sur les différents sites tumoraux. L’étude montre que la
transduction d’un géne n’entraine aucun effet indésirable additionnel pour les patients traités.
De plus, les lymphocytes génétiquement modifiés survivent quelques mois dans la circulation
sanguine et au sein du site tumoral. L’équipe a réussi a développer une technique de transduction
de gene efficace, siire et pouvant étre détectée par des techniques de biologie moléculaire. En

1990, un autre essai clinique a été réalis¢ a I’Université de Pennsylvanie sur deux patients
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atteints d’un déficit immunitaire combiné sévere par déficit en adénosine désaminase (5). Le
protocole clinique consistait en la transfection in vivo du géne ADA codant pour I’enzyme
adénosine désaminase dans les lymphocytes T avec un vecteur rétroviral. Le but de ce protocole
¢tait d’exprimer des quantités normales d’adénosine désaminase au sein des lymphocytes T
déficitaires en adénosine désaminase. Les résultats montrent tout d’abord une technique sire et
efficace sur une période de deux ans. La thérapie génique dans ce contexte-ci a permis aussi de
rétablir les fonctions immunitaires des lymphocytes T déficients. Cet essai clinique fut le
premier succes thérapeutique concernant la thérapie génique. Cependant en 1999, lors d’un
essai clinique au sein de I’Université de Pennsylvanie, un patient souffrant d’un déficit partiel
en ornithine transcarbamylase décéda quatre jours aprés I’administration d’un vecteur
adénoviral codant pour une copie du géne de I’ornithine transcarbamylase, suite aux
complications immunitaires provoquant un désordre de la coagulation ainsi que des
dysfonctionnements sur plusieurs organes (6). Ce fut le premier patient décéd¢ suite a une

thérapie génique directement li¢ a 1’utilisation d’un vecteur viral.

Apres ces premiers essais globalement concluants, les premiers traitements furent approuvés.
Le premier Etat a approuver un médicament de thérapie génique fut la Chine en 2003 avec la
Gendicine, un vecteur adénoviral contenant le géne codant pour la protéine p53. Mise sur le
marché chinois en 2004, la Gendicine est un médicament indiqué dans le carcinome
épidermoide de la téte et du cou, cancer pouvant présenter le géne p53 muté. Cette thérapie
permet une amélioration de la survie des patients, ainsi que de I’efficacité des traitements
conventionnels (radiothérapie, chimiothérapie) (7). Deux années apres, 1’agence chinoise, la
SFDA (State Food and Drug Administration), approuve un nouveau médicament de thérapie
génique, I’Oncorine. Indiqué dans le cancer du nasopharynx, ce médicament est constitué d’un
adénovirus recombinant permettant d’agir spécifiquement sur les cellules tumorales et induisant
une oncolyse. La réponse de la chimiothérapie est meilleure chez les patients recevant cette
thérapie génique (8). Il s’agit du premier virus oncolytique commercialisé. Quelques années
plus tard, c’est au tour de I’agence européenne du médicament (AEM) de commercialiser son
premier médicament de thérapie génique, le Glybera, en 2012. Celui-ci est indiqué dans le
déficit familial en lipoprotéine lipase, et permet d’exprimer la lipoprotéine lipase avec un
vecteur viral adénoassocié. Le seul résultat notable de ce médicament est la diminution du
nombre d’épisode de pancréatite aigué, une complication grave du déficit familial en
lipoprotéine lipase (9). En 2016, la méme agence approuve la premiére thérapie génique ex-

vivo, le Strimvelis. Indiquée dans le déficit immunitaire combiné sévere par déficit en
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adénosine désaminase, cette thérapie consiste en la manipulation de cellules de patients avec
un vecteur rétroviral ré-exprimant le géne ADA codant I’adénosine désaminase. Apres sélection,
les cellules génétiquement modifiés de patients sont réintroduites. La prise de ce médicament a
amélioré les taux de survie de 100% sur tous les patients testés cliniquement (10). L’année
suivante, I’agence américaine, la FDA (Food and Drug Administration), approuve deux
nouvelles thérapies géniques, le Yescarata et le Kymriah. Ces médicaments sont basés sur une
thérapie a base de lymphocytes T modifiés génétiquement afin d’exprimer des récepteurs
antigéniques chimériques spécifiques aux cellules tumorales. Ces deux thérapies, indiquées
dans la leucémie aigiie lymphoblastique a cellules B et le lymphome diffus a grandes cellules

B respectivement, améliorent les taux de rémissions complétes chez les patients (11).

B. Stratégies de la thérapie génique

De maniére générale, le but de la thérapie génique est de rétablir un géne ou une protéine
dysfonctionnels. Pour cela, il est possible d’ajouter une copie normale d’un géne ou d’un allele
modifié afin d’assurer les fonctions perdues. Cette stratégie est appelée I’augmentation génique.
Certaines autres thérapies géniques ont pour but d’inactiver ou de supprimer un gene défectueux
afin d’empécher ses effets déléteres. Cela est possible notamment avec certains ARN (acide
ribonucléique) interférents ou la technologie CRISPR-Cas9. Alors que les ARN interférents
permettent de bloquer spécifiquement I’expression d’un géne par la dégradation de son ARN
messager, la technologie CRISPR-Cas9 permet de reconnaitre une séquence d’ADN afin de la
supprimer ou de la remplacer par une autre. Cette stratégie est appelée I’inactivation génique.
Enfin, une dernicre possibilit¢ beaucoup moins utilisée consiste a éditer le génome sur des genes
défectueux ou mutés. Cette stratégie, I’édition génomique, utilise principalement la technologie

CRISPR-Cas9 (1,12).

C. Administration/manipulation

Avec ces différents moyens d’action, les médicaments de thérapie génique peuvent étre
administrés par deux méthodes distinctes. La premicre consiste en I’administration du produit
directement chez le patient. Ces thérapies in vivo ont 1’avantage de permettre une meilleure
accessibilit¢ pour les injections tissulaires ainsi qu’un travail de laboratoire moindre.

Cependant, cette méthode peut conduire a une réponse immunitaire au vecteur ¢élevée ainsi
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qu’une possible mauvaise spécificité du vecteur entrainant des complications. La deuxieme
méthode repose sur une administration en laboratoire sur des cellules du patient ou d’un
donneur. Ensuite, les cellules sont sélectionnées afin de ne garder que celles qui ont répondu a
la thérapie. Cette technique ex vivo diminue les potentielles interactions non voulues ainsi que
la réponse immunitaire au vecteur. De plus, le choix de vecteur utilisable pour cette technique
est plus important. Néanmoins, seules les cellules divisibles peuvent étre manipulées avec cette

thérapie (1,13).

D. Vecteurs

Afin de s’assurer que le médicament de thérapie génique atteigne sa cible, différents
vecteurs ont été utilisés et développés. Le principal but du vecteur est de permettre au matériel
génétique de pouvoir entrer dans la cellule. Les vecteurs utilisés aujourd’hui sont répartis en
deux groupes distincts : les vecteurs viraux et les vecteurs non-viraux (Figure 1). On appelle
transduction tout transfert de géne a 1’aide d’un virus. En I’absence de virus, le processus est

appelé transfection.

i. Vecteurs viraux

Aujourd’hui les vecteurs viraux sont les plus utilisés dans la thérapie génique. Grace a
leur capacité a infecter des cellules, ils permettent une transduction efficace ainsi qu’une
expression du transgene sur le long terme (Tableau I) (14-17). Cependant, certains virus
peuvent présenter une forte immunogénicité et/ou cytotoxicité. C’est I’'un des principaux défis

dans leur utilisation (Tableau II).

1. Adénovirus

L’un des premiers vecteurs viraux a étre utilisé pour la thérapie génique est le vecteur
adénoviral. Ce virus non-enveloppé contient un ADN double brin et présente plusieurs
avantages. Tout d’abord, il présente une capacité a intégrer les cellules divisibles ainsi que les
cellules non-divisibles. Cela permet d’étre efficace sur de nombreux types de tissus et de
cellules. De plus, il peut transporter de larges transgenes, jusqu’a 36 kb (kilobases) et le génome

viral est peu intégré a celui de la cellule hote.
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Figure 1 : Vecteurs utilisés dans les thérapies géniques approuvées. A4V = Adeno-
Associated Virus, HSV1 = Herpes Simplex Virus 1.

L Infection des ..
. , Capacité de Production a
Vecteur viral | Génome | Enveloppe cellules non- ,
transport .. grande échelle
divisibles
Adénovirus | ADN db Non 7,5kb -36kb Oui Oui
VIS DN sb Non 4 kb Oui Non
adénoassocié
Rétrovirus ARN sb Oui 8 kb Non Oui
Lentivirus ARN sb Oui & kb Oui Non
s hornd
Virus herpes | b\ db Oui 30 kb - 150 kb Oui Non
simplex

Tableau I : Caractéristiques des vecteurs viraux. ADN = Acide DésoxyRibonucléique, ARN
= Acide Ribonucléique, db = double brin, kb = kilobase, sb = simple brin.

Vecteur viral Limites Solutions
Adénovirus Forte immunogénicité Adénovirus "gutless" + virus assistant
Vi Capacité de transport limitée Double virus adénoassocié
irus . IOV = : -
, ., | Forte immunogénicité apres ré- Diftérents sérotypes / Virus
adénoassocié . . , . o
administration adénoassocié associé a un exosome
Rétrovirus Intégration au génome aléatoire Rétrovirus gamma auto-inactivant
Virus herpes o, Délétion des genes non-essentiels du
. Forte cytotoxicité . .
simplex génome viral

Tableau II : Limites et solutions des vecteurs viraux.
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Enfin, la production a grande échelle est possible avec ce vecteur pour les médicaments de
thérapie génique. Toutefois, le principal inconvénient de ce vecteur est sa forte immunogénicité
due a 'immunité préexistante chez I’homme. Afin de contrdler les effets du vecteur chez
I’homme, plusieurs générations de vecteurs ont vu le jour pour modifier certaines
caractéristiques notamment son immunogénicité. La troisiéme génération a permis de grandes
modifications comme une augmentation de la capacité de transport du transgéne et de
I’efficacit¢ de la transduction, ainsi que la forte diminution de I’immunogénicité avec
I’apparition des adénovirus « gutless ». Ce sont des virus synthétiques sans leur génome viral,

pourtant ils doivent étre aidés d’un virus assistant notamment pour leur réplication.

2. Virus adénoassocié

Trés utilisés dans la thérapie génique, les virus adénoassociés sont des virus non-
enveloppés contenant un ADN simple brin. Fort de leur diversité avec 12 sérotypes naturels
permettant d’avoir différents tropismes tissulaires, ces virus peuvent transduire dans les cellules
non divisibles. Ils présentent aussi une faible immunogénicité et pathogénicité. Cependant apres
ré-administration, la réponse immunitaire augmente fortement. Pour pallier cela, 1’utilisation
d’autres sérotypes ou de virus adénoassocié associés a un exosome permettent de diminuer la
réponse immunitaire induite. Un autre obstacle a 1’utilisation des virus adénoassociés est leur
capacité¢ de transport de transgéne limitée a 4 kb. Cette capacité peut €tre améliorée par
I’utilisation de double virus adénoassocié ou le transgene est alors fragmenté et reparti dans
deux vecteurs viraux distincts. Largement utilisés dans la thérapie génique in vivo, leur

production a grande €chelle reste compliquée a cause de quantités faibles et de cofts €levés.

3. Rétrovirus

Une des familles les plus présentes en tant que vecteur viral dans la thérapie génique est
la famille des rétrovirus. Contenant un ARN simple brin, ces virus enveloppés permettent une
intégration de leur génome au sein des cellules hotes. Nous observons donc une longue
expression du transgeéne ainsi que de possibles intégrations aléatoires au sein du génome
pouvant entrainer de graves effets indésirables. Un moyen de contrer I’apparition de mutations
est d’utiliser des rétrovirus gamma auto-inactivant. Par la délétion d’une partie de leur

promoteur, I’intégration virale au génome humain n’est plus assurée. Le principal avantage des
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rétrovirus est leur faible cytotoxicité et immunogénicité. Néanmoins, ces virus ne peuvent

transporter que des transgenes avec une taille maximale de 8 kb.

Au sein de cette famille se trouve le genre lentivirus. Ces virus présentent des caractéristiques
communes aux rétrovirus comme leur ARN simple brin, leur capacité de transport de transgéne
ou leur faible immunogénicité. Ils ont la particularité de pouvoir infecter des cellules non-
divisibles mais ils ne sont pas adaptés pour une production a grande échelle. De plus,
I’intégration du génome viral a celui des cellules hotes est moins aléatoire. Cela améliore la
sécurité¢ biologique et son utilisation. Les lentivirus sont majoritairement utilisés dans la

thérapie génique ex vivo.

4. Virus herpés simplex

Un autre vecteur viral largement utilisé dans la thérapie génique est le virus herpés
simplex. Ce virus enveloppé contenant un ADN double brin a une capacité de transport de long
transgeéne allant de 30 kb a 150 kb. Ses caractéristiques virales permettent aussi une expression
transgénique durable et une infection des cellules non-divisibles comme des neurones.
Cependant, une forte cytotoxicité est observée avec ce vecteur. Celle-ci peut €tre réduite lorsque
les génes non-essentiels du génome viral sont supprimés. D’autre part, le virus herpes simplex

peut étre utilisé comme un virus oncolytique.

ii. Vecteur non-viral

Les vecteurs non-viraux sont des vecteurs composés d’éléments biocompatibles avec le
corps humain comme des lipides, des peptides, des polymeres ou des plasmides. Leur principal
avantage provient de leur biocompatibilité leur donnant une faible immunogénicité, cytotoxicité
et mutagénicité. Mais nous observons différentes limites a leur utilisation. Les transfections
avec ces vecteurs sont peu spécifiques et peu efficaces. De plus, la durée d’expression du
transgene n’est pas suffisante pour la thérapie génique et dans certains cas, des problémes de
biosécurité sont observés (18). Seulement deux médicaments de thérapie génique utilisent cette

technologie avec un plasmide comme vecteur.
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E. Applications

Au début, la thérapie génique s’est beaucoup concentrée sur les maladies génétiques.
Aujourd’hui, ces médicaments sont indiqués et testés sur de nombreuses pathologies comme
les cancers, les maladies génétiques ou les infections. En 2023, 30 médicaments de thérapie
génique sont approuvés et disponibles. Parmi ces médicaments, 15 sont indiqués dans des
cancers, 13 dans des maladies génétiques et 2 dans des maladies cardiovasculaires (Figure 2).
Au niveau de la recherche clinique, la majorité des essais est établie sur des patients souffrant
de cancers et notamment de cancers hématologiques, de maladies génétiques, monogéniques et
polygéniques, d’infections tel que le VIH (virus de I’'immunodéficience humaine) mais aussi de
pathologies neurologiques, cardiovasculaires ou immunitaires (1). La thérapie génique est en
pleine expansion et peut étre d’ici quelques années une réelle avancée scientifique sur des

pathologies graves.

= Cancer
= Maladie génétique

= Maladie cardiovasculaire

Figure 2 : Indications des thérapies géniques approuvées.
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III. Les maladies héréditaires du métabolisme

A. Histoire

Les premiers travaux sur les maladies héréditaires du métabolisme datent du début du
XXe siecle. L’'un des premiers a étudier ces pathologies est Archibald Garrod, un médecin
anglais. En 1902, il décrit pour la premiere fois I’alcaptonurie, un désordre du métabolisme de
la tyrosine, comme une maladie héréditaire suite a ses observations sur des patients issus de
familles consanguines (19). L’étude du métabolisme chez ’homme lui permet de déduire qu’il
existe une particularité chimique propre a chaque individu et nomme ce concept « chemical
individuality ». En 1908, aprées avoir également découvert le caractere héréditaire de 1’albinisme
et la cystinurie, il publie ses travaux sur ces différentes pathologies regroupées sous le terme

d’« erreurs innées du métabolisme » (20).

Au début des années 40, deux généticiens américains, George Beadle et Edward Tatum
proposent une hypothése nommée « one gene — one enzyme »(21). Leur postulat est qu'un géne
code pour une seule enzyme jouant un role spécifique dans une étape d’une des voies du
métabolisme. Cela a permis d’établir pour la premiére fois le caractére fonctionnel du géne, ce
qui a mené aux fondements de la biologie moléculaire. Par leurs observations, ils ont pu aussi
suggérer qu’une mutation génétique pouvait impacter la fonction biochimique d’une des voies

métaboliques (22).

En 1959, Robert Guthrie, un biologiste américain, développe un test d’inhibition bactérienne
afin de diagnostiquer rapidement la phénylcétonurie, un trouble du métabolisme de la
phénylalanine (21). Suite a cela, plusieurs Etats développerent des programmes de dépistage
néonatal afin de prendre en charge au plus vite les nouveau-nés atteints de pathologies graves,

comme certaines maladies héréditaires du métabolisme.

B. Groupes/Classification

I1 existe aujourd’hui plusieurs classifications concernant les maladies héréditaires du
métabolisme. La plupart d’entre elles les regroupent selon les voies métaboliques qu’elles
affectent. La classification internationale des maladies héréditaires du métabolisme, publiée en

2021, regroupe 1450 troubles différents repartis en 24 catégories distinctes (Annexe I) (23).
D’un point de vue clinique, nous pouvons distinguer 3 groupes (24,25).
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- Certaines pathologies vont induire une intoxication par une accumulation anormale d’un
substrat toxique. Nous retrouvons dans ce groupe les troubles liés au métabolisme des
acides aminés, des tetrapyrroles et des métaux. La plupart de ces pathologies sont
traitables. La thérapie nutritionnelle fait partie des solutions les plus utilisées et permet
d’¢liminer le substrat toxique ou de remplacer le métabolite déficient.

- Dr’autres pathologies vont étre caractérisées par un déficit en un produit. C’est le cas
pour les maladies mitochondriales, les troubles liés au métabolisme des acides gras et
des corps cétoniques, certains troubles liés au métabolisme des carbohydrates comme
le métabolisme du glucose, du glycogeéne ou du pentose. Certaines de ces pathologies
sont traitables.

- Quelques pathologies sont caractérisées par une perturbation du métabolisme de
molécules complexes conduisant a une accumulation chronique d’un de leurs
métabolites. Les troubles liés a la dégradation des molécules complexes et certains
troubles liés au métabolisme des lipides font partie de ce groupe par exemple. Peu de

traitements existent pour ces pathologies.

C. Présentation clinique et génétique

Les maladies héréditaires du métabolisme sont des pathologies présentant une situation
clinique tres variée. Certains symptomes sont dits non-spécifiques et sont retrouvés dans la
plupart de ces pathologies comme le retard développemental, I’acidose ou les vomissements.
D’autres symptomes vont étre plus spécifiques d’une voie métabolique donnée voire d’un
trouble particulier. Cependant, il existe toujours une variabilité clinique pour une méme maladie

héréditaire du métabolisme du fait de [’hétérogénéité génétique.

Nous pouvons distinguer plusieurs formes cliniques dans les maladies héréditaires du
métabolisme : les symptomes précoces retrouvés pendant la période anténatale et néonatale et
les symptomes tardifs davantage retrouvés au cours de 1’enfance et 1’adolescence avec une

évolution chronique progressive (24).

D’un point de vue génétique, le mode de transmission de ces pathologies héréditaires est pour
la majeure partie autosomique récessive. Environ 1/5 des maladies héréditaires du métabolisme
sont autosomiques dominantes (26). Certaines pathologies sont liées avec 1’X ou directement

transmises par le génome mitochondrial. Les mutations observées peuvent altérer la fonction
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du récepteur ou transporteur du substrat, 1’activité de I’enzyme ou du cofacteur, ou I’inhibition

d’une autre voie métabolique par la modification de concentration du substrat (24).

D. Epidémiologie

Les maladies héréditaires du métabolisme sont des pathologies rares individuellement
mais assez fréquentes collectivement. La prévalence a la naissance globale est estimée a 51 cas
pour 100 000 naissances selon une méta-analyse de 2018 (27). L’incidence et la prévalence
globale varient beaucoup d’un pays a un autre. Par exemple, les pays de la Méditerranée
orientale présentent une prévalence a la naissance plus importante (76 cas pour 100 000
naissances). Une corrélation est observée entre le taux de consanguinité et la fréquence et
I’incidence de ces pathologies comme beaucoup de maladies génétiques. De plus, des
programmes de dépistages néonataux ont ét¢ mis en place dans plusieurs pays permettant
d’avoir de nombreuses données épidémiologiques sur les maladies héréditaires du métabolisme

dépistées.

E. Diagnostic

L’analyse des symptomes et signes cliniques constitue la premiére étape du diagnostic
des maladies héréditaires du métabolisme. Cependant, ceux-ci sont peu spécifiques et peuvent
correspondre a plusieurs pathologies. Des tests biologiques sont alors entrepris afin d’affiner le
diagnostic. Les différentes investigations pour le diagnostic des maladies héréditaires du

métabolisme peuvent se faire sur les métabolites, les protéines, les enzymes ou les geénes.

Les premiers tests biologiques vont étre effectués sur le sang pour mesurer les concentrations
de cétones, d’ammonium, la glycémie, la balance acide-base par exemple ou sur les urines avec
différents tests permettant d’observer un changement de couleur ou une odeur, caractéristique
de certaines maladies héréditaires du métabolisme. Afin d’approfondir le diagnostic
différentiel, des tests avancés sont réalisés sur I’analyse des différentes voies des métaboliques
a partir d’échantillons de sang, d’urine par des techniques de chromatographie et de
spectrométrie. Enfin des tests biologiques peuvent étre réalisés au niveau moléculaire pour
tester 1’activité d’une enzyme donnée (test enzymatique) ou diagnostiquer des mutations

responsables de dysfonctionnement (test moléculaire) (24,26).
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Parmi les approches de diagnostics, on peut citer le dépistage néonatal permettant de
diagnostiquer dés la naissance certaines pathologies graves de I’enfant. De nombreux
programmes ont été mis en place afin de prendre en charge au plus tot les patients atteints de
ces pathologies. Aujourd’hui, en France, 13 pathologies graves font partie du programme

national de dépistage néonatal dont 9 maladies héréditaires du métabolisme.

F. Traitement

Les traitements existants pour les maladies héréditaires du métabolisme peuvent étre
divisés en deux groupes : les traitements aigus et les traitement chroniques. D’un c6té, les
traitements aigus sont administrés pour répondre a une crise. Cela va étre le cas pour traiter les
troubles de la glycémie, d’électrolytes, les acidoses, la déshydratation. D’autre coté, les
traitements chroniques ont différents modes d’action adaptés aux différentes physiopathologies
des maladies héréditaires du métabolisme. Cela s’applique sur I’accumulation d’un substrat

toxique, sur le déficit d’un produit ou sur le dysfonctionnement d’une enzyme.

Certaines thérapies visent a diminuer la quantit¢ d’un substrat toxique responsable de la
pathologie. Pour cela, des restrictions alimentaires sur un métabolite en particulier peuvent étre
mises en place. Il existe aussi des thérapies d’inhibition de substrat consistant a bloquer la voie
métabolique en amont du dysfonctionnement observé afin de prévenir 1’accumulation du
substrat toxique. Une autre approche thérapeutique est d’éliminer le substrat toxique avec la

dialyse ou I’administration de molécules favorisant I’excrétion de ces substrats.

Nous observons aussi un déficit en produit pour certaines maladies héréditaires du métabolisme.
La majorité des traitements mis en place dans ces pathologies consiste a administrer le produit

déficitaire.

Les différents moyens d’action pour agir directement sur le fonctionnement de 1’enzyme
peuvent se faire par une induction enzymatique, soit par 1’administration d’un cofacteur
déficitaire, soit par [’administration de protéine chaperonne permettant d’assurer la
conformation tridimensionnelle de I’enzyme et donc son bon fonctionnement. D’autres
thérapies ont pour but d’administrer I’enzyme non-fonctionnel dans le corps, comme la thérapie
enzymatique de substitution. Cependant, celle-ci s’applique a peu de pathologies aujourd’hui.
Dans la méme idée, les transplantations d’organes ou de cellules spécifiques pourraient

substituer une enzyme mais cela souléve des contraintes liées a la transplantation (24,25,28).
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IV. La thérapie génique dans les maladies héréditaires du

métabolisme

A. Médicaments ayant obtenu I’ AMM

Depuis 2012, 5 thérapies géniques ont regu une autorisation de mise sur le marché par
I’agence européenne du médicament (AEM) : le Glybera, le Strimvelis, le Libmeldy, le Skysona
et I’Upstaza. Ici seront traitées ces thérapies géniques, excepté le Skysona, n’étant

commercialisé qu’une seule année.

i. Cas du Glybera dans le déficit familial en lipoprotéine lipase

Le déficit familial en lipoprotéine lipase fait partie des désordres du métabolisme des
lipoprotéines. Ces structures permettent le transport de lipides et différent selon leur densité
(Figure 3). Dans cette pathologie, ’enzyme défectueuse est la lipoprotéine lipase, codée par le
gene LPL, et impliquée dans le métabolisme des triglycérides. Elle catalyse I’hydrolyse des
triglycérides provenant des lipoprotéines de faible densité (chylomicrons et lipoprotéines de
trés basse densité) en acide gras (Figure 4). De fait, les patients atteints de déficit familial en
lipoprotéine lipase présentent des hyperlipidémies génétiques notamment au niveau des
triglycérides et des chylomicrons (29). Sur le plan clinique, la pathologie affecte
majoritairement des enfants. Ils peuvent présenter des épisodes de pancréatite aigué, des
douleurs abdominales, des xanthomes éruptifs, une hépatosplénomégalie et/ou une lipémie
rétinienne. Il est a noter que 1’apparition de ces symptomes est dépendante de la concentration
plasmatique de triglycérides. Certaines formes de cette pathologie sont asymptomatiques et le
seul moyen de diagnostic efficace aujourd’hui est le séquencage du génome afin d’identifier
des variants pouvant causer la pathologie. Le traitement principal et actuel de cette pathologie
repose sur un régime a vie et contraignant, basé sur un apport pauvre en graisse ainsi que des
mesures hygiéno-diététiques telles que I’absence d’alcool ou de tabac. Afin de proposer une

alternative thérapeutique, une thérapie génique a été développée.
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Figure 3 : Représentation des lipoprotéines selon leur taille. Les lipoprotéines sont des
structures organiques composées de protéines et de lipides. Elles permettent le transport de
lipides (majoritairement triglycérides et cholestérols) a travers 1’organisme. Ces structures
différent par leur fonction sur le transport lipidique. Les chylomicrons assurent le transport des
lipides exogenes, tandis que les VLDL transportent les lipides endogenes. Les LDL acheminent
les lipides vers les cellules alors que les HDL conduisent les lipides vers leur dégradation au
niveau du foie. Les chylomicrons et les VLDL sont les lipoprotéines de plus faible densité avec
moins de 10% de protéines. La stabilité des lipoprotéines est assurée par les différentes
apoliprotéines, symbolisées en vert, bleu et marron sur la figure ci-dessous. HDL = High
Density Lipoprotein, IDL = Intermediate Density Lipoprotein, LDL = Low Density Lipoprotein,
VLDL = Very Low Density Lipoprotein.

Lipoproteine lipase
s +

Triglycéride Diglycéride  Acide gras

Figure 4 : Hydrolyse enzymatique des triglycérides par la lipoprotéine lipase.
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Cette thérapie génique, 1’alipogeéne tiparvovec, aussi connue sous le nom de Glybera, consiste
en I’administration du géne LPL présentant une mutation en position 447 de la protéine. Cette
mutation conduit & un codon stop prématuré mais conserve les propriétés de la protéine. Ce
variant a été choisi pour son association avec la diminution de la concentration plasmatique de
triglycérides, intéressant dans le cas du déficit familial en lipoprotéine lipase (31). Ce variant,
encapsidé au sein d’un virus adénoassocié de sérotype 1 (AAV1), est administré en une unique
dose en intra-musculaire dans les jambes. Une fois absorbé par les myocytes, 1’expression du
variant va conduire a la production de la protéine LPL5*7X (32). Les essais cliniques ont permis
de définir précisément la dose thérapeutique nécessaire (1x10'? copie du génome/kg) (33) ainsi
que I’ajout d’un traitement immunosuppresseur sur une période allant de 3 jours avant
I’administration a 12 semaines apres 1’administration afin de controler la réponse immunitaire
des lymphocytes T dirigée contre le vecteur (34). Un suivi immunologique a 0, 6 et 12 mois est

nécessaire afin de surveiller cette réponse immunitaire.

La procédure d’autorisation de mise sur le marché¢ (AMM) a été longue et complexe pour le
Glybera (35). Tout d’abord, les données cliniques nécessaires pour la procédure concernent une
cohorte de 27 patients répartis sur 3 essais cliniques (32,35,36). Celles-ci montrent une
diminution significative des triglycérides plasmatiques aprés 12 semaines de traitement.
Cependant, seuls 12 patients sur les 27 ont atteint le critére d’efficacité correspondant a une
diminution minimum de 40 % des triglycérides. Parmi ces 12 patients, seuls 6 ont atteint une
concentration de triglycérides inférieure a 10 mmol/L (critere d’efficacité secondaire). Un autre
critere d’efficacité, se montrant plus adapté que la mesure des triglycérides, correspond a la
diminution post-prandiale des chylomicrons. Cette diminution n’a été observée que chez 3
patients. Il est a noter que ces diminutions de triglycérides et de chylomicrons n’ont pas été
maintenues a 12 mois post-administration. Deux autres études rétrospectives ont eu pour but
d’évaluer le risque de pancréatite sur un suivi de 3 et 5 ans. Il a ét¢ démontré une diminution
d’¢épisode de pancréatite chez 50 % des patients (6/12 et 5/12 respectivement). Enfin, sur
I’ensemble des études, le traitement fut bien toléré avec seulement 1’apparition d’effets

indésirables peu graves et communs (fievre, nausées, douleurs, fatigue).

Avec ces ¢léments cliniques, les comités compétents de I’AEM, a savoir le comité pour les
thérapies avancées (CTA) et le comité des médicaments a usage humain (CMUH) ont rendu en
premier lieu un avis négatif pour la commercialisation de ce produit (37). Malgré la
qualification du Glybera comme une technique prometteuse, les principaux points négatifs

concernaient la démonstration insuffisante de ’efficacité et de la sécurité du traitement
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notamment quant a I’effet a long terme du Glybera sur la réduction des triglycérides et des
chylomicrons en période post-prandiale, ainsi que sur la réduction du taux de pancréatite chez
les patients. De plus, la CMUH a partagé sa préoccupation sur le risque associé¢ de I’utilisation
d’immunosuppresseur compte tenu des doutes émis concernant 1’efficacité du traitement. Une
demande de réexamen du projet a été faite par le fabricant. Le deuxiéme rapport du CTA a
donné un avis positif pour la mise sur le marché du produit sous certaines conditions
d’indications. En effet, les patients atteints du déficit familial en lipoprotéine lipase devront
présenter au moins un €épisode de pancréatite malgré le régime pauvre en graisse ainsi qu’un
taux de lipoprotéine lipase détectable. Les autres points soulevés lors du premier rapport restent
identiques. Malgré le deuxiéme rapport du CTA ainsi que le peu de données disponibles pour
une pathologie rare, le deuxiéme rapport du CMUH conclut a un avis négatif sur la
commercialisation du Glybera (38). Suite a ce deuxieme réexamen, le comité permanent de la
commission européenne a demandé au CMUH d’évaluer le bénéfice risque du Glybera pour les
patients souffrant de pancréatite. Le CTA et le CMUH ont rendu cette fois-ci un avis positif
d’AMM du Glybera avec comme indication celle retenue par le CTA (39). Des études post-
AMM ont été demandées afin d’accroitre les données sur cette pathologie. L’AMM est donc
accordée en octobre 2012 par I’AEM, faisant du Glybera, la premiere thérapie génique autorisée
a la commercialisation par cette agence. Au niveau de la réglementation frangaise, la
commission de la transparence (CT) de la Haute Autorité¢ de Santé¢ (HAS) considere le service
médical rendu (SMR) du Glybera insuffisant (36). Apres 5 années d’AMM, le fabricant n’a pas

souhaité renouveler la commercialisation du Glybera pour des raisons économiques.

Durant cette période de commercialisation, une seule patiente a été traitée par le Glybera (40).
Il s’agit d’une patiente de 47 ans atteinte de la pathologie et souffrant de nombreux épisodes de
pancréatites (37 épisodes). Face aux échecs des thérapies mises en place, 1’équipe médicale
proposa ’utilisation du Glybera comme alternative. Le traitement fut bien toléré avec aucune
réaction inflammatoire que ce soit au niveau local ou systémique. D’un point de vue clinique,
aucun épisode de pancréatite et aucune douleur abdominale ne furent observés pendant les 18
mois apres administration du traitement. De plus, il a ét¢ montré une diminution de 52% du
niveau médian des triglycérides chez cette patiente a 12 mois post-administration, ainsi qu’une

amélioration des symptomes connus de la maladie et de la qualité de vie.

Malgré les difficultés rencontrées, le Glybera a permis de mettre en lumiére la complexité
réglementaire et clinique des thérapies géniques (maladies rares, faible cohorte, marqueurs

biologiques peu étudiés) et d’ouvrir la voie a d’autres thérapies géniques.
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ii. Cas du Strimvelis dans le déficit en adénosine désaminase

Le déficit en adénosine désaminase fait partie des désordres du métabolisme des bases
nucléiques et plus précisément du métabolisme des purines. Dans cette pathologie, il est observé
un dysfonctionnement de I’adénosine désaminase, codé par le géne ADA. Celle-ci catalyse la
désamination hydrolytique de I’adénosine et de la désoxyadénosine en inosine et désoxyinosine
permettant ainsi I’homéostasie de 1’adénosine (Figure 5). Cependant, lors de concentrations
anormales comme dans le déficit en adénosine désaminase, 1’adénosine et la désoxyadénosine
sont lymphotoxiques. Cela conduit a un déficit immunitaire combiné sévere (DICS) touchant
les lymphocytes T, B et NK. On parle alors de déficit immunitaire combiné sévere par déficit
en adénosine désamine (DICS-ADA) (41). Cette pathologie représente 10 a 15% des DICS et
apparait avant la premiére année de vie. Il existe plusieurs formes cliniques de cette pathologie.
La plus répandue, présente chez 80 % des patients, apparait avant 6 mois et se manifeste par
des infections opportunistes graves et récurrentes, notamment au niveau respiratoire, ainsi
qu’un retard de croissance. Cela peut amener au déces du patient. La forme retardée de la
pathologie apparait aprés 6 mois et représente 10 a 15% des cas. Les infections sont moins
graves et la détérioration immunologique plus progressive. De plus, des manifestations extra-
immunitaires sont présentes et se composent de troubles du neurodéveloppement, du
comportement, de surdité ainsi que d’anomalies squelettiques et hépatiques. Le diagnostic est
permis par une mesure de I’activité de 1’adénosine désaminase dans les érythrocytes ainsi
qu’une mesure des lymphocytes T, B et NK. D’un point de vue thérapeutique, les patients
peuvent €tre traités par une enzymothérapie de substitution avec une adénosine désaminase
pégylée, par une greffe de moelle osseuse allogénique ou par une thérapie génique, le

Strimvelis.

PNP ADA

Désoxyadénosine

Désoxyinosine

Adénine

PNP ADA

» Adénosine Inosine

Figure 5: Métabolisme de I’adénine. Le dysfonctionnement de I’adénosine désaminase
(ADA) ou de la purine nucléoside phosphorylase (PNP) conduit a un déficit combiné
immunitaire sévere.
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Cette thérapie génique repose sur une administration ex-vivo. Des cellules autologues CD34+
provenant de la moelle osseuse sont transduites par un rétrovirus contenant la partie codante du
gene de 1’adénosine désaminase humaine puis sont enrichies (42). Elles sont ensuite injectées
par perfusion intra-veineuse au patient entre 2 et 20 x 10° cellules CD34+/kg en une unique
administration. Les cellules transduites vont se greffer a 1’organisme et exprimer 1’adénosine
désaminase humaine. Cette thérapie est indiquée pour les patients atteints de la pathologie et

sans donneur intrafamilial de cellules souches compatible.

Concernant les essais cliniques du Strimvelis, 18 patients ont été suivis sur 3 études cliniques
(42,43). Le principal critére d’efficacité était le taux de survie sur une période de 3 ans. Chez
tous les patients, un taux de survie de 100% a été observé au bout de 3 ans et sur une durée de
suivi médiane d’environ 12 ans. De plus, le taux de survie sans intervention (sans besoin de
traiter avec une enzymothérapie ou une greffe) était de 82 % au bout de 8 ans. Au niveau de la
sécurité du traitement, des effets indésirables ont été observés. A la vue du faible nombre de
patients testés cliniquement (18 patients), des données manquent afin de correctement estimer
la fréquence et la nature de ces effets indésirables. Les effets indésirables observés les plus
fréquents sont la fievre, les infections, les désordres immunologiques et hématologiques ainsi
que les atteintes dermatologiques. Une partie de ces effets indésirables, notamment les
désordres immunologiques et hématologiques, est imputée a I’utilisation du busulfan nécessaire
pour la greffe de cellules souches. D’autres effets indésirables, moins fréquents mais plus
graves, concernent 1’auto-immunité. En effet, des réactions auto-immunes sont observées chez
certains patients et sont li€es a la reconstitution immunologique observée lors de I'utilisation
du traitement. Seuls deux effets indésirables observés chez un patient sont supposés étre en lien
avec la thérapie génique. Il s’agit d’une stéatose hépatique et d’un trouble au niveau des
lymphocytes. Enfin tous les effets indésirables ont été traités et ceux-ci n’ont pas entrainé de
complications ou de modifications dans le protocole des essais cliniques. Face a ces résultats

prometteurs, I’AEM accorde la commercialisation du Strimvelis en mai 2016.

Une étude clinique a suivi 19 patients traités par le Strimvelis depuis sa commercialisation (44).
Il a été montré que tous restent en vie sur une période de suivi médiane de 3,2 ans. Concernant
le taux de survie sans intervention, celui-ci s’¢léve a 94,4 %, 2 ans apres administration. De
plus, le profil de sécurit¢ du produit a été confirmé par des analyses des réponses

immunologiques et humorales ainsi que de la survenue d’effets indésirables graves.
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iii. Cas du Libmeldy dans la leucodystrophie métachromatique

La leucodystrophie métachromatique, aussi appelé déficit en arylsulfatase A, est un
trouble métabolique appartenant aux désordres de la dégradation des sphingolipides. Ces
molécules sont des composés importants de la membrane plasmique et jouent un rdle dans la
transmission du signal ainsi que dans la reconnaissance des cellules (Tableau III). Parmi celles-
ci se trouvent les cérébrosides, des constituants majeurs de la gaine de my¢éline. L’arylsulfatase
A, codé par le géne ARSA, hydrolyse les cérébrosides sulfatés en cérébrosides (Figure 6 et
Tableau IV). Le dysfonctionnement de cette enzyme va entrainer une augmentation anormale
des cérébrosides sulfatés dans le systéme nerveux central et périphérique conduisant a une
démy¢élinisation, et donc a une leucodystrophie. Il existe trois formes cliniques de la pathologie
selon 1’age d’apparition des symptdmes : forme infantile (avant 30 mois), forme juvénile (entre
30 mois et 16 ans) et une forme adulte (aprés 16 ans) (45). Les patients atteints de la
leucodystrophie métachromatique présentent des symptomes a la fois moteurs (trouble de la
coordination, de la posture, rigidit¢ musculaire, tremblement), cognitifs (trouble de
I’apprentissage, du comportement, de la concentration) ainsi que des convulsions. Pour la forme
adulte, ces symptdmes cognitifs peuvent aboutir a des pathologies neurologiques et
psychiatriques. De maniére générale, on observe une détérioration des fonctions motrices,
cognitives et comportementales allant jusqu’a la décérébration et le déces. Pour le diagnostic
de la maladie, des mesures de I’activit¢ de 1’enzyme sont réalisées sur des prélevements
urinaires. Il existe aujourd’hui deux traitements pour la leucodystrophie métachromatique : la

greffe de moelle osseuse et le Libmeldy.

Sphingosine R
R Nom
H Céramide
Phosphocholine / Phosphoéthanolamine | Sphingomyéline
Ose(s) Glycosphingolipides
Un hexose (glucose ou galactose) | Cérébroside
Plusieurs hexoses neutres Globoside
Plu51eu.rs hexoges ch?rges par un Ganglioside
ou plusieurs acides sialiques

Tableau III : Les différents sphingolipides selon leur structure chimique.
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GM!1
lﬁ-GaI
GM2

l Hexosaminidase

GM3
Gangliosides {
Arylsulfatase A a-Gal -Gal-Glc-
S-Gal-Glc-Céramide ry—b Gal-Gle-Céramide +—— GaI,GaI .GIC Gal-Gal-Céramide
Céramide
Globosides B-Gal a-Gal
M : : Arylsulfatase A
Glc-Céramide ! Sphingomyéline ! Gal-Céramide «— $-Gal-Céramide
I I
I I
Glucocérébrosidase : sMase : Galactocérébrosidase
I A . I
Cérébrosides : » Céramide < : Cerébrosides
Céramidase
Glucocérébrosidase v Galactocérébrosidase
Glc-Sphingosine » Sphingosine <« Gal-Sphingosine

Figure 6 : Métabolisme de la dégradation des sphingolipides. De nombreuses maladies
héréditaires du métabolisme sont impliquées dans la dégradation des sphingolipides. Ce sont
les sphingolipidoses, caractérisées par une accumulation toxique de sphingolipides. Les
enzymes mentionnées ci-dessous sont déficitaires dans ces pathologies. a-Gal = a-
Galactosidase, p-Gal = p-Galactosidase, Gal = Galactose, Glc = Glucose, GM = Ganglioside

Monosialique, S = groupement sulfaté, SMas = Sphingomyélinase.

Pathologie . Ge.n ¢ . Enzyme déficiente Molecul'es
impliqué accumulées
Le’ucodystrophie ARSA Arylsulfatase A Cérébros,ides
métachromatique sulfatés
Maladie de Farber ASAHI Céramidase Céramide
Maladie de Krabbe GALC Galactocérébrosidase | Galactocérébroside
Maladie de Gaucher GBA Glucocérébrosidase Glucocérébroside
Maladie de Fabry GLA a-Galactosidase Globosides
Gangliosidose a GM1 GLBI B-galactosidase GMI1
Gangliosidose a GM2 HEXA HEXB Hexosaminidase GM2
Maladie de Niemann-Pick SMPD1 Sphingomy¢élinase Sphingomy¢line

Tableau IV : Caractéristiques biochimiques des sphingolipidoses. GM = Ganglioside
Monosialique
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Le Libmeldy, ou atidarsagéne autotemcel, est une thérapie génique reposant sur une
administration ex-vivo (46). De la méme maniére que le Strimvelis, des cellules autologues
CD34+ sont prélevées de la moelle osseuse. Elles sont ensuite transfectées par un lentivirus
contenant le géne de I’arylsulfatase A humaine puis sont enrichies. Administrées par perfusion
intra-veineuse a une quantité de 3 x 10° cellules CD34+/kg, les cellules transfectées vont se
greffer a I’organisme et exprimer I’arylsulfatase A humaine. Ce traitement est indiqué pour les
patients atteints de la leucodystrophie métachromatique caractérisée par des mutations

bialléliques du géne ARSA.

Vingt-neuf patients présentant soit des formes infantile ou juvénile précoce ont été inclus au
cours d’essais cliniques (46—48). Certains n’avaient pas d’atteinte neurologique, ils ont été
décrits comme présymptomatiques. Les autres ont été décrits comme symptomatiques précoces.
Tous ces patients ont été comparés a une cohorte dite historique composée de 31 malades non
traités. Les critéres d’efficacité de ces études cliniques reposaient sur le score de la mesure de
la fonction motrice globale (MFMG) ainsi que de I’activité de ’arylsulfatase A. Il a été montré
une différence moyenne significative entre le score MFMG des patients présymptomatiques
traités et le score MFMG des patients présymptomatiques non traités. Chez les patients
présentant une forme infantile, une différence moyenne de 71 % a été observée 2 ans post-
administration allant jusqu’a 79,8% 3 ans post-administration. Cette tendance a 1’amélioration
du score MFMG a aussi été observée chez les patients atteints d’une forme juvénile précoce,
avec une différence moyenne de 52,4,% 2 ans post-administration et de 74,9% 3 ans post-
administration. L’étude comparative concernant le score MFMG pour les patients avec des
symptomes précoces n’a pas montré de résultat significatif. Concernant 1’activité de
I’arylsulfatase A, une augmentation significative a ¢été montrée chez les patients
présymptomatiques (multiplié par 20) et chez les patients avec des symptomes précoces
(multiplié par 4,2). Parmi les effets indésirables observés, seule la présence d’anticorps ARSA
est liée au Libmeldy. Les autres effets indésirables sont plus liés a la pathologie ou aux méthodes
d’administration. Au vu des résultats cliniques, le CTA de I’AEM propose que le Libmeldy soit
indiqué chez les patients atteints de la forme infantile ou juvénile précoce, sans manifestation
clinique et chez les patients atteints de la forme juvénile précoce avec une capacité de marche
et avant tout déclin cognitif. Ce médicament obtient ’AMM en décembre 2020. De son coté,
la CT de la HAS évalue le SMR comme important et I’amélioration du SMR (ASMR) comme

modérée pour les patients atteints de la forme infantile ou juvénile précoce, sans manifestation
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clinique. Pour les patients atteints de la forme juvénile précoce avec des manifestations

cliniques, le SMR est insuffisant selon le CT de la HAS (47).

iv. Cas de I'Upstaza dans le déficit en décarboxylase des acides

L-aminés aromatiques

Le déficit en décarboxylase des acides L-aminés aromatiques fait partie des désordres
des neurotransmetteurs et plus précisément des monoamines. En effet, 1’acide L-aminé
aromatique décarboxylase (AAAD), codée par le géne DDC, catalyse la décarboxylation de la
L-Dopa et de la L-5-hydroxytryptophane en dopamine et sérotonine respectivement. Un déficit
de cette enzyme conduit donc a un déficit combiné en sérotonine et dopamine mais aussi en
noradrénaline et adrénaline, la dopamine étant un précurseur de ces deux derniers
neurotransmetteurs (Figure 7). Ce déficit combiné se traduit sur le plan clinique par des
symptomes moteurs, plus ou moins liés au systeme central autonome, tels que 1’hypotonie
musculaire, les crises oculogyriques, la dystonie, un retard de développement, des ptosis, ainsi
que par des symptdmes non moteurs tels que des troubles du sommeil, de I’alimentation, de la
thermorégulation et une déficience intellectuelle. Cette pathologie se déclarant de maniére
générale avant un an peut mener au déces pour les formes séveres. Le diagnostic repose sur un
dosage des amines biogenes, une mesure l’activité enzymatique ainsi qu’une analyse
mutationnelle. Un dépistage néonatal est possible par la mesure d’un métabolite de la L-Dopa
(3-O-méthyldopa). FEtant donné que la pathologie est complexe et touche plusieurs
neurotransmetteurs, le traitement pour ces patients repose sur 1’utilisation de plusieurs classes
pharmacologiques telles que les agonistes de la dopamine, les inhibiteurs des monoamines
oxydases, les anticholinergiques, les antiépileptiques, et le phosphate de pyridoxine (49).

Depuis 2022, il existe une thérapie génique disponible sur le marché, I’Upstaza.
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Tyrosine

hydroxylase AAAD DBH
Tyrosine — L-Dopa Dopamine

Noradrénaline Adrénaline

AAAD

Sérotonine

Tryptophane —— 5-HTP

Figure 7 : Biosynthése des catécholamines et de la sérotonine. Les enzymes ci-dessous sont
déficitaires dans certains désordres du métabolisme des monoamines. 5-HTP = 5-
HydroxyTriptophan, AAAD : Acide L-Aminé Aromatique Décarboxylase, DBH = Dopamine f3-
Hydroxylase.

L’¢ladocageéne exuparvovec, aussi appelé Upstaza, est une thérapie génique reposant sur
I’administration de la partie codante du géne DDC au sein d’un virus adénoassocié de sérotype
2 (AAV2) (50). Cette unique administration se fait en perfusion intraputaminale a une
concentration de 1,8 x 10! génomes de vecteur (vg). Cette perfusion est permise par la
neurochirurgie. Une fois administré, le traitement va permettre I’expression du geéne et donc la
production de I’enzyme déficitaire. Afin d’éviter la survenue de toute complication (ici,
saignement), un examen d’imagerie par tomodensitométrie est réalisé en post-opératoire ainsi

que deux visites de suivi a 7 et 21 jours post-opératoire.

Durant les essais cliniques, 21 patients ont recu une dose d’Upstaza a 1,8 x 10! vg et 5 patients
a 2,4 x 10" vg (50-52). Le critére principal d’efficacité était la mesure de 4 étapes de
développement moteur par 1’utilisation de I’échelle PDMS-2 (Peabody Developmental Motor
Scale). Celle-ci repose sur 1’acquisition d’étapes majeures dans la motricité fine et globale chez
I’enfant de moins de 5 ans. Les 4 étapes de développement moteur correspondent au maintien
complet de la téte, se tenir sans assistance, se tenir avec assistance et marcher avec assistance.
On observe pour les patients ayant recu 1,8 x 10! vg de traitement, une acquisition de ces
étapes chez au moins 25% des patients au bout de 5 ans de suivi, excepté pour la marche avec
assistance (Tableau V). Pour les patients ayant recu 2,4 x 10'! vg d’Upstaza, on observe une
acquisition du maintien complet de la téte et de la position assise sans assistance. Les résultats
avec la forte dose n’ont pas montré d’amélioration significative par rapport aux résultats avec
la faible dose. De plus, il est a noter que 18 patients ont été comparés avec une cohorte
historique (82 patients non traités) ou pour cette derniére aucune acquisition des étapes de
développement moteur n’est observée. Au niveau de la sécurité et de la tolérance du

médicament, les effets indésirables relevant d’intérét particulier sont les dyskinésies qui sont
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observées chez tous les patients et qui sont considérées comme liées au traitement. Ces
manifestations peuvent étre prises en charge par un traitement anti-dopaminergique. Etant
donné qu’aucun patient 4gé de moins de 18 mois n’a été testé cliniquement, 1’indication retenue
pour 1I’Upstaza concerne les patients atteints de déficit décarboxylase des acides L-aminés
aromatiques de plus de 18 mois. Avec ces résultats, I’AEM décide en juillet 2022 d’autoriser la

mise sur le marché de 1’Upstaza.

Maintien Tenir assis sans | Tenir debout Marcher avec
complet de la . . .
tate assistance avec assistance assistance
1,8 x 10 vg
'Qﬁ'zuzs'l‘;” 0 | 0% | 0o | 0% | 0o | 0% | 0 | 0%
1an (n=21) 4 19% 0 0% 0 0% 0 0%
2 ans (n=18) 9 50% 3 17% 2 11% 0 0%
5 ans (n=8) 4 50% 7 88% 2 25% 0 0%
2,4 x 101 vg
Inclusion (n=5) 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
1 an (n=5) 3 60% 1 20% 0 0% 0 0%

Tableau V : Résultats clinique de la mesure de 4 étapes de développement moteurs selon
I’échelle PDMS-2. Cette évaluation clinique est réalisée sur des patients atteints du déficit en
décarboxylase des acides L-aminés aromatiques et ayant regu soit 1,8 x 10! vg ou 2,4 x 10"
vg d’Upstaza. Certains patients sont suivis sur 5 ans.

B. Autres médicaments testés au sein d’essais cliniques

De nombreux essais cliniques sur les thérapies géniques ont €té entrepris ces dernicres
années. Soixante-dix-huit thérapies géniques ont été étudiées ou sont étudiées dans 113 essais
cliniques (Annexe II, liste non exhaustive). La grande majorité de ces études ont commencé
apres 2014 et sont de phase I ou II. Cela correspond a 1’évaluation de la sécurité et de I’efficacité
du médicament. De plus, environ 2/3 de ces essais cliniques sont toujours en cours (Figure 8).
Concernant les traitements testés cliniquement, une trés grande majorité utilise le virus
adénoassocié¢ comme vecteur (Figure 9). Le lentivirus et le rétrovirus sont aussi utilisés mais
dans des proportions moindres. Enfin, ces thérapies géniques sont testées sur de nombreuses
pathologies, majoritairement sur des désordres de la dégradation des molécules complexes
(Céroide lipofuscinose neuronale, mucopolysaccharidoses, sphingolipidoses) (Figure 10). Nous
allons nous concentrer ici sur plusieurs pathologies : la maladie de Pompe, les

mucopolysaccharidoses et la maladie de Canavan.
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= En cours

= Terminé

Figure 8 : Répartition des essais cliniques selon leur statut. Les essais cliniques en cours
comprennent a la fois ceux dont le recrutement de patients est en cours et ceux dont le
recrutement de patients est terminé. Les essais cliniques terminés désignent aussi les essais
cliniques terminés précocement.

3%

= AAV
= Lentivirus

= Retrovirus

Figure 9 : Vecteurs utilisés dans les thérapies géniques testées cliniquement. A4} =
Adeno-associated virus
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m Désordres du métabolisme des acides aminés

m Désordre de la glycolyse et du métabolisme du
glycogene
Désordres du métabolisme des lipides et des
lipoprotéines
28% Céroi . .
13% éroides lipofuscinoses neuronales

® Mucopolysaccharidoses
= Sphingolipidoses

m Autres désordres

8%

16%

Figure 10: Indications des thérapies géniques testées cliniquement. Les céroides
lipofuscinoses neuronales, les mucopolysaccharidoses et les sphingolipidoses font partie des
désordres de la dégradation des molécules complexes.

i. Maladie de Pompe

La maladie de Pompe, aussi appelé déficit en alpha glucosidase acide ou glycogénose
de type II, fait partie de la grande famille des glycogénoses. Ces pathologies ont pour point
commun leur implication dans le métabolisme du glycogene et du glucose indirectement. Dans
la nouvelle classification de 2021, ce groupe de pathologies a été réparti dans différentes
catégories (désordre de la glycolyse, désordre du métabolisme du glycogene...) et la maladie
de Pompe fait partie des désordres de la dégradation des molécules complexes. En effet,
I’enzyme défectueuse, 1’alpha glucosidase acide, codée par le géne GAA, hydrolyse la
dégradation lysosomale du glycogeéne (Figure 11). Un déficit en cette enzyme entraine une
accumulation de glycogeéne lysosomal et plus particulierement dans les cellules musculaires
(squelettiques, cardiaques et lisses), hépatiques et neuronales. Cela engendre une perturbation
de I’architecture et de la structure de ces cellules. D’un point de vue clinique, les patients
peuvent présenter une cardiomyopathie hypertrophique sévere, une faiblesse musculaire, un
retard de développement, ainsi qu’une insuffisance respiratoire. Il existe deux formes de cette
pathologie : une forme infantile et une forme retardée. Elles se différencient par 1’age
d’apparition des premiers symptomes, avant un an pour la forme infantile, ainsi que par
’atteinte de certains organes, comme les complications cardiaques pour la forme retardée. C’est
une pathologie trés grave qui peut amener au déces avant les 2 ans du patient s’il n’est pas traité.

Le traitement actuel pour la maladie de Pompe est basé sur une enzymothérapie de substitution.
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I1 s’agit d’une forme recombinante de 1’alpha glucosidase acide humaine. Ce traitement permet
une amélioration de la fonction musculaire, des étapes de développement ainsi qu’une
augmentation de la survie. Cependant la faiblesse musculaire persiste malgré le traitement tout
comme les difficultés de marche et les patients ont toujours besoin d une assistance respiratoire.
De plus, il a été montré que ’alpha glucosidase acide ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique donc il est observé une accumulation de glycogéne dans les neurones. L’efficacité
de ce traitement se trouve limitée. Plusieurs équipes ont alors essayé de développer une thérapie
génique pour cette pathologie. Sept thérapies géniques, toutes basées sur un AAV, sont testées
dans 9 essais cliniques en cours ou terminés sur des patients atteints de la maladie de Pompe.

Seuls deux essais cliniques ont publié des résultats.

Glycogéne,
Glycogénine
Glycogéne synthase

Enzyme de branchement du glycogéne

a-Glucosidase Glycogéne phosphorylase / EDG

| |
| |

i Glycogéne, |, i Glycogéne, Glycogeéne, |
I { I \

| |

| |

I I

| |

D-Glucose Glucose-1-P

Lysosome
L

[ Phosphoglucomutase
Glucose-6-P

Figure 11 : Métabolisme du glycogéne. Certaines glycogénoses sont impliquées dans le
métabolisme du glycogeéne. Les enzymes mentionnées ci-dessous sont déficitaires dans ces
glycogénoses. EDG : Enzyme de débranchement du glycogene, P = groupement phosphate

Un premier essai clinique (NCT00976352) de phase I/II a testé la sécurité et I’efficacité du
rAAVI-CMV-hGAA (53-55). Cette thérapie génique consiste en l’administration intra-
musculaire, au niveau du diaphragme, du géne GAA humain au sein d’un adénovirus associ¢ de
sérotype 1 recombinant (rAAV1). Cette étude a inclus 9 patients recevant deux doses distinctes
de rAAV1-CMV-hGAA : soit 1.0 x 102 vg (3) ou 5.0 x 10'% vg (6). L’ objectif était d’évaluer la
sécurité du traitement et I’impact sur la fonction motrice du diaphragme et donc sur la fonction
respiratoire des patients. Cette étude a montré une sécurité globale de la thérapie génique. En
effet, 1’augmentation des anticorps anti-AAV1 fut controlée par [’utilisation d’un

immunomodulateur. De plus, les effets indésirables séveres observés furent liés soit a la
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pathologie (un déceés suite a une hémorragie intracranienne), soit a la procédure
d’administration (douleur, pneumothorax, contusion pulmonaire, effusion pleurale). Aucun
effet indésirable ne fut li¢ au traitement étudi€. Il a été aussi montré une amélioration du volume
courant, du débit inspiratoire de pointe, ainsi que de la fonction motrice du diaphragme.
Cependant, il n’a été observé aucune variation de la pression inspiratoire maximale, une mesure
importante de la force des muscles respiratoires. Les auteurs ont mis en évidence de nombreuses
limites concernant cette étude telles qu’une cohorte faible, 1’absence de placebo. De nouvelles
investigations doivent étre entreprises afin d’affiner les résultats sur I’efficacité et la sécurité de

cette thérapie génique avec un suivi des patients sur le long terme.

Un autre essai clinique (NCT03533673), toujours en cours, de phase I/II étudie I’efficacité et la
sécurité du AAV8-LSPhGAA, une thérapie génique reposant sur I’administration par voie
intraveineuse du géne GAA4 humain au sein d’un AAVS (56). Le protocole clinique repose sur
un traitement d’enzymothérapie de substitution pendant 26 semaines couplé a I’injection de la
thérapie génique et une prophylaxie de prednisolone pendant 16 semaines avec 12 semaines de
diminution de dose progressive. A I’heure actuelle, 3 patients ont été inclus dans cette étude
clinique et ont regu une dose de 1.6 x 10'? vg/kg de AAV8-LSPhGAA. Concernant la sécurité
du médicament, plusieurs effets indésirables ont été observés. Deux patients ont présenté des
maux de téte, des myalgies ou une augmentation des transaminases pouvant étre en lien avec le
traitement testé. Un patient a souffert d’effets indésirables plus sévéres comme une
déshydratation, une embolie pulmonaire, et une ostéomyélite mais ceux-ci ne sont pas reliés a
la thérapie génique. Concernant la réponse immunitaire, les anticorps anti-AAVS8 ont trés peu
augment¢ suite a la thérapie génique. D’un point de vue de I’efficacité, il a ét€ montré une
augmentation de la concentration d’alpha glucosidase dans le sérum et les muscles. Cependant,
la concentration de glycogene dans le muscle ainsi que la concentration urinaire de tétraglucose,
un marqueur de I’accumulation de glycogene, sont restées stables apreés 52 semaines de
traitement. De plus, les résultats des tests des fonctions moteurs et pulmonaires n’ont pas changé
de maniére significative. Il a été montré a travers cet essai clinique, la sécurit¢é du AAVS-
LSPhGAA ainsi que sa spécificité musculaire. Cependant, I’efficacité n’a ét¢ démontrée que

partiellement et le faible nombre de patients est une limite importante de cette étude clinique.
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ii. Maladie de Sanfilippo

La maladie de Sanfilippo, ou mucopolysaccharidose de type 3 (MPSIII), est une
pathologie appartenant aux désordres de la dégradation des molécules complexes. Il s’agit ici
de la dégradation des glycosaminoglycanes, des constituants de la matrice extra-cellulaire, et
plus précisément de 1’héparane sulfate. La dégradation de cette molécule est permise par
différentes enzymes (Figure 12). Des variants de 4 génes, codant pour certaines de ces enzymes
de dégradation, causent la maladie de Sanfilippo. On distingue alors 4 formes de la pathologie
en fonction du gene impliqué (Tableau VI). La forme A et B sont les plus fréquentes. Un
dysfonctionnement de 1’'une de ces enzymes conduit a une accumulation d’héparane sulfate
partiellement dégradée. Cette accumulation anormale est toxique notamment au niveau du
systéme nerveux central. De maniére générale, les patients présentent une neurodégénérescence
se traduisant par un retard cognitif, des comportements anormaux et une déficience
intellectuelle. Ces symptomes apparaissent apres 2 ans et évoluent progressivement jusqu’a une
mort prématurée du patient. Il est a noter qu’il existe une grande variabilité des symptomes
notamment au niveau de leur gravité ou de la progression de la pathologie. Il n’existe
aujourd’hui que des traitements symptomatiques. En 1’absence de traitement efficace, la
thérapie génique peut étre une bonne solution thérapeutique. En effet, 10 essais cliniques sont
en cours ou terminés et portent sur 1’efficacité et la sécurité de 6 nouveaux traitements. Des
résultats ont été publi€s pour 3 essais cliniques. Il est a noter qu’une thérapie génique, I’ABO-

102, est actuellement testée au sein d’une étude de phase I11.

Quatre patients atteints de la maladie de Sanfilippo de type A ont été inclus dans un essai
clinique de phase I/Il (NCT01474343) portant sur ’efficacité et la sécurité d’une thérapie
génique (57). Celle-ci consistait en I’administration du gene SGSH et du gene SUMF'] au sein
d’un AAV10. Pour rappel, le géne SGSH est le géne causal dans la maladie de Sanfilippo de
type A et le gene SUMF I code pour une enzyme activant la N-sulfoglucosamine sulfohydrolase,
codée justement par le géne SGSH. Les patients ont recu 7.2 x 10'! vg de ce traitement par une
injection intracérébrale. Les criteres d’évaluation primaire concernaient la sécurité et la
tolérance de la thérapie génique testée. Aucune variation physique et physiologique n’a été
observée au niveau des organes vitaux (cceur, rein, foie, rate). De méme aucune variation des
normes biologiques n’a été observée. Quatre-vingt-sept effets indésirables ont été répertoriés
dont 5 séveres mais aucun d’entre eux n’a €té reli€¢ a la thérapie génique ou au traitement

immunosuppresseur prévu dans le protocole clinique.
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Héparane sulfate

Iduronidase-2-sulfatase Facteur I de
modification de
Iduronidase la sulfatase (SUMFI)

N-sulfoglucosamine sulfohydrolase -—I/

Héparane-a-glucosaminide N-acétyftransferase

B-glucuronidase

N-acétylglucosamine-é-sulfatase

Héparane sulfate dégradé

Chondroitine sulfate Dermatane sulfate
N-acétylgalactosamine-6 sulfatase Iduronidase-2-sulfatase
B-glucuronidase Iduronidase
Arylsulfatase B B-glucuronidase
Chondroitine sulfate dégradé Arylsulfatase B
Kératane sulfate Dermatane sulfate dégradé
N-acétylgalactosamine-6 sulfatase Acide hyaluronique
[B-galactosidase Hyalurenoglucosaminidase
Kératane sulfate dégradé Acide hyaluronique dégradé

Figure 12 : Dégradation des glycosaminoglycanes. Les mucopolysaccharidoses sont des
pathologies ou la dégradation des glycosaminoglycanes n’est pas assurée. Les enzymes
mentionnées ci-dessous sont dysfonctionnelles dans ces pathologies.

Concernant I’efficacité du traitement étudié, il a été montré une légére amélioration au niveau
de I’atrophie cérébrale ainsi que sur des tests d’évaluation comportementale. Cependant, les
tests d’évaluation cognitive et motrice sont restés stables malgré I’administration de la thérapie
génique. Il est possible que ces tests neurologiques soient sujets a une variation naturelle et
donc non liés a I’action du traitement. Il est a noter que les marqueurs biologiques utilisés dans
I’essai clinique, permettant d’évaluer I’efficacité du traitement, n’ont pas ¢€té validés dans la
maladie de Sanfilippo de type A avant le début de I’¢étude. Pour résumer, cette thérapie génique
est siire et bien tolérée par les patients cependant son efficacité doit étre évaluée a nouveau, par

exemple avec des doses plus importantes.
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Molécules
MPS Pathologie . Ge.n ¢ , Enzyme déficiente acc1.1mulees,
impliqué partiellement
dégradées
Maladie de
MPS 1 Hurler/Hurler- IDUA Iduronidase HS, DS
Scheie/Scheie
MPS .
1 Maladie de Hunter IDS Iduronate-2-sulfatase HS, DS
MPS Maladie de N-sulfoglucosamine
IITA | Sanfilippo de type A SGSH sulfohydrolase HS
MPS Maladie de ..
1B | Sanfilippo de type B NAGLU | o-N-acetylglucosaminidase HS
. Héparane-a-
li/IIIP CS San ﬁl\l/ilalzi)dziee(:e . C HGSNAT glucosaminide N- HS
pp P acétyltransferase
MPS Maladie de N-acetylglucosamine-6-
IID | Sanfilippo de type D GNS sulfatase HS
MPS | Maladie de Morquio N-acetylgalactosamine-6
IVA de type A GALNS sulfatase KS, €8
MPS | Maladie de Morquio .
IVB de type B GLBI B-galactosidase KS
MPS Maladie de
VI Maroteaux-Lamy ARSB Arylsulfatase B DS, CS
MPS . .
VII Maladie de Sly GUSB B-glucuronidase HS, DS, CS
MPS Déficit en . Acide
X hyaluronidase HYALI Hyaluronoglucosaminidase hyaluronique
Tableau VI : Caractéristiques biochimiques des mucopolysaccharidoses. CS =

Chondroitine sulfate, DS : Dermatane sulfate, HS : Héparane sulfate, KS = Kératane sulfate,

MPS : Mucopolysaccharidose.

Un autre essai clinique de phase II/IIT (NCT03612869) sur la méme pathologie a testé une
thérapie a base d’AAV10 et du géne SGSH sur une patiente de 11 mois (58). Pour I’instant, seul
un article scientifique a relaté des résultats cliniques. Le point le plus important de cet article
mentionne 1’apparition de I€sions cérébrales au niveau du site d’injection visibles par imagerie
par résonnance magnétique (IRM). De plus des défauts au niveau des oligodendrocytes et
astrocytes ont €té retrouvés sur les analyses histologiques de la patiente. Selon les auteurs,
I’explication la plus probable de ces Iésions serait une surexpression de I’enzyme transduite.
Cela pourrait conduire a une altération de cellules transduites ainsi que de la composition de la
matrice extra-cellulaire et in fine a des 1ésions cérébrales. Les analyses sur ’efficacité de cette

thérapie génique ne sont pas encore publiées.
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Outre la maladie de Sanfilippo de type A, une partie des essais cliniques s’intéresse a la maladie
de Sanfilippo de type B. Parmi eux, un essai clinique de phase I/II (NCT03300453) a inclus 4
patients (59,60). Dans cette étude, le géne NAGLU, codant pour I’enzyme dysfonctionnelle dans
cette pathologie, a été¢ administré par voie intracérébrale au sein d’un AAV2/5 recombinant. Au
niveau de la sécurit¢ du médicament, les patients ont souffert de différents événements
indésirables, plus présents sur les 30 premiers mois (117) que sur les 36 derniers mois (30).
Parmi ceux-ci, 3 sont séveéres (2 sujets présentant une gastro-entérite et un sujet présentant un
polype nasal) et peuvent étre en lien avec I’immunosuppresseur. Aucun effet indésirable n’a été
relié au traitement étudié ainsi qu’a son administration. Les patients ont présenté une réponse
immunitaire, notamment par les lymphocytes T, assez importante. Cette réponse a persisté sur
le long terme notamment par la circulation de lymphocytes mémoires et effecteurs. Cela montre
une absence de tolérance induite et justifie 1’utilisation d’un immunosuppresseur. Concernant
I’efficacité du traitement étudié, un seul patient a montré des améliorations au niveau des tests
neurologiques ainsi qu’au niveau de 1’activité de I’enzyme (environ 20% [’activité enzymatique
observée chez les enfants sains). De plus, les IRM du cerveau ont montré une absence d’atrophie
pour ce patient. Cependant, les trois autres patients n’ont eu aucun changement sur les trois
criteres d’évaluation. Les auteurs avancent plusieurs hypothéses face a ces résultats. Une
administration au-dela de 24 mois pourrait atténuer les effets thérapeutiques de méme qu’une
dose trop faible. Il est aussi supposé qu’une administration extra-cérébrale pourrait donner
d’autres résultats cliniques. Enfin, la bonne réponse thérapeutique pourrait étre expliquée par
une variation phénotypique opportune (réponse immunitaire, géne modificateur, profil
mutationnel). Cette étude montre la sécurité du médicament ainsi que des indications pour

d’autres essais cliniques a venir.

iii. Maladie de Hurler et maladie de Hunter

La maladie de Hurler fait aussi partie des désordres des glycosaminoglycanes. Il s’agit
de la mucopolysaccharidose de type 1 (MPSI). L’enzyme défectueuse dans cette pathologie est
I’iduronidase, codée par le géne IDUA, et permet la dégradation de la dermatane sulfate et de
I’héparane sulfate (Figure 12). Une accumulation de ces molécules partiellement dégradées va
étre la cause de dysfonctionnements sur plusieurs organes et tissus. Les patients présentent de
maniere générale des altérations musculo-squelettiques (dysmorphisme facial, dysostose

multiple, petite taille) et un retard de développement avec une détérioration cognitive et
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sensorielle. Il est aussi observé la présence d’une atteinte cardiorespiratoire, d’organomégalie
(foie, rate...) ainsi que d’une opacité¢ cornéenne. On distingue trois formes cliniques de cette
pathologie qui correspondent au degré de sévérité¢ des symptdmes. La maladie de Hurler est la
forme la plus grave avec des premiers symptomes avant 1 an. La maladie de Hurler-Scheie est
décrite comme une forme intermédiaire avec les symptomes décrits ci-dessus mais avec une
intelligence quasi-normale. Enfin, la maladie de Scheie est la forme la plus 1égére, apparaissant
aprés 5 ans et souvent a 1’age adulte. Les patients atteints de cette forme présentent des
symptomes plus l€gers notamment avec une taille normale et une absence de déficit intellectuel.
Une autre pathologie est a mettre en lien avec la mucopolysaccharidose de type I, il s’agit de la
mucopolysaccharidose de type II (MPSII) ou encore maladie de Hunter. Similaire d’un point
de vue clinique, excepté pour 1’opacité cornéenne, cette pathologie présente des similitudes
aussi physiopathologiques. En effet, il est aussi observé une accumulation de dermatane sulfate
et d’héparane sulfate partiellement dégradées (Tableau VI). Mais cette fois, cela est li¢ au
dysfonctionnement d’une autre enzyme, 1’iduronate sulfatase, codé par le géne /DS localisé au
niveau du chromosome X. Pour ces deux pathologies, les méthodes de diagnostic reposent sur
la détection de concentration élevée des glycosaminoglycanes en question, ainsi que sur une
faible activité enzymatique. Cela peut étre confirmé par analyse génétique. D un point de vue
thérapeutique, il existe une enzymothérapie de substitution disponible pour les deux
pathologies. Cependant certains symptomes ne sont pas traités, notamment au niveau cérébral.
Une greffe de cellules souches hématopoiétiques est possible pour les patients atteints de la
MPSI mais avec la présence des mémes inconvénients que ceux de 1’enzymothérapie de
substitution. De nombreux essais cliniques en cours ou terminés testent des thérapies géniques
comme alternative thérapeutique. Parmi eux, I’OTL-203, une thérapie génique basée sur un
lentivirus, est actuellement testée en phase III. Seuls deux essais cliniques ont publi¢ des

résultats.

Huit patients atteints de la MPSI ont été inclus dans un essai clinique de phase I/I
(NCTO03488394) et ont regu une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques
génétiquement modifiées (61). Ces cellules ont été transduites par un lentivirus contenant la
partie codant du gene IDUA. Les patients ont présenté une bonne tolérance avec une disparition
des anticorps anti-IDUA, 3 mois apres la greffe. Un seul effet indésirable grave
(hypersensibilité) sur les 19 observés a été relié au traitement. Au niveau biologique, il a été
montré a 12 mois des niveaux supra-physiologiques de I’activité sanguine de I’enzyme. De

plus, I’excrétion urinaire des glycosaminoglycanes a diminué a des niveaux normaux ou quasi-
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normaux pour tous les patients. Les mesures dans le liquide cérébrospinal ont montré des
niveaux détectables de 1’enzyme cérébrospinal a 3 mois ainsi qu’une diminution des
glycosaminoglycanes. En plus des marqueurs biologiques, les patients ont maintenu leurs
capacités motrices avec une amélioration au niveau des articulations des coudes et des genoux
et les altérations observables en IRM se sont stabilisées. Malgré ces indicateurs positifs, la taille
des patients n’a pas significativement changé. Cette étude clinique a réussi & montrer la
pertinence de cette thérapie génique notamment sur les modifications intéressantes observées
sur I’activité enzymatique ou les concentrations en glycosaminoglycanes. Cependant les
niveaux des marquages génétiques ont vari¢ au sein de la cohorte. Cela peut étre amélioré par
une étude cas-témoin. De plus, un suivi sur le long-terme ainsi qu’une évaluation des

manifestations squelettiques doivent étre envisages.

Une nouvelle thérapie génique a été développée au sein de trois essais cliniques (62). Celle-ci
repose sur I’utilisation de trois vecteurs recombinant (AAV2/6) contenant le géne d’intérét dans
I’un et des nucléases a doigt de zinc dans les deux autres. Ces enzymes de restriction artificielles
comprennent un domaine de liaison a I’ADN et un domaine nucléase. Ici, les nucléases a doigt
de zinc vont spécifiquement créer une cassure double-brin au niveau de I’intron 1 du geéne de
I’albumine. Ce locus a été choisi parce qu’il permet des niveaux d’expression transgénique
¢levés et durables sans altérer I’environnement génétique. Cette technique a été testée sur 3
patients atteints de MPSI (NCT02702115), 9 patients atteints de MPS II (NCT03041324) et sur
1 patient atteint d’hémophilie B (NCT02695160). Ici, nous allons nous intéresser aux patients
atteints de mucopolysaccharidose de type I et II. La thérapie génique développée pour les
patients atteints de la MPSI contient le géne /DUA humain au sein d’un AAV2/6. Pour les
patients atteints de la MPSII, la thérapie génique utilisée contient le géne /DS humain au sein
d’un méme vecteur et trois dosages différents ont été testés (5 x 10'2, 1 x 103 et 5 x 10" vg/kg).
Pour tous les patients, les thérapies géniques testées ont €té bien tolérées méme pour la forte
dose. Aucun effet indésirable grave n’a été relié aux traitements, et 33 effets indésirables légers
ont ¢été observés et résolus. Il est a noter, cependant, une €lévation des transaminases et des
désordres hépato-biliaires chez les patients atteints de la MPSII. Concernant 1’évaluation de
I’activité transgénique, il a été observé aucune augmentation chez les patients atteints de MPSI
et une augmentation uniquement au niveau des leucocytes chez les patients atteints de MPSII.
Il a été aussi montré que la concentration d’héparane sulfate a augmenté dans les urines chez
les patients atteints de MPSI et MPSII. D’un point de vue clinique, aucun changement

significatif n’a ét¢ démontré. Cette technique a réussi a démontrer une bonne sécurité et
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tolérance cependant 1’expression enzymatique n’a pas €té maintenue sur le long terme dans le

sang.

iv. Maladie de Canavan

La maladie de Canavan, ou déficit en aspartoacylase, est un désordre du métabolisme
des acides aminés, et plus précisément du métabolisme de I’aspartate. Le géne muté dans cette
pathologie est le géne ASPA, codant pour 1’aspartoacylase, une enzyme désacétylant le N-
acetylaspartate en aspartate (Figure 13). Cela va entrainer une augmentation anormale de N-
acétylaspartate au niveau du cerveau provoquant une neuro-dégénération et une
leucodystrophie. Les patients présentent une mégalencéphalie, des retards développementaux
ainsi que des troubles toniques (épilepsie, myoclonie). Ces dégits sur le cerveau sont
irréversibles et peuvent conduire a la mort du patient avant I’age adulte. Le diagnostic de la
pathologie est permis par des tests biochimiques (dosages de la N-acétylaspartate) et des tests
de génétique moléculaire. Il n’existe aujourd’hui aucun traitement curatif pour les patients
atteints de la maladie de Canavan. Le développement d’une thérapie génique semble étre une
solution intéressante pour répondre a ce besoin thérapeutique. Depuis les années 2000, quelques
essais cliniques ont été initiés.

Aspartoacylase

! ' Asparagine synthétase .
N-acétylaspartate Aspartate Asparagine

t |

N-acétyltransférase 8

Figure 13 : Métabolisme de I’aspartate.

Une premiere thérapie génique indiquée dans la maladie de Canavan reposait sur
I’administration du géne ASPA humain au sein d’un virus adénoassocié de sérotype 2 (AAV?2).
Deux études cliniques ont été réalisées sur deux cohortes de patients (63,64). La premicre
consistait en 1’évaluation de la sécurité du médicament. Dix patients ont été inclus dans cet essai
clinique et ont recu 1 x 10'? vg de thérapie génique par voie intra-parenchymateuse. Les
résultats obtenus montrent une bonne tolérance et une bonne sécurit¢ du médicament ainsi
qu’une faible immunogénicité. En effet, seul un effet indésirable grave a été répertorié (fievre
avec vomissement et agitation) et les effets indésirables observés sont classiquement présents

chez les patients atteints de la maladie de Canavan. De plus, un seul patient a présenté un haut
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niveau d’anticorps neutralisant contre I’AAV2. Cette réaction humorale peut étre expliquée par
une exposition antérieure 2 un AAV sauvage. Aucun changement n’a été observé sur les
concentrations de cytokines ou sur la réponse immunitaire. La deuxiéme étude clinique évaluait
le suivi sur le long-terme sur 28 patients recevant une dose de 9 x 10" vg de thérapie génique
par voie intra-parenchymateuse. La cohorte a été scindée en deux avec 13 patients traités d’un
coté et 15 patients non traités d’un autre coté. L’étude a confirmé la bonne tolérance de la
thérapie génique avec aucun effet indésirable reli¢ a celle-ci sur une période de 90 jours. Elle a
aussi mis en évidence une diminution de la N-acétylaspartate au niveau du cerveau chez les
patients traités alors que celle-ci continuait d’augmenter chez les patients non traités. De plus,
des changements significatifs ont été observés au niveau de 1’atrophie cérébrale notamment
pour la région postérieure. Les patients traités ont eu une masse cérébrale stabilisée ou
augmentée. Au niveau des résultats cliniques, les patients traités ont vu des améliorations au
niveau de leur fonction moteur, leur vigilance, leur fonction sociale, leur langage. La majeure
partie des patients traités ont diminué leur traitement antiépileptique du fait de la diminution du
nombre de crise. Cependant, le vecteur utilisé ne cible que les neurones, limitant 1’efficacité de
la thérapie génique. Le ciblage d’autres structures comme les oligodendrocytes ou le cervelet
pourrait permettre une amélioration plus globale de I’atrophie cérébrale ou des fonctions

développementales.

Un essai clinique toujours en cours (NCT05317780) évalue I’efficacité et la sécurité d’une
thérapie génique en acces précoce (65). Un patient de 22 mois a été inclus au sein de cette étude.
Au vu des résultats d’anciennes études cliniques, comme mentionnées ci-dessus, la thérapie
génique testée repose sur une nouvelle approche, une double administration par voie
intraveineuse et par voie intra-cérébroventriculaire. Le patient a regu au total 5 x 10'* vg de
thérapie génique contenant le géne humain ASPA4 au sein d’un AAV9. Les résultats ont montré
une bonne tolérance et sécurité du médicament, avec aucun effet indésirable relié au traitement,
une faible réponse immunitaire et aucune modification sur les valeurs biologiques comme les
transaminases. Il a été observé une diminution importante du niveau de N-acetylaspartate au
sein du liquide cérébrospinal jusqu’a 4 ans apres administration. De plus, le traitement a permis
une amélioration clinique notamment au niveau moteur et visuel. Le patient n’a présenté aucune
manifestation clinique en lien avec la pathologie sur une période de 2 ans ainsi qu’une crise
d’épilepsie sur une période de 5 ans. Concernant le niveau de myélinisation, les mesures
réalisées ont permis de mettre en évidence une amélioration hétérogéne. En effet, ’acces du

traitement a certaines régions du cerveau n’est pas assuré malgré une administration
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intracérébroventriculaire. De futures études sur une plus grande cohorte de patients sont

nécessaires afin de mieux étudier I’efficacité et la sécurité de cette thérapie génique.
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V. Conclusion

La thérapie génique dans les maladies héréditaires du métabolisme s’aveére étre une
approche prometteuse et possible sur plusieurs points. Tout d’abord, les médicaments testés et
approuveés montrent des résultats concluants. En effet, le Strimvelis, le Libmeldy et I’Upstaza
(3 des 5 médicaments a base de thérapie génique) sont toujours commercialisés et permettent
de répondre a des besoins thérapeutiques avec une bonne tolérance et sécurité¢ du médicament,
ainsi qu’une bonne efficacité. Concernant les traitements testés cliniquement, les résultats
disponibles montrent aussi une bonne sécurité. Les essais cliniques sur ces médicaments sont
réalisés sur de nombreuses pathologies et certaines thérapies géniques sont testées lors d’essai
clinique de phase III. Ensuite, I’approche utilisée est plutdt maitrisée dans son ensemble. Le
virus adéno-associé est largement utilisé pour ces pathologies et s’avére étre un bon choix de
vecteur. En effet, il présente de nombreux avantages notamment par ses différents tropismes
tissulaires et cellulaires. Il est aussi a noter que les différentes limites connues de ce vecteur
sont peu rencontrées lors de ces essais cliniques. Par exemple, I’un des inconvénients les plus
importants concerne la forte réponse immunitaire lors d’une ré-administration du vecteur. Celle-
ci n’est pas observée car dans la grande majorité des thérapies géniques dans ces pathologies le
vecteur est administré en une seule fois. D’un autre c6té, les lentivirus sont également utilisés
en tant que vecteur notamment pour les thérapies géniques avec administration ex-vivo.
Différentes voies d’administration ont été étudiées et utilisées afin d’améliorer 1’absorption du
médicament au sein du corps humain. Enfin, les maladies héréditaires du métabolisme étudiées
sont plutdt bien connues. La clinique et la génétique de ces pathologies sont plutdt maitrisées
tout comme la physiopathologie et les mécanismes sous-jacents. Cela a permis de mettre au
point des tests d’efficacité nécessaires pour 1’évaluation thérapeutique. Tous ces éléments
montrent que la thérapie génique est une approche envisageable pour de nombreuses maladies

héréditaires du métabolisme.

Cependant, de nombreuses difficultés sont observées sur ces thérapies géniques. Tout d’abord,
les maladies héréditaires du métabolisme sont des pathologies rares. Il y a donc peu de patients
disponibles pour les essais cliniques, les données biologiques et cliniques peuvent manquer et
certaines de ces pathologies sont encore peu connues. Une autre limite importante a cette
approche thérapeutique concerne 1’efficacité des traitements testés. En effet, celle-ci se trouve
trés hétérogéne d’un essai clinique a un autre, voire d’un patient a un autre. Malgré certains
résultats positifs, ’efficacité générale reste relative en tout point. De plus, 1’utilisation de

marqueurs biologiques peu spécifiques ne permet pas de bien déterminer cette efficacité. Enfin,
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un autre frein au développement de ces thérapies géniques est 1’aspect financier. Ces thérapies

sont trés coliteuses et certains essais cliniques sont abandonnés pour cette raison.

Afin de répondre a ces limites, de nombreux auteurs proposent 1’instauration d’un registre
national pour certaines maladies héréditaires du métabolisme. Cela permettrait tout d’abord
d’accroitre les données cliniques et biologiques sur ces pathologies. De plus, davantage de
patients seraient potentiellement disponibles pour les essais cliniques. Une autre solution serait
I’instauration d’un dépistage néonatal. Les patients ont besoin d’une prise en charge précoce
afin de limiter la progression de la pathologie. Certains résultats sur des traitements testés
mettent en avant la pertinence de traiter les patients avant I’apparition de symptomes. Cela
permettrait d’améliorer 1’efficacité des thérapies géniques testées. D un point de vue technique,
différentes solutions existent. L’'utilisation de nucléases est assez pertinente afin d’assurer
I’intégration du transgéne et donc son expression. Cela pourrait avoir un impact important sur
I’efficacité du traitement. Une autre possibilité concerne 1’intégration de deux transgenes afin
d’agir sur différents éléments de la voie métabolique affectée dans la pathologie. Il est aussi
possible d’administrer le traitement par plusieurs voies d’administration. En effet, certaines
enzymes ne passent pas certaines barrieres biologiques comme la barriere hémato-
encéphalique. De plus, quelques traitements testés montrent un impact plutét local. L’apport
d’une autre voie d’administration permettrait une meilleure distribution du médicament au sein
du corps humain et donc d’améliorer I’efficacité de celui-ci. Enfin, une meilleure prise en
charge financiere notamment au niveau des essais cliniques favoriserait I’essor de nouvelles

thérapies géniques.

Nous avons pu voir que les thérapies géniques au sein des maladies héréditaires du métabolisme
commencent a prendre une place importante dans les différentes thérapies disponibles. Il reste
cependant quelques difficultés pour une meilleure prise en charge des patients par cette
approche thérapeutique. Finalement, la thérapie génique n’a cessé de se développer et proposera

de nouvelles solutions techniques et thérapeutiques dans les années a venir.
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Annexe I : Différentes catégories de la classification internationale des maladies héréditaires du métabolisme avec des exemples. ADNmt

= Acide DésoxyriboNucléique mitochondrial, ARNt = Acide RiboNucléique de transfert.

Catégorie

Exemple

Désordres du métabolisme des acides aminés

Maladie de Canavan, phénylcétonurie, alcaptonurie

Désordres du métabolisme des amines et peptides

Déficit en glutathion synthétase

Désordres du métabolisme des carbohydrates

Déficit en pyruvate kinase, glycogénoses

Désordres du métabolisme des acides gras et corps cétoniques

Déficit en carnitine primaire, acidurie glutarique

Désordres du métabolisme des substrats énergétiques

Déficit en pyruvate déshydrogénase, déficience cérébrale en créatine

Désordres liés a 'ADNmt

Déficit en ARNt mitochondrial

Désordres de la phosphorylation oxydative codés par le noyau

Désordres des complexes de la chaine respiratoire

Désordres de la biosynthése des cofacteurs mitochondriaux

Déficit en coenzyme Q10

Désordres de la maintenance et de la réplication de ' ADNmt

Syndrome de déplétion de ' ADN mitochondrial

Désordres de l'expression des genes mitochondriaux

Déficit en ARNt synthétase mitochondrial, déficit du ribosome mitochondrial

Autres désordres de la fonction mitochondriale

Désordres de la réparation et de la relecture des métabolites

Désordres divers du métabolisme intermédiaire

Hyperoxalurie primaire

Désordres du métabolisme des lipides

Adrenoleucodystrophie lié¢ a I'X, myopathie congénitale myotubulaire

Désordres du métabolisme des lipoprotéines

Déficit familial en lipoprotéine lipase, hypercholestérolémie familiale

Désordres du métabolisme des nucléobases, des nucléotides et
des acides nucléiques

Déficit en adénosine désaminase, déficit en ARNt synthétase

Désordres du métabolisme des tétrapyrroles

Maladie de Crigler-Najjar

Désordres congénitaux de la glycosylation

Désordres de la biogenése, de la dynamique et des interactions
des organelles

Désordres de la biogénése des péroxysomes

Désordres de la dégradation des molécules complexes

Maladie de Pompe, mucopolysaccharidoses, sphingolipidoses

Désordres du métabolisme des vitamines et cofacteurs

Déficit en biotinidase

Désordres des oligo-¢léments et des métaux

Maladie de Wilson, hémochromatose héréditaire

Désordres des neurotransmetteurs

Déficit en décarboxylase des acides L-aminés aromatiques

Désordres métaboliques endocriniens

Hypoglycémie hyperinsulinémique
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Annexe II : Tableau récapitulatif des thérapies géniques testées cliniquement. A4V = Adeno-associated virus, DCIS = Déficit combiné
immunitaire sévere, MCM = Méthylmalonyl-CoA mutase. Liste établie a partir du site hittps://www.clinicaltrials.gov, le 24/06/2024.

Désordres du métabolisme des acides aminés

Pathologie Thérapie génique Vecteur Résultats publiés
e . . - hLB-001 AAV
Acidémie méthylmalonique da a un déficit en MCM SEL-302 AAVS
BBP-812 AAV9
Maladie de Canavan rAAV2-NSE-ASPA-WPRE-bGH | AAV2 recombinant (63,64)

rAAV9-CB6-AspA AAV9 (65)
rAAV-Olig001-ASPA AAV
AAVLKO03hOTC AAV
Déficit en ornithine transcarbamylase DTX301 AAVS
ECUR-506 AAV
BMN 307 AAVS
HMI-102 AAV
Phénylcétonurie HMI-103 AAV
NGGT002 AAVS
SAR444836 AAV

Céroide lipofuscinose neuronale

AAV2CUhCLN?2 AAV?2 (66)

Céroide lipofuscinose neuronale de type 2 AAVrh.10CUCLN2 AAV10 (67)
RGX-381 AAV9
Céroide lipofuscinose neuronale de type 3 AT-GTX-502 AAV9
Céroide lipofuscinose neuronale de type 5 NGN-101 AAV9
Céroide lipofuscinose neuronale de type 6 AT-GTX-501 AAV9

Désordre de la glycolyse et du métabolisme du glycogene

Glycogénose de type la DTX401 AAV8

Glycogénose de type Ila / Maladie de Pompe ACTUS-101 AAVS (56)
AT845 AAVS
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Glycogénose de type Ila / Maladie de Pompe

CRG003

AAV

GC301

AAV9

rAAV1-CMV-GAA AAV1 recombinant (53-55)
rAAV9-DES-hGAA AAV9 recombinant
SPK-3006 AAV
Glycogénose de type b / Maladie de Danon RP-A501 AAV9 (68)
Déficit en pyruvate kinase RP-L301 Lentivirus
Désordres du métabolisme des lipides et des lipoprotéines
Adrenoleucodystrophie lié a I'X CSH CD34+ transduites Lentivirus
AAV-hLDLR AAVS
Hypercholestérolémie familiale homozygote NGGT006 AAV
RGX-501 AAV
Thérapie génique ex-vivo Rétrovirus (69,70)
Myopathie congénitale myotubulaire liée a I'X AT132 AAV8 (71-73)
Mucopolysaccharidoses
CSPH CD34+ transduites Lentivirus (61)
Mucopolysaccharidose de type | RGX-111 AAV9
SB-318 AAV2/6 (62)
Mucopolysaccharidose de type IH OTL-203 Lentivirus
Mucopolysaccharidose de type Il RGX-121 AAVO
SB-913 AAV2/6 (62)
Mucopolysaccharidose de type 11 ABO-102 AAV9
LYS-SAF302 AAV10 (58)
Mucopolysaccharidose de type 1A OTL-201 Lentivirus
SAF-301 AAV10 (57)
. ABO-101 AAV9
Mucopolysaccharidose de type 111B AAV2/5-hNAGLU AAV2/5 (39.60)
Mucopolysaccharidose de type VI AAV2/8. TBG.nhARSB AAV2/8
Sphingolipidoses
Maladie de Fabry 4D-310 AAV
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AMT-191 AAV5
AVR-RD-01 Lentivirus
_ BBM-F101 AAV
Maladie de Fabry FLT190 AAV2/3
Lentivirus Alpha-gal A Lentivirus (74)
ST-920 AAV2/6 (75)
hGlucocérébrosidase cDNA Rétrovirus
AVR-RD-02 Lentivirus
Maladie de Gaucher FLT201 AAV
LY3884961 AAV9
VGN-R08b AAV9
AAVI-GLB1 AAV9
Gangliosidose a GM1 LYS-GM101 AAV10
PBGMO1 AAV9
L . AXO-AAV-GM2 AAVS
Gangliosidose a GM2 TSHA-101 AAVO
. FBX-101 AAV10
Maladie de Krabbe PBKRO3 AAY
AAVrh.10cuARSA AAV10
Leucodystrophie métachromatique CSH CD34+ transduites Lentivirus
TYF-ARSA Lentivirus
Autres désordres
. . .. AT342 AAVS8
Maladie de Crigler-Najjar GNT0003 AAVS 76.77)
DCIS du a un déficit en adénosine désaminase OTL-101 Lentivirus (78)
T , . . . AAV2-hAADC AAV?2 (79)
Déficit en décarboxylase des acides L-aminés aromatiques VGN-R0%b AAVO
) ) UX701 AAV
Maladie de Wilson VTX-801 AAY
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