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Introduction

L’'objectif de cette thése est d’imaginer la stratégie de développement et
d’enregistrement du médicament dit « orphelin » en prenant un exemple concret d’une
pathologie orpheline qui n’a pas encore de thérapie disponible sur le marché.

Cette thése portera sur les aspects techniques et réglementaires du développement
d’'un médicament orphelin. Une partie se basera sur des données scientifiques
publiées concernant le médicament que nous allons étudier et une autre sera donc
fictive, imaginant ce que pourrait étre les potentielles étapes de mise sur le marché
d’un tel traitement au niveau européen et international.

Nous avons donc choisi la Choroidérémie, une pathologie évolutive orpheline de I'ceil
pour développer notre sujet. La choroidérémie fait partie des maladies rétiniennes
héréditaires, un groupe de maladies oculaires rares et hétérogénes causees par des
défauts génétiques et qui entrainent une dégénérescence de la rétine. Elle est due a
des variants du géne CHM sur le chromosome X et codant la protéine d'escorte de
Rab (REP-1, Rab escort protein), une GTPase de la famille Ras. La protéine REP-1
est essentielle a I'activation post-traductionnelle et a la localisation subcellulaire des
protéines Rab de liaison au GTP qui contrélent le trafic des vésicules dans les voies
de la sécrétion et de I'endocytose. Les variations pathogénes de CHM entrainent une
perte d'ancrage des protéines Rab aux membranes donatrices provoquant ainsi la
mort cellulaire, ainsi que les zones d’atrophie et de dégénérescence de la choroide,
de I'EPR et de la rétine, observables au fond d’ceil.

A ce jour, il n’existe aucun traitement permettant de guérir la choroidérémie. La prise
en charge actuelle se compose essentiellement d’'un suivi ophtalmologique périodique
afin d'évaluer la progression de la maladie et ses complications (survenue d'une
cataracte), et de mesures préventives comme le port de lunettes de soleil anti-UV.

Ces dernieres années, la thérapie génique a donné des résultats trés prometteurs
dans le traitement de différentes formes de cécité héréditaire. En effet, la FDA a
approuvé en 2018 une thérapie génique, LUXTURNA® (voretigene neparvovec-rzyl;
Spark Therapeutics Inc., USA), dans le cadre du traitement des maladies héréditaires
de la rétine dues a des défauts bialléliques du gene RPEGS5.

Tout a long de cette thése, nous aborderons la présentation de la pathologie (Partie
1) et la stratégie de développement du potentiel traitement (Partie 2). Nous nous
focaliserons ensuite sur la réglementation relative au développement non clinique et
clinique de ce traitement (Partie 3), le plan d’'investigation pédiatrique (partie 4) et enfin
nous aborderons la stratégie d’enregistrement global pour cette thérapie (Partie 5).
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Partie | : La Pathologie

Dans cette partie, nous allons présenter la choroidérémie en reprenant I'historique de
découverte de la maladie (A), sa clinique ainsi que son évolution (B), sa
physiopathologie (C) et son diagnostic (D). Nous allons ensuite nous focaliser sur son
épidémiologie (E) et les stratégies thérapeutiques actuellement disponibles (F).

A.Historique

La choroidérémie est une dystrophie chorio-rétinienne liée a I'X caractérisée par la
dégénérescence progressive de la choroide, de I'épithélium pigmentaire de la rétine
(EPR) et de la rétine. Cette pathologie affecte principalement les hommes, les femmes
conductrices étant dans la plupart des cas asymptomatiques.

La choroidérémie a été décrite pour la premiére fois en 1872 par Ludwig Mauthnuer,
un ophtalmologue autrichien®. L’absence presque totale de vaisseaux choroidiens a
initialement laissé penser gu'il s'agissait d'une anomalie du développement, semblable
a un colobome choroidien 2.

C’est de cette observation que le terme « Choroidérémie » lui a été attribué. En effet
il s’agit de la combinaison du terme « choroide » (originaire du grec ancien « xopiov »
pour « chorion », et « €ido¢ » pour « forme ») et du suffixe « épnuia », qui signifie «
désert », également en grec ancien®. Ainsi, le nom de la maladie signifie littéralement
« une zone stérile de choroide ». Quelques décennies plus tard, cette hypothese fut
finalement réfutée aprés I'observation d’autres cas et la mise en évidence de la nature
progressive de la maladie. Bien gu’incorrect, le terme choroidérémie reste encore
depuis toutes ces années le seul terme diagnostic utilisé pour cette pathologie.

Une hérédité liée a I'X a été proposée en 1942, mais ce n'est qu'en 1990 que les
délétions du gene CHM causant la choroidérémie ont été décrites, et que le géne
spécifique a été cloné®. Le géne CHM a été I'un des premiers identifiés par clonage
positionnel et I'un des premiers a étre établi comme cause d'une dégénérescence
héréditaire de la rétine. Depuis le début des années 1990, plus de 130 variations
pathogenes du gene CHM ont été découvertes, mais sans avancées thérapeutiques
pour les patients diagnostiqués®.

B.Clinique — Evolution

La choroidérémie est une maladie génétique rare dégénérative de I'ceil, liée a I'’X. Elle
débute la plupart du temps dans I'enfance ou I'adolescence et touche principalement
les hommes. Les femmes peuvent toutefois étre atteintes de la maladie mais ne
présentent en général que peu de symptdmes.

@ Anomalie de développement de la choroide survenant lors de la vie embryonnaire.
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Les premiéres manifestations de cette pathologie sont des problemes de vision
nocturne ou de vision dans des conditions de faible luminosité (héméralopie). Ceci
se traduit par des difficultés a s’adapter a I'obscurité (lors du passage d’un endroit
tres éclairé a un endroit sombre) puis par un rétrécissement progressif du champ
visuel®@.

Il deviendra donc compliqué pour le patient de voir des objets situés dans la périphérie
du regard (en haut, en bas et/ou sur les cotésP) et petit a petit, son champ de vision va
se rétrécir et se limiter a une vision dite “en tunnel”@.

La figure ci-dessous illustre ce que le patient percevra au fur et a mesure de
I'évolution de la maladie.

Figure 1 : Diminution du champ visuel au cours de la choroidérémie®

- A Vision normale.

- B et C: Vision d’'une personne atteinte de la choroidérémie. Le champ visuel
se rétrécit progressivement (B) pour aboutir a la vision dite “en tunnel” (C) au
fur et a mesure de I'avancée de la maladie.

La choroidérémie est une pathologie qui s’exprime par une atteinte bilatérale des yeux.
Au départ, elle est trés discréte et ses manifestations s’aggravent petit a petit pour
devenir génantes vers I'age de 30 ans environ. La vie du patient est impactée de
maniere progressive. Au début, le patient subira une certaine forme de maladresse
dans les gestes de tous les jours, des difficultés a conduire de nuit (et parfois méme
de jour par manque de vision globale de la route), une marche qui devient plus difficile
(d0 a l'incapacité d’éviter des obstacles)®.

Au fur et & mesure, des dyschromatopsies (troubles de la vision des couleurs, plus
particulierement dans 'axe bleu-jaune) apparaissent et une sensibilité accrue a la
lumiére se met en place.

La choroidérémie est une pathologie qui évolue lentement et les patients atteints
gardent généralement longtemps une bonne vision centrale. C’est donc un peu plus
tard que surviennent ces manifestations. Le patient aura des difficultés a réaliser des
activités minutieuses ou de lecture, puis une diminution de la vision précise des deux
yeux. La conséquence la plus importante de la pathologie, la cécité, apparait le plus
souvent vers I'age de 50 ans®.
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Toutefois, I'évolution la choroidérémie varie d’'une personne a l'autre. Il peut arriver
que l'atteinte des yeux ne soit pas symétrique : I'acuité visuelle d’'un ceil peut étre
conservée, contrairement a 'autre. La maladie évolue sur plusieurs dizaines d’années
en continu. Elle présente cependant une alternance entre de longues phases de
stagnation et des phases de dégradations rapides. Certaines personnes vont
conserver une bonne vision et plus tard une petite partie de leur champ visuel jusqu’a
un age avancé et ne présenteront pas nécessairement de cécité compléte a long
terme(@.

La plupart des patients sont myopes et portent, pour pallier ces troubles de la vision,
des lunettes ou des lentilles de contact. La progression de la choroidérémie va
entrainer des difficultés pour 'autonomie, la locomotion et la communication. Il existe
donc de la rééducation fonctionnelle et des aides techniques pour pallier le handicap@.

C.Physiopathologie — Etiologie

Cette sous-partie va se focaliser sur I'aspect phénotypique de la choroidérémie (1),
son génotype (2) et enfin la corrélation entre le phénotype et le génotype de la
pathologie (3).

1. Phénotype

La perte de la vision peut étre expliquée par la destruction progressive des cellules de
la rétine sensibles a la lumiére, appelées photorécepteurs (cones et batonnets). C’est
la disparition de ces photorécepteurs qui diminue la capacité de la rétine a répondre a
la lumiére.

Cette disparition des photorécepteurs est détectable par 'ophtalmologue a I'aide d’'un
fond d’ceil. Il peut ainsi visualiser des plages claires, traduisant la perte de la choroide
et de I'épithélium pigmentaire. On parle alors d‘atrophie chorio-rétinienne.

Cette insensibilité rétinienne provoque, au fil de I'évolution de la maladie, I'apparition
de lacunes dans le champ visuel, appelées scotomes, qui, dans la plupart des cas,
fusionneront en périphérie pour former la vision dite “en tunnel”®.

Pour mieux appréhender le phénotype de la choroidérémie, nous présenterons
quelques rappels anatomiques de I'ceil (a), I'étiologie de la maladie (b) ainsi que sa
physiopathologie fine (c).
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a. Rappels anatomiques de I’ceil

rétine choroide

macula

mns .
\\ -
A
A

pupdie /",_'\!

Figure 2 : Schéma simple de I'ceil®

Il existe deux types de vision :

- la vision centrale, qui implique la macula (centre de la rétine) et la fovéa (au

centre de la macula),

- lavision périphérique, qui implique les photorécepteurs situés a la périphérie

de la rétine.

La rétine est le tissu qui tapisse le fond de I'ceil et ou les images vont se former. Elle

comporte deux couches :

- La rétine neurale : composée de photorécepteurs capables de réagir a la

lumiere.
- L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) : le tissu nourricier

des

photorécepteurs. Il repose sur un tissu plus épais ne faisant pas partie de la

rétine et contenant de nombreux vaisseaux sanguins : la choroide.

Y

La choroide, grace a son réseau de vaisseaux sanguins, va permettre a 'EPR
d’assurer la nutrition des cellules rétiniennes, en assurant le transit de I'oxygéne et des

nutriments a travers lui.

2 types de photorécepteurs tapissent la rétine :

- Les cones : ils se trouvent dans la fovéa et fonctionnent a la lumiere du jour.

lls permettent a I'ceil de distinguer les détails et de percevoir les couleurs.

- Les batonnets : ils se trouvent dans le reste de la rétine et interviennent

lorsque la lumiére diminue ou en cas de faible luminosité®,
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Figure 3 : Schéma simple de la rétine et de la choroide®

b. Etiologie

Les raisons de la destruction progressive de ces cellules au cours de la maladie ne
sont pas totalement élucidées.

Au départ, on a pensé qu’elle pouvait étre la conséquence de la mort de 'EPR (elle-
méme liée a une absence ou une disparition progressive de la choroide). Des zones
dévastées de choroide entraineraient la mort des portions d’épithélium pigmentaire
situées au-dessus, et le manque de nutrition des photorécepteurs entrainerait a leur
tour leur disparition.

Cependant, de récentes études montrent que les défats du gene CHM ont en fait pour
conséquence une atteinte conjointe et directe des photorécepteurs ET de I'épithélium
pigmentaire. La diminution de la choroide s’explique donc non pas comme une cause,
mais comme une conséquence de la perte d’intégrité de I'épithélium pigmentaire®.

D’autres études ont montré plus précisément les différentes modifications
histologiques présentes chez les patients atteints de cette maladie. Des coupes
histologiques post-mortem ont été effectuées et ont montré une dégénérescence
indépendante de la choroide (couche choriocapillaire®), de 'EPR et de la rétine
neurosensorielle.

c. Physiopathologie de la choroidérémie

La choroidérémie est caractérisée par une dégénérescence progressive et lente
(atrophie) de plusieurs structures :

- Les photorécepteurs (batonnets, puis cones)
- L'épithélium pigmentaire rétinien (EPR)
- Lachoroide.

¢ Fin réseau de capillaires qui assurent I'alimentation constante de la couche externe de la rétine.
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Cette dégénérescence provoque initialement une rétinopathie périphérique, avec un
élargissement des zones d'EPR et une atrophie choroidienne entrainant une
exposition des vaisseaux choroides devant la sclérotique nue. Dans un premier temps,
la macula reste intacte mais s'atrophie dans les derniers stades de la maladie.

Seules les fibres nerveuses, les cellules ganglionnaires, les cellules bipolaires et la
sclérotique sont exclues, ce qui conduit a un aspect impressionnant de la
choroidérémie, avec un fond d’ceil caractéristique®.

Figure 4 : Résultats structurels typiques de la choroidérémie®®
La figure ci-dessus illustre la choroidérémie via trois examens caractéristiques :

a) Photographie du fond d'ceil : Fond d’ceil droit et gauche d’un patient atteint de
choroidérémie avancée. Il est important de noter la présence de tissu sain
(fleches blanches) entre les tissus atteints.

b) Auto-fluorescence du fond d'ceil : Présente un motif moucheté caractéristique
traduisant la perte d’EPR tandis que la choroide reste intacte. Cette
dégénérescence de 'EPR est marquée par une auto-fluorescence accrue, due
aux amas de lipofuscine provenant de la digestion des batonnets. L’examen du
Fond d’ceil montre des zones rétiniennes préservées (tissu sain) a c6té de
zones de dégénérescence sévere. Cette observation est soutenue par les
coupes histologiques. En effet, la destruction des photorécepteurs est en
général moins prononcée au-dessus de 'EPR préservé.
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c) Tomographie par cohérence optique 9OCT): L'épaisseur de la rétine est
fortement diminuée. Dans les zones touchées, la rétine est amincie en raison
de l'atrophie des segments externes des photorécepteurs et de la perte de leurs
noyaux. Une forte raréfaction de la plupart des vaisseaux et des mélanocytes
dans la choroide a été démontrée.

Mére Fils a 14 ans Fils a 30 ans Fils a 40 ans

Figure 5 : Fond d’ceil d’'une mére atteinte de choroidérémie et de son fils

» Evolution du stade précoce de la maladie au stade tardif

' Intakt

Funktionsminderung

Frihphase (ca.1.-2. Dekade) I Atrophie Spéatphase (ca. 4.-6.Dekade)

Figure 6 : Evolution de l'atrophie : Corrélation structure-fonction®

On observe sur le schéma de gauche la phase précoce, et sur le schéma de droite la
phase tardive. Sont indiquées la papille (ON), la macula (M) et les arcades vasculaires
(lignes rouges). La coloration différencie les zones intactes (vertes), dysfonctionnelles
(jaune) et atrophiques (rouge) de la rétine. Les zones atrophiques sont en outre
marquées par (A), et les flots résiduels par (R).

4 OCT est similaire & une échographie, mais au lieu d’ondes sonores, une lumiére laser spéciale et totalement
inoffensive est utilisée. La lumiere (optique) de laser est constituée d’ondes de lumiére cohérente (cohérence)
pour produire des images en coupe (tomographie).
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1) Stades précoces de la maladie : Premieres décennies :

e Aberrations fonctionnelles :

- Héméralopie (90% des patients de 20 ans)

- Restrictions du champ visuel (60% des patients de 20 ans)

o Légere perte d’acuité visuelle
o Sensibilité rétinienne limitée

- Certains patients asymptomatiques au moment de I'examen.

e Aberrations structurelles :

- Dégénérescences peériphériques de la rétine externe : La rétine centrale, elle,
est bien préservée. Une atrophie péripapillaire est souvent constatée comme
découverte secondaire.

- Amas pigmentaires dans 'EPR

L’auto-fluorescence du fond d’ceil et la micropérimétrie montrent des zones d'atrophie
bien définies (= typiques de la choroidérémie) dés la premiére décennie. L’ampleur de
cette atrophie varie suivant les individus. L'atrophie couvre de larges zones de
photorecepteurs périphériques, provoquant ’'héméralopie (batonnets) et des atteintes
du champ visuel (cones).

2) Evolution de la maladie :

- Acuité visuelle : évolue au cours de la maladie, jusqu’a se stabiliser aprés une
aggravation sévere, vers 40-60 ans

- Au fil des décennies: La zone d'atrophie continue a s’étendre de facon
centripéte : progression fonctionnelle (diminution du champ visuel, diminution
de la sensibilité : micropérimétrie) et structurelle (visible a I'autofluorescence du
fond de I'ceil ou 'OCT)

Une approximation de la zone d'atrophie de la macula a environ 500 yum marque la
transition vers la phase tardive de la maladie. Cette atteinte de la macula peut étre
différente entre les deux yeux du patient, d’'ou le caractéere asymétrique de la
pathologie®™.

3) Stades tardifs : Vers I’age de 40-60 ans :

- Déclin accéléré de l'acuité visuelle centrale, due a l'extension des zones
d'atrophie atteignant la macula, voire méme la fovéa centrale.

- Epaisseur de la rétine centrale (mesurée par OCT) diminue, corrélée avec I'age
et la baisse de l'acuité visuelle.

- Perte précoce des cbnes rétiniens centraux : aggravation sévere de la vision
des couleurs (méme chez les patients n’étant pas affectés auparavant par la
vision des couleurs)

- Les zones rétiniennes intactes sont limitées aux "flots résiduelles" centraux et
éventuellement périphériques. L'étendue et la position de I'ilot résiduel central
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sont déterminantes pour le pronostic de I'acuité visuelle. L'atrophie de la macula
(bandes rouges) est également associée au pronostic visuel.

> Autres caractéristigues de la choroidérémie

e Inflammation de la rétine
La présence d’une légére infiltration de lymphocytes T dans la choroide démontre une
inflammation dans la rétine chez les patients atteints de choroidérémie. Des
macrophages remplis de pigments ont été identifiés dans I'espace sous-rétinien
associé a la formation de rosettes dans la rétine.

L’inflammation n’est pas susceptible de jouer un réle actif dans la pathogenése de la
choroidérémie mais il semble qu’une réponse inflammatoire réactive dans les zones
de maladie active se produise (causée par les débris de photorécepteurs qui sont
généralement phagocytés et éliminés par les macrophages)®).

o Baisse de I'intensité de la perfusion de choriocapillaris comme marqueur
de progression

Dans un rapport récent utilisant 'angiographie en tomographie par cohérence optique
OCT, il a été déemontré que la non-perfusion de la couche des choriocapillaires
(choroide) était plus prononcée que la non-perfusion rétinienne chez les patients
atteints de choroidérémie. On pense qu’elle suit la perte d’'EPR et peut donc
éventuellement représenter un marqueur de la progression de la maladie et/ou de la
réponse au traitement®).

e Changements maculaires associés ala choroidérémie
La choroidérémie est associée a des changements maculaires, pouvant étre
diagnostiqués par la (OCT) :

- La néovascularisation choroidienne.

- L’cedéme maculaire cystoide.

- Laformation de la membrane épirétinienne.

- Les tabulations rétiniennes externes.

- La formation d’'un trou maculaire.

- Le trou maculaire compliqué d’un décollement de la rétine.

2. Génotype

La choroidérémie est une pathologie génétique récessive liée a I'’X, causée par des
défauts du géne CHM.

Pour expliquer le génotype de la choroidérémie, nous allons étudier dans un premier
temps la structure du gene (a), pour ensuite exposer ce qu’est le produit génique
normal avant I'apparition de la maladie (b) et le produit génique anormal généré par la
pathologie (c). Nous finirons par la caractérisation du spectre des variants affectant le
gene CHM (d).
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a. Structure du géne
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Figure 7 : Structure du géne CHM®

Situé sur le bras long du chromosome X (q21.2), ce géne s’étend sur une séquence
génomique de 186 382 pdb. Ce gene est traduit en un ARNm de 5442 pdb et composé
de 15 exons. Le cadre de lecture ouvert (ORF, open reading frame) est de 1962 pdb,
de quoi résulte une protéine ubiquitaire de 653 AA (95 kDa) : La protéine d'escorte
Rab-1 (REP-1).

b. Produit génique normal

La protéine d'escorte Rab-1 (REP-1) est un composant essentiel de la
géranylgéranyltransférase Rab (RGGTase), un complexe enzymatique qui assure la
médiation correcte du transport vésiculaire intracellulaire.

En tant que protéine d'escorte, REP-1 se fixe sur des molécules appelées protéines
Rab et effectue une prénylation (c’est une modification lipidique par addition covalente
d’unités géranylgéranyles a 20 carbones aux GTPases de Rab) a l'intérieur de la
cellule et les dirige vers les membranes des différents compartiments cellulaires
(organelles).

Les protéines Rab sont impliquées dans le déplacement des protéines et des
organites a l'intérieur des cellules (trafic intracellulaire). 1l existe plus de 50 protéines
Rab, présentes dans toutes les cellules de I'organisme. Dans la rétine, elles agissent
dans le transport des mélanosomes® de I'EPR et aident a la phagocytose des
membranes discales qui se détachent des segments extérieurs.

Chez 'homme, deux isoformes de REP co-existent ; REP-1 (vu ci-dessus) et REP-2
(codée par le rétro-géne lié a I'X CHML “choroidérémie-like”, situé sur le chromosome
1). Certaines protéines Rab peuvent donc avoir des affinités particulieres pour I'une
ou l'autre de ces isoformes.

€ Organites intracellulaires, a I'intérieur desquels sont fabriquées les mélanines, pigments
protecteurs des radiations solaires
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Figure 8 : Action de la protéine REP-1®

c. Produit génigue anormal

Le plus souvent, le variant pathogene du gene CHM entraine I'absence de la protéine
REP-1 ou bien la traduction d’'une protéine tronquée et non-fonctionnelle, qui sera par
la suite dégradée. Les variants du géne CHM conduisent a une absence de la protéine
REP-1 ou a la production d'une protéine REP-1 qui ne peut pas remplir sa fonction
d'escorte protéique. Cette absence de REP-1 fonctionnelle empéche les protéines Rab
d'atteindre et de se fixer (se lier) aux membranes des organelles. Sans l'aide des
protéines Rab dans le trafic intracellulaire, les cellules meurent prématurément.

Les individus porteurs d’'une atteinte du géne CHM montrent une incapacité marquée
a prényler les protéines Rab, en particulier Rab27a (démontrée notamment dans leurs
lymphocytes)®.

d. Caractérisation du spectre des variants affectant le gene CHM®)

Plus de 130 variants du CMH ont été rapportées a ce jour. Parmi les variants
pathogenes du gene CHM, on ne distingue pas a ce jour de variants comme étant d’'un

pronostic plus favorable que d’autres.

On note majoritairement des variants ponctuels, c’est-a-dire un variant qui touche un
ou plusieurs nucléotides d'un méme gene.

- Des variants par substitution :

f Disponibles sur la base de données suivante : http://www.lovd.nl/CHM
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o Des variants non-sens (30% des variants recensées) : Les nucléotides
touchés provoquent le remplacement d’'un codon codant un AA par un
codon-Stop prématuré. Cela entraine donc l'arrét de la traduction, et la
production d’'une protéine tronquée et non-fonctionnelle.

o Desvariants faux-sens : Le remplacement d'un nucléotide par un autre
entraine une modification de I'acide aminé codé.

= 2 variants ont été rapportées, I'une résultant en I'absence de
REP1 dans les lymphocytes du patient, l'autre générant une
variante fonctionnellement inactive de REP1 car incapable
d’interagir avec la RGGTase.

- Des variants induisant un décalage du cadre de lecture (frame-shift) :
o des délétions (25-50% des variants recensées) Les délétions
répertoriées sont variables, allant de larges parties du Chromosome
Xqg21.1, du géne CMH entier, ou d’'une partie de ce géne, jusqu’a un
simple exon).
o desinsertions
- Des variants touchant un site d’épissage : Si I'un des nucléotides de cette
séquence de reconnaissance du site d’épissage est échangé, l'exon
correspondant ne sera donc pas pris en considération dans le mécanisme
d’épissage, provoquant la synthése d’une protéine différente.

On note également, mais de facon plus rare, des variants chromosomiques, c’est-
a-dire un variant qui concerne un nombre de nucléotides tellement grand dans I'ADN,
gue le variant est observable lorsqu'on fait un caryotype.
o des duplications
o destranslocations
= Une translocation entre le chromosome X et un autosome, et une
entre les chromosomes X, 1, et 3, ont été identifiées, mais
uniqguement chez les femmes, provoquant des phénotypes de
choroidérémie modérées a séveres.

3. Corrélation Génotype-Phénotype

e Restriction du phénotype pathologique a I'ceil™

Pour rappel, le gene CHM est exprimé de maniére omniprésente dans I'organisme, et
la protéine REP1 est ubiquitaire. Les protéines Rab sont également présentes dans
toutes les cellules et, jusqu'a présent, plus de 50 protéines Rab ont été identifiées.

Dans le cas général, la perte de REP1 est compensée par la protéine d'escorte Rab 2
(REP2), 'autre isoforme de REP qui ressemble beaucoup a REP1 (elles partagent en
effet 95% de leurs séquences d'acides aminés). La plupart des Rabs nouvellement
synthétisées se lient a I'une des deux protéines REP et donc les variants dans le CHM
n'entrainent généralement pas de maladie systémique.
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Dans I'ceil, de nombreux processus, tels que le transport des protéines dans les
photorécepteurs ou la régulation de la phagocytose et la dégradation des membranes
discales qui se détachent des segments extérieurs des photorécepteurs par I'EPR,
dépendent de la fonction des protéines Rab. Une explication possible du phénotype
restreint a I'ceil est que certains Rabs, comme le Rab 27a qui joue un réle clé dans la
rétine, sont préférentiellement prénylés par REP1 ou que les complexes Rab27a
prénylés par REP2 peuvent avoir une affinité moindre pour Ila
géranylgéranyltransférase. Par conséquent, le phénotype de la choroidérémie peut

étre principalement causé par une incapacité spécifique du tissu de REP2 a
compenser la fonction de REP1©),

e Variations interindividuelles génotypiques et phénotypiques

La protéine REP1 est quasiment toujours absente en cas d’atteinte du CHM,
indépendamment de le variant causal de la pathologie (cf. le spectre des variants pour
un catalogue des différentes variants). Il n’a donc été trouvé aucune preuve en faveur
d’'une corrélation génotype — phénotype en ce qui concerne l'apparition effective des
symptémes, et le déclin de l'acuité visuelle et des champs visuels.

Cependant, le phénotype clinique peut varier d’'un individu a 'autre, sur les critéres de
I'age d'apparition de la dégénérescence rétinienne et de la force de la progression.
Des facteurs génétiques (génes modulateurs), une compensation plus ou moins
efficace de REP2 selon les individus, ou bien encore des facteurs environnementaux
pourraient jouer un réle dans l'apparition et la progression de la dégénérescence dans
la choroidérémie®),

D.Diagnostic

En I'absence d’antécédents familiaux particuliers, la découverte de la choroidérémie
est majoritairement fortuite, a 'occasion d’'un bilan ophtalmologique a la suite d’'une
baisse de I'acuité visuelle, ou d’'une mauvaise vision nocturne.

Elle est mise en évidence par un examen du fond de I’eil, permettant de visualiser
directement la rétine et ses éventuelles lésions caractéristiques de la maladie. Cet
examen peut étre accompagné d’autres examens complémentaires, mais le diagnostic
ne sera confirmé qu’apres un diagnostic génétique, afin de déterminer si le géne CHM
est anormal ou non.

Afin d’étudier le diagnostic de la choroidérémie, nous allons articuler notre propos
autours des méthodes de diagnostic (1), du diagnostic différentiel (2) et enfin du
conseil génétique (3).
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1. Méthodes de diagnostic

Dans cette partie, nous allons nous intéresser au diagnostic initial (clinique) de la
choroidérémie (@) ainsi qu’a la confirmation du diagnostic, correspondant au test

genétique (b).

a. Diagnostic initial : diagnostic clinique
e Bilan ophtalmologique®)

Le bilan ophtalmologique se fait via deux types d’examen clinique : I'évaluation de
'acuité visuelle et test du champ visuel de Goldmann (ligne de base) ainsi que
'examen du fond d’ceil : rechercher a l'intérieur de I'ceil la dégénérescence rétinienne.

e Examens complémentaires(®

- Electrorétinogramme (ERG): enregistrement de la réponse électrique de la
rétine apres stimulation par la lumiere)

- Tomographie par cohérence optique (OCT) : image en coupe optique de la
rétine, obtenue grace a un rayon infrarouge pour évaluer I'état des structures

rétiniennes

- Test d’autofluorescence rétinienne : méme principe que l'angiographie
fluorescéinique mais sans injection, etc.

- Consultation d'un ophtalmo-généticien et/ou d'un conseiller génétique :
étude des antécédents familiaux compatibles (hérédité liée a I'X).

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques d'une femme conductrice®

Femmes conductrices

Bilan
ophtalmologique

Pas de déficience visuelle significative. Généralement
asymptomatique.

Fond d'ceil Travées de pigmentation en périphérie de la rétine, aspect
d’un fond d’ceil « sale, poussiéreux »
ERG Normal, peut s’altérer dans les ages avancés.

Autofluorescence
du fond d'ceil

Zones hétérogénes en poivre-et-sel, travées sont
habituellement présentes
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Tableau 2 : Caractéristiques cliniques d'un homme affecté®

Homme affecté

Bilan
ophtalmologique

Mauvaise vision dans l'obscurité, perte du champ visuel
périphérique, qui se manifeste par un scotome annulaire et
suit généralement les changements d'apparence du fond
d'ceil.

Fond d’oeil

Aspect caractéristique : zones inégales de dégénérescence
choroido-rétinienne commencant généralement dans la
moyenne périphérie du fond d'ceil. La fonction et I'anatomie
de la macula sont préservées jusqu'a la fin du processus
pathologique.

Autofluorescence

Réduite dans les zones d'atrophie choriorétinienne avec un
signal relativement élevé dans le tissu rétinien préservé de la
macula.

Angiographie
fluorescéinique

Démontre des zones de dégénérescence : perte marquée de
I'épithélium pigmentaire rétinien et de la choriocapillaire (a
l'intérieur des deux couches vasculaires de la choroide qui
est composée en grande partie de capillaires) avec
préservation des vaisseaux choroidiens profonds.

OCT Révele l'absence de la couche nucléaire externe et des
segments externes, de I'EPR et I'amincissement de la
choroide.

ERG Perte précoce de la réponse issue des batonnets (en réponse

a des stimuli scotopiques faibles), puis détérioration de la
réponse issue des cones (stimuli photopigques), et finalement
un ERG fortement réduit voire non-enregistrable (stades
ultérieurs de la maladie).

Conseil génétique

Antécédents familiaux compatibles avec I'hérédité liée a I'X.

b. Confirmation du diagnostic : Test génétique
La confirmation du diagnostic se fait par l'identification d'un variant pathogene dans le

géne CHM®),

- Principale méthode d’analyse : Séquencgage selon la méthode Sanger
- Analyse des délétion/ duplication : test d'amplification de sonde dépendant de
la ligature multiplex (MLPA)
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e Test sur un seul géne : Le géne CHM uniguement

- Analyse de séquence, suivie d'une recherche de délétion / duplication si
aucun variant pathogene n'est trouveé : Permet la détection de 95% des variants
pathogenes chez les patients masculins.

- Analyse ciblée des variantes pathogéenes : Permet la détection de la plupart
des variants pathogénes dans la population d’ascendance finlandaise (patients
masculins ou femmes conductrices)

e Test sur un panel multi-géne : Gene CHM et d'autres génes d'intérét sont inclus
dans les panels de dégénérescences rétiniennes hérédiatires

- Méthodes utilisées : Analyse de séquence, recherche de délétion /
duplication.
Les génes inclus dans le panel et la sensibilité des tests utilisés pour chaque gene
varient en fonction des laboratoires et dans le temps. Les cliniciens doivent déterminer
quel panel multi-gene est le plus susceptible d'identifier la cause génétique de la
maladie, au codt le plus raisonnable.

e Tests génomiques plus complets (si disponibles) : Séquencage

Le séguencage de I'exome et le séquencage du génome peuvent étre envisages
si les tests sur un seul gene (et/ou l'utilisation d'un panel multi-gene) ne parviennent
pas a confirmer un diagnostic chez un individu présentant des caractéristiques de
CHM. Analyse de génome permet de retrouver des variants complexes de structure
(grandes duplications, inversions, insertions de transposons) et des variants
introniques profonds.

2. Diagnostic différentiel

Le tableau clinique fundoscopique de choroidérémie est assez typique et
reconnaissable au stade d’état. Certaines difficultés diagnostiques peuent étre
rencontrés aux stades précoces ou inversement trés tardives, quand la
dégénérescence chorio-rétinienne est tres avancée.

La choroidérémie doit donc étre distinguée des dystrophies rétiniennes suivantes :

a. Larétinite pigmentaire (RP)®
Maladie ou des anomalies des photorécepteurs (batonnets et cénes) ou de I'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) entrainent une perte progressive de la vision. Les
symptémes de la RP (cécité nocturne apparaissant durant I'enfance, et constriction
progressive du champ visuel périphérique « vision en tunnel ») sont similaires a ceux
du CHM. Dans les derniers stades du CHM, lorsque la perte de la choroide et de la
rétine est importante, I'apparence du fond d'ceil peut étre confondue avec le stade final
de la RP. Cependant, le pattern de migration pigmentaire dans la rétine qui caractérise
la RP n'est pas observé chez les individus atteints de CHM. La RP peut étre héritée
d'une maniere autosomique dominante, autosomique recessive ou liee a I'X. Les
variantes pathogenes dans RPGR (70-90% des cas) et RP2 (10-20% des cas) sont

34



les causes les plus courantes de RP lié a I'X. Les aspects d'imagerie rétinienne
couleur et auto-fluorescence chez les porteurs de RP lié a I'X est distinct de celui
des porteurs CHM.

b. L’Atrophie gyrée de la choroide et de la rétine

Il s’agit d’'une maladie caractérisée par une dégénérescence de la choroide et de la
rétine, mais aussi par d’autres problémes médicaux, tels que la faiblesse musculaire.
La nature progressive des zones festonnées d'atrophie choroido-rétinienne observée
dans l'atrophie gyrée de la choroide et de la rétine peut étre confondue avec la CHM.
L'atrophie gyrée de la choroide et de la rétine est une maladie autosomique récessive
causée par des variantes pathogénes du géne codant pour [l'ornithine
aminotransférase (OAT). Les personnes atteintes d'atrophie gyrée de la choroide et
de la rétine ont une concentration plasmatique élevée d'ornithine, ce qui n'est pas
observé chez les personnes atteintes de CHM.

Il existe d’autres formes d’atrophie choroidienne, le plus souvent récessives ou
sporadiques, dont la cause génétique reste a établir.

3. Conseil génétique

Le conseil génétique désigne un processus consistant a fournir aux patients et a leurs
familles des informations sur la nature, le mode de transmission et les implications des

maladies génétiques afin de les aider a prendre des décisions médicales et
personnelles en connaissance de cause®).

Ce conseil génétique va fournir au patient des informations relatives au mode de
transmission de la choroidérémie, de la caractérisation du risque pour les membres
de la famille ainsi que de la détection des porteurs de la variante pathogéne du géne
CHM. D’autres sujets pourront étre abordés tels que le projet d’avoir un enfant ou la
prédiction de I'évolution de la maladie.

c. Mode de transmission de la Choroidérémie
La choroidérémie est héréditairement liée a I'X. Lors de l'identification d’'une variante
pathogene du CHM dans une famille, le dépistage des femmes conductrices de la
maladie et le diagnostic prénatal pour les grossesses a risque accru sont possibles
chez les parents du malade.
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Figure 9 : Arbre généalogique lié a I'X

d. Caractérisation du risque pour les membres de la famille
e Les parents d'un patient

Le pére d'un homme atteint ne sera pas atteint de choroidérémie et ne sera pas
porteur de la variante pathogene du géene CHM.

Dans une famille ou il y a plus d'un enfant de sexe masculin atteint, la mére des
hommes atteints est obligatoirement conductrice de la maladie. Dans une famille
ou le patient est le seul membre de la famille affecté, il convient de prescrire un
examen plus poussé afin de déterminer son statut de femme conductrice de la
maladie.

Le cas d’'un patient de sexe masculin sans antécédents familiaux de choroidérémie
peut s’expliquer par les raisons suivantes :

- Le patient a un variant pathogéne du gene CHM de novo. Dans ce cas, la
mere du patient n‘a pas de variant pathogene germinal du gene CHM et ne
présente pas les modifications rétiniennes observées chez les femmes
conductrices. Les seuls autres membres de la famille a risque sont les
descendants du patient.

- La mere du patient a un variant pathogéne du géne CHM de novo et peut
ou non présenter les modifications rétiniennes observées chez les femmes
conductrices. L'un des deux types de variantes pathogenes du gene CHM de
novo peut étre présent chez la mére :

- Variant germinal, présente au moment de sa conception, et donc
présente dans toutes les cellules de son corps et qui est détectable dans
son ADN
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- Variant pathogene qui n'est présente que dans ses ovaires (appelée
"mosaique germinale”) et qui n'est pas détectable dans 'ADN de ses
leucocytes. Ce cas de figure n’a encore jamais été rencontré dans la
choroidérémie, mais reste possible

Dans les deux cas, chaque descendant de la mére du patient risque d'hériter
de la variante pathogéne, mais aucun des fréres de la mere du patient (oncles
maternels du patient), ne risque d'avoir hérité du géne altére.

e La fratrie d’un patient

Le risque pour les fréres et sceurs d’un patient dépend du statut génétique de sa mére

- Si la mere porte le variant pathogene du gene CHM, la probabilité de
transmettre la variante pathogéne du géne CHM a chaque grossesse est de
50%. Les fréres et sceurs héritant de la variante pathogéne seront affectés :

o Lesfemmes qui héritent de la variante pathogene seront conductrices et
ne seront généralement pas affectées.
o Les hommes qui héritent de la variante pathogéne seront atteints.

- Silamere ne présente aucun signe de choroidérémie (examen du fond d'ceil
normal) : Le risque pour les fréres et sceurs du patient semble faible. Mais bien
qu'aucun cas de mosaicisme germinal n'ait été signalé, cela reste une
possibilité.

e La descendance d’un patient

Descendance d'un patient de sexe masculin :

- Transmission de la variante pathogene du gene CHM a tous ses enfants de
sexe féminin : Toutes ses filles seront obligatoirement femmes
conductrices

- Pas de transmission du chromosome X aux enfants de sexe masculin
donc pas de transmission de la variante pathogéene.

Descendance d’une femme conductrice (porteuse de la variante pathogéene du gene
CHM), a chaque grossesse, elle aura une probabilité de 50% de transmettre la
variante pathogéne du géne CHM a son enfant, dont :

- 25% de probabilité d’avoir une fille conductrice
- 25% de probabilité d’avoir un garcon atteint de choroidérémie

e Autres Membres de la famille d'un patient

Si 'un des membres de la famille d'un patient est également atteint de la
choroidérémie, des autres membres de sexe féminin de sa famille peuvent étre
porteurs (asymptomatiques ou symptomatiques) et d’autres membres de sexe
masculin de sa famille peuvent étre affectés.
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e. Détection des porteurs de la variante pathogéne du géne CHM

Le dépistage des femmes conductrices chez la famille d’'un patient est possible si la
variante pathogene du CHM a été identifiée dans la famille.

f. Autres questions abordées lors du conseil génétique
e Projets d’avoir un enfant

Il convient d'offrir un conseil génétique (y compris une discussion sur les risques
potentiels pour la descendance et les options de reproduction) aux jeunes adultes qui
sont affectés, porteurs ou qui risquent d'étre porteurs. Une fois que la variante
pathogene de la CHM a été identifiée chez un membre de la famille, il est possible de
procéder a un test prénatal pour une grossesse a risque accru et a un diagnostic
génétique préimplantatoire de la choroidérémie. L’autre possibilité est le sexage,
car aucune descendante de sexe féminin ne sera séverement atteinte.

e Prédiction de I’évolution

Il n'est pas possible de prédire a quel age un homme affecté commencera a avoir des
problemes de vision et a quelle vitesse la maladie évoluera. Il n'est pas non plus
possible de savoir si une femme conductrice manifestera une perte de vision.

e Banque d'ADN

L'ADN (généralement extrait des globules blancs) est stocké en vue d'une éventuelle
utilisation future. Comme il est probable que la méthodologie des tests et notre
compréhension des genes, des variants alléligues et des maladies s'améliorent a
I'avenir, il faut envisager de mettre en banque I'ADN des personnes atteintes.

E.Epidémiologie

La choroidérémie est une pathologie touchant essentiellement les hommes, et dont la
prévalence est estimée a environ 1:50 000 - 1:100 000 dans la population mondiale.
Des variants pathogénes du gene CHM ont pu étre identifiees dans des familles du
monde entier (Europe, Canada, Etats-Unis, Japon, Chine, Australie), la prévalence la
plus élevée restant celle observée dans le nord de la Finlande (1:40)(8). On estime a
plus de 500 le nombre de patients masculins atteints au Royaume-Uni et a environ
3000 dans toute I'Europe. Il est cependant probable que cette affection soit sous- ou
sur-diagnostiquée en raison de ses similitudes avec d'autres troubles oculaires®.

Ainsi, bien que relativement rare, il existe une importante population de patients pour
cette maladie qui ne dispose d'aucune option thérapeutique majeure face a cette
evolution défavorable.

F.Stratégie thérapeutique actuelle

Aucun traitement n’est disponible a ce jour pour traiter la choroidérémie. Les thérapies
actuelles se limitent a traiter les manifestations, en association a une surveillance et
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des mesures de prévention. Une prise en charge adaptée et précoce permet de
diminuer le retentissement de la pathologie sur la qualité de vie des patients®).

La thérapeutigue mise en place actuelle pour le traitement de la choroidérémie
consiste en le traitement (chirurgical ou non) des manifestations physiques liées a la
maladie (1) ainsi que la surveillance et la prévention de I'apparition de nouveaux
symptomes (2).

1. Traitement des manifestations®

Certains symptdbmes de la choroidérémie peuvent étre traités, limités, ou
appréhendés. La maladie en elle-méme ne peut cependant pas étre guérie. Les
mesures suivantes peuvent accompagner le patient aux différents stades de sa
maladie, sans pour autant empécher la détérioration de son état.

Lors de sorties a I'extérieur, le port de verres optiques filtrantes peut jouer un role
protecteur (méme s’il faut garder en téte que tout le spectre visible est impacté).

Une correction chirurgicale (intervention classique, par un ophtalmologue) peut étre
envisagée si nécessaire :

- Dans certains cas de cataracte sous-capsulaire postérieure.

Les services de basse vision sont aussi mis a la disposition des patients. Congus pour
bénéficier aux personnes dont la capacité de fonctionnement est compromise par une
déficience visuelle, des spécialistes (souvent des optométristes), aident a optimiser
l'utilisation de la vision restante. Les services fournis peuvent donc varier en fonction
de I'age et des besoins.

Des conseils, promulgués par des organisations ou des professionnels travaillant avec
les personnes aveugles et les malvoyants, peuvent étre nécessaires pour aider la
personne concernée a faire face a des probléemes tels que la dépression, la perte
d'autonomie, la perte de I'aptitude a conduire et l'anxiété liée a la perte d'un emploi.

La nutrition et la santé oculaire sont également de plus en plus d'actualité :

- Pour les personnes qui n‘ont pas acces a des fruits frais et des légumes verts
a feuilles, un supplément de vitamines antioxydantes peut étre important.

- Aucune information n'est disponible sur l'efficacité de la supplémentation en
vitamine A dans le traitement de la CHM.

- Une source d'acides gras oméga-3 a trés longue chaine, dont l'acide
docosahexaénoique, pourrait étre bénéfique, car les études cliniques suggérent
une certaine efficacité dans d'autres typesl® de dystrophies rétiniennes
héréditaires.
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2. Surveillance et prévention®

Certains agents ou circonstances sont a éviter, particulierement I'exposition aux UV
ou la lumiére du soleil réfléchie par I'eau et la neige.

Un examen ophtalmologique régulier pour surveiller la progression de la CHM est
recommandé car les personnes atteintes ont besoin de conseils concernant leur
niveau de fonction visuelle. Les examens du champ visuel Goldmann fournissent des
informations pratiques tant pour le clinicien que pour la personne concernée.
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Partie |l. Stratégie de developpement.

Dans cette partie, nous allons étudier la stratégie de développement d’'un potentiel
médicament qui pourrait étre utilisé pour le traitement de la choroidérémie. Nous allons
donc développer le choix de I'indication thérapeutique ainsi que le choix de la cible (A),
le choix du vecteur de notre thérapie génique (B), sa conception (C) et sa méthode
d’administration (D). Nous allons ensuite étudier sa possible dénomination
internationale (E), mener une analyse concurrentielle (F), envisager le possible
Résumé des Caractéristiques du Produit de ce traitement (G) et étudier la propriété
intellectuelle relative a notre nouveau traitement (H).

A.Choix de l'indication thérapeutique et de la cible

L’objectif du développement est de trouver une thérapie visant a ralentir ou arréter la
dégénérescence de la rétine et de ’EPR, dans la choroidérémie

Comme vu lors de la présentation de la choroidérémie, cette dégénérescence est
directement liée a I’'absence de la protéine REP-1. |l sera donc primordial de trouver
un moyen de rétablir 'expression de cette protéine au niveau de la rétine et de 'EPR.

Cette absence de protéine REP-1 est directement liée aux variants du géne CHM.
Dans ce cas de figure, I'ajout d’'une copie correcte du géne CHM semble étre la
solution efficace la plus simple pour rétablir le géne. L’ajout d’une version
fonctionnelle du géne CHM permettrait en effet d’assurer un niveau d’expression
correct et soutenu du gene, et donc une expression normale de la protéine.

Considérations sur la sécurité d’une expression de la protéine REP-1 hors des
cibles thérapeutiques

Le géne CHM et la protéine REP-1 sont normalement exprimés de maniére eutopique
dans un individu sain. Il n’y a pas de type cellulaire dans lequel I'expression de cette
protéine pourrait causer un probleme.

De plus, le niveau d’expression de REP1 rétabli est inversement proportionnel au
déficit de prénylation, et aucune preuve de surexpression provoquant une toxicité n’a
été apportéeD. L’événement peu probable d'un schéma de transduction plus répandu
du virus vecteur pourrait ne pas étre considéré comme une cause majeure
d'inquiétude, méme dans les cellules et les tissus a l'extérieur de I'ceil.

B.Choix du vecteur

Dans le cadre d’'une thérapie d’augmentation génique, le matériel génétique (ici, le
géne CHM) a besoin d’'un « systeme de livraison », appelé vecteur. On utilise le plus
souvent un virus modifié pour transporter le géne dans les cellules.
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e Affinité du vecteur pour la cible

Le virus adéno-associé (AAV) est actuellement I'un des vecteurs de thérapie génique
les plus étudiés. |l existe cependant de nombreux sérotypes d’AAV, ayant chacun un
tropisme cellulaire différent. Le sérotype 2 (AAV2) a démontré une bonne affinité a la
fois pour les photorécepteurs et pour I'EPR. Il a d’ailleurs déja été bien caractérisé
dans plusieurs modéles animaux@? (injection sous-rétinienne chez des primates non
humains), et a également été utilisé dans des essais cliniques de thérapie génique
pour un certain nombre de dystrophies rétiniennes.

De plus, dans la couche photoréceptrice, I'AAV2 semble viser principalement les
batonnets plutdét que les cbnes, ce qui est intéressant pour la choroidérémie, ou
I'absence de REP1 semble affecter prioritairement les batonnets.

L'AAV2 serait donc un vecteur de choix, car les photorécepteurs en batonnets
et les cellules RPE doivent tous deux étre ciblés pour le remplacement de REP1
dans la choroidérémie.

e Capacité d’empaquetage
La capacité d’empaquetage est la quantité de matériel génétique pouvant étre placée
dans chaque particule virale. Pour le vecteur AAV2, cette capacité est estimée a 5kb
d’ADN simple brin. Compte tenu de sa petite taille de 1,9 kB, le gene CHM s'integre
bien dans les limites de conditionnement du vecteur AAV2 tout en conservant
I'espace nécessaire pour accueillir d'autres éléments régulateurs, tels que le
promoteur du géne et les séquences signal poly-A(D,

e Sécurité du vecteur et maintien de son expression dans le temps
L’AAV infecte naturellement les humains (et certaines autres espéces de primates).
Bien qu'il ne soit pas actuellement connu pour provoquer des maladies, des anticorps
contre les antigenes de capside des AAV de type sauvage peuvent étre détectés chez
un pourcentage significatif d’humains. De nombreuses données de sécurité ont
démontré la sécurité de I'administration sous-rétinienne d'AAV2. En effet, dans le
cadre du développement du Luxturna® (AAV2-RPEG5), il a été démontré®? que :

- L’AAV2 ne provoque pas d'immunogénicité, d'inflammation ou de toxicité
significatives (chez les primates)

- Les modeles canins traités conservent leur vision sans réduction pendant
plusieurs années, voire plus d'une décennie dans certains cas.

- Chez I'nomme, les essais cliniques ont montré que les gains visuels obtenus
suite au transfert de géenes avec 'AAV2-RPEG5 sont maintenu pendant au
moins 3 ans

Si les effets a tres long-terme chez 'homme ne sont pas encore connus, ces données
suggerent que I'expression du vecteur AAV2 est soutenue, et que la perte précoce
de I'expression des transgenes thérapeutiques par I'extinction de genes (méthylation
de I'ADN promoteur par exemple), n'est pas un probléme majeur®3,

Dans I'ensemble, AAV2 présente un tropisme pour les types de cellules nécessaires,
est capable de contenir la séquence codante REP1 compléte et s'est révélé sir et
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efficace dans les essais de thérapie génique oculaire pour une maladie oculaire
différente (LCA2) jusqu'a 3 ans apres le traitement. Pour ces raisons, 'AAV2 a été
sélectionné pour étre utilisé dans une stratégie de thérapie génique de remplacement
de CHM pour la choroidérémie. Le choix de I'AAV2 étant trés convaincant, d'autres
types de virus, tels que les lentivirus et les adénovirus, n'ont pas été pris en
considérationD).

C.Conception du vecteur AAV2-REP1

AAV2-REP1 est une cassette d'expression AAV2 codant pour REP1. Chaque virion
AAV contiendrait une séquence d'ADN simple brin de 4,2 kb de long comprenant :

- Un promoteur hybride d’'un amplificateur de cytomégalovirus CMV/ avec le
promoteur de la B-actine de poulet CBA
- L’ADNc de REP1 humaine
- WPRE
- La séquence de polyadénylation de I'normone de croissance bovine (BGH-
polyA).
Le tout serait encadré de séquences répétées terminales inversées (ITR) provenant
du génome de I'AAV2 de type sauvage@®D,

ITR Exont Exon2 ITR
_)

Intron \ / / \

Kozak/start Stop WPRE® bGH pA

Figure 10 : schéma d'AAV2-REP-1(V

e Hybride de I'amplificateur du cytomégalovirus humain (CMV) et du
promoteur de la b-actine de poulet (CBA)
Comme REP1 est une protéine ubiquitaire, il n'y avait pas d'intérét a utiliser sa
séquence specifique pour diriger I'expression régulée des transgenes.

Le CBA, un promoteur ectopique bien caractéerisé, sera capable d'entrainer des
niveaux d'expression élevés et soutenus. Le promoteur CBA est également un
promoteur de choix pour la thérapie génique rétinienne car il fournit une transduction
efficace et une expression a long terme du transgéne dans 'EPR®D,

e Séquence WPRE®D
Le WPRE est un élément régulateur post-transcriptionnel, qui ameéliore I'expression du
transgene AAV dans la rétine et améliore l'efficacité du vecteur. Cela permet de
délivrer des doses plus faibles de vecteur pour obtenir I'effet souhaité.

Cet élément n'a pas été utilisé auparavant dans des essais de thérapie génique
rétinienne. Mais une séquence WPRE identique a été approuvée par la Food and Drug
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Administration (FDA) aux Etats-Unis lorsqu'elle a été utilisée dans le vecteur AAV2-
GAD pour la thérapie génique de la maladie de Parkinson®%. Son utilisation dans cette
indication n'a entrainé aucun effet indésirable grave.

e Signal de polyadénylation (Bgh pA)1Y
La séquence poly A de I'hormone de croissance bovine peut également étre utilisée
pour améliorer I'expression des genes.

e 2 Séquences répétitives terminales inversées (ITR) identiques®
Celles-ci font partie du génome de I'AAV de type sauvage et sont importantes pour
I'empaquetage de I'ADN simple brin dans les virions mais aussi pour protéger et
maintenir d'une maniére ou d'une autre I'ADN non empaqueté dans un état épisomique
dans les cellules transduites. L'annotation complete AAV2/2 est utilisée pour indiquer
que les RTI d'AAV2 ont été utilisés pour emballer la cassette d'expression dans le
sérotype AAV2.

e Séquence d'ADNc codant pour le REP1 humain®?
Cette séquence a déja été entierement clonée et caractérisée

Les niveaux d'expression du transgene AAV sont donc maximisés par une
combinaison d'un promoteur optimisé, d'un signal polyA, et par linclusion de la
séquence WPRE. Cela permet d'obtenir le méme effet thérapeutique avec une dose

plus faible de vecteur AAV, ce qui devrait contribuer a minimiser la réponse
immunitaire aux protéines virales chez les patients.
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D.Méthode d’administration

AAV2-REP1 serait administré au moyen d'une procédure chirurgicale en trois
étapes® :

- Vitrectomie et décollement du vitré postérieur

Light source ——

—— Vitrector
. i
/

_— Bleeding

. i
Retina —~

Figure 119 : lllustration d'une vitrectomie

La procédure comprend une vitrectomie centrale et périphérique, suivie de l'induction
d'un décollement du vitré postérieur, pour permettre la visualisation du site d'injection
et pour réduire la traction du vitré pendant l'injection du vecteur.

- Décollement maculaire et injection de BSS(%)
Le décollement maculaire est induit & l'aide d'une canule sous-rétinienne a bout
émoussé et d'une injection sous-rétinienne d'une solution saline équilibrée (BSS). Le
site de la rétinotomie est choisi a proximité de l'arcade vasculaire temporale
supérieure, ce qui évite le vaisseau sanguin et facilite la bonne localisation de la zone
cible et I'acheminement optimal du vecteur vers cette zone.

- Injection lente du vecteur AAV2(15)
Une injection lente en bulle unique est essentielle chez les patients atteints de
choroidérémie car I'espace sous-rétinien ciblé est souvent inférieur au volume de
vecteur injecté (1 mL), et la rétine peut étre trop étirée.

Une fois que le vecteur a été délivré, l'irrigation et I'aspiration de la cavité vitréenne
sont effectuées pour éliminer tous reflux de vecteur dans la cavité vitréenne.

Il faut veiller & éviter d'injecter une bulle d'air dans l'espace sous-rétinien afin de
minimiser le risque d'étirement aigu de la rétine et le développement éventuel d'un trou

& D’aprés le site: http://www.aubryserny.fr/questions-frequentes-ophtalmologie/fag-vitrectomie-ablation-du-
vitre-
montpellier.html#:~:text=La%20vitrectomie%200u%20ablation%20du,taille%20inferieure%20%C3%A0%201%20m
m
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maculaire. En outre, il faut éviter le tamponnement au gaz pour réduire le risque de
reflux du vecteur et de formation de cataracte.

Apres l'irrigation de la cavité vitréenne, I'ceil est souvent laissé rempli de liquide.

E.La Dénomination Commune Internationale

La FDA et TUSAN proposent pour notre type de produit une dénomination en 2 termes
contenant chacun un préfixe, un corps et un suffixe6),

Premier terme : qualifie le géne

- Préfixe : libre choix, pour notre these nous prendrons « EMI »
- Corps : identifie le géne utilisé ou la protéine qu’il code : REPI
- Suffixe : GENE

Deuxieme terme : gualifie le vecteur

- Préfixe : libre choix, pour notre these nous prendrons « MA »
- Corps : type de virus : PARVO
- Suffixe : VEC

Nous pourrions donc imaginer le nom du potentiel médicament comme suit :
Emirepigene Maparvovec.

F. Analyse concurrentielle

Dans cette partie, nous allons donc mener une rapide analyse concurrentielle afin de
connaitre les alternatives thérapeutiques disponibles ou en développement pour la
choroidérémie.

1. Médicaments actuellement sur le marché

A ce jour, il n’y a pas de médicaments disponibles sur le marché dans cette
indication.

2. Médicaments en déeveloppement

e Thérapies visant a ralentir ou a arréter la dégénérescence de la rétine et de
I'EPR(™) :

- Remplacement/ augmentation du géne CHM : Pas molécule en développement
a part notre exemple.
- Modifier le géne du patient :
o Echec des techniques existantes : nucléases a doigt de zinc ou les
nucléases a effecteur Tal (TALEN) : peu efficace
o Développement de la technologie CRISPR / Cas (répétitions
palindromiques courtes régulierement espacées en cluster / nucléase
associée a CRISPR 9) :
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= Efficacité de I'édition des génes semble généralement meilleure,
avec un potentiel cliniquement plus significatif

= Une partie importante du médicament reste inchangé entre les
patients, et seule une séquence guide d'ARN spécifique doit étre
développée pour cibler un site dans le géne spécifique de la
maladie, ce qui est plus attrayant en termes de développement
clinique.

= Utile surtout lorsqu’on veut corriger ou réduire au silence un géne
dont le variant entraine la production de protéine ayant un effet
delétére. Or la, les variants n’entrainent aucune protéine
détectable ou active : un simple ajout d’'une copie correcte du
gene est amplement suffisant. Rétablir le géne permettrait
d’assurer un niveau d’expression correct et soutenu du géene, de
plus existe des preuves que I'expression a partir d’'un transgene
peut étre maintenue pendant des années si le vecteur
d’administration et la cassette d’administration sont adaptés

- Utilisation de meédicaments inducteurs de reprise traductionnelle
(Translational readthrough inducing drugs, TRID) en aval d’'un codon STOP

o

Les variants non-sens sont la cause de la choroidérémie chez plus de
30% des patients.

L’utilisation de I'Ataluren (PTC124) dans la dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD) a montré un bon profil dinnocuité lorsqu'il est
administré par voie orale et le bénéfice clinique démontré a conduit & son
approbation dans I'UE pour cette indication.

Des décennies de traitement seraient nécessaires pour la
choroidérémie : pas assez de recul.

Preuve de concept en préclinique sur le poisson zebre (seul modéle
existant de choroidérémie avec un variant non-sens) : pas cliniguement
pertinent car absence du gene CHML (REP2) chez le poisson zébre et
donc le variant CHM est mortelle : on observe une augmentation de la
durée de vie de I'animal.

La capacité des TRID a corriger le défaut de prénylation de Rab dans les
fibroblastes d'un patient présentant un variant non-sens de la
choroidérémie est encourageante, malgré le fait que les niveaux de
protéine REP1 de longueur normale restent inférieurs au seuil de
détection.

- Oligonucléotides antisens (AON) : Exon skipping : congus spécifiguement
pour se lier au pre-ARNm et rediriger le processus d'épissage, le ramenant
potentiellement a une transcription normale

o

Dans certains cas de choroidérémie : variants introniques profondes
peuvent créer un site accepteur d'épissage cryptique qui se traduit par
I'insertion d'un pseudoexon dans la transcription CHM, qui perturbe la
fonction des genes

Résultats in vitro prometteurs

Repose sur des types patrticuliers de variants, donc pas pertinente pour
tous les cas de choroidérémie
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e Thérapies visant a restaurer la vision aux derniers stades de la maladie, lorsque la
majorité des photorécepteurs ont déja été perdus(®.

- Transplantation cellulaire, mais le probléme est que dans la choroidémie au
stade avancé, I'EPR et la choroide ont été perdues avec les photorécepteurs
dégénératifs.

- Protheses rétiniennes : Bien que la plupart des systemes reposent sur les
couches rétiniennes internes survivantes, avec une conduction nerveuse des
cellules ganglionnaires intacte, il n'y a pas de dépendance a la survie de I'EPR,
des photorécepteurs ou de la choroide.

o Prothése rétinienne Argus Il : c’est un dispositif épirétinien approuvé

pour une utilisation commerciale dans la dégénérescence rétinienne
avancée dans I'UE et aux Etats-Unis, a été implantée chez au moins un
patient atteint de choroidérémie.
Ce dispositif présente un trés bon profil de sécurité et diverses
améliorations de la fonction visuelle ont été rapportées, bien que celles-
ci varient considérablement d'un individu a l'autre et la vision finale lors
de l'utilisation de la prothése était assez basse ;

o D'autres dispositifs existent ou sont en cours de développement
(dispositif supracoriodique pour [I'ceil bionique a 44 canaux
(NCT03406416) Melbourne, Australie et Intelligent Retinal Implant
System, IRIS V1 (NCT01864486) et V2 (NCT02670980) Pixium Vision
SA) qui pourraient théoriguement restaurer des niveaux visuels
beaucoup plus élevés.

- Optogénétique : rendre les cellules restantes de la rétine sensibles a la lumiéere
en exprimant ectopiquement des canaux ioniques ou des opsines sensibles a
la lumiére. Un certain nombre de systemes sont a divers stades de
développement préclinique et commencent a étre étudiés dans des essais
cliniques. Encore une fois, le niveau de vision qui peut étre restauré par cette
méthode est susceptible d'étre relativement grossier, cependant, il est
susceptible d'étre comparable a n'importe quelle prothése rétinienne et peut
offrir des avantages spécifiques tels qu'une chirurgie moins invasive et une
restauration potentielle d'un champ visuel plus large.

G. Potentiel Résumé des Caractéristiques de
notre traitement

Dans cette partie, nous allons imaginer le résumé des caractéristiqgues du potentiel
traitement pour la choroidérémie. Nous allons donc lui donner un nhom de marque
« Chororepair » a partir de maintenant. Ce résumé des caractéristiques contiendra les
informations suivantes : La dénomination, la composition qualitative et quantitative du
traitement, la forme pharmaceutique, I'indication thérapeutique, la posoogie et le mode
d’administration, les précautions a prendre avant la manipulation ou I'administration
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du médicament, les conditionnements, les conditions de conservation et la
classification ATC.

1. Dénomination

Chororepair® 1 x 10! génomes de vecteur/mL, solution injectable

2. Composition gualitative et quantitative

Description générale : L’Emirepigene maparvovec est un vecteur destiné au transfert
de matériel génétique, qui utilise la capside d’un vecteur viral adéno-associé de
sérotype 2 (AAV2) comme véhicule pour délivrer TADNc de la protéine ubiquitaire
humaine REP-1 de 95 kDa au niveau de la rétine. L’emirepigene maparvovec est
dérivé d’'un AAV présent naturellement et modifié en utilisant des techniques d’ADN
recombinant.

Chagque flacon unidose de 1 mL de solution contient 1 x 10! génomes de vecteur (vg).

Excipients : Chlorure de sodium, Phosphate monosodique monohydraté (pour
ajustement de pH), Phosphate disodique dihydraté (pour ajustement de pH),
Poloxamere 188, Eau pour préparation injectables

3. Forme pharmaceutigue

Solution injectable.

Apres décongélation, la solution est un liquide transparent et incolore avec un pH de
7,3.

4. Indication thérapeutique

Chororepair® est indiqué pour le traitement des hommes adultes présentant une perte
visuelle due a une dystrophie rétinienne héréditaire résultant de défauts géniques
confirmées du CHM et possédant suffisamment de cellules rétiniennes viables.

5. Posologie et mode d’administration

Posologie :

Les patients recevront une dose unique de 1 x 10! vg d’emirepigene maparvovec
dans chaque ceil. Chaque dose sera délivrée dans lI'espace sous-rétinien dans un
volume total de 0,3 mL. Les administrations individuelles dans chaque ceil sont
réalisées lors de jours distincts avec un intervalle court, mais espacées d'au moins 6
jours.

Le traitement doit étre accompagné d’un traitement immunomodulateur pré et post-
opératoire.
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Mode d’administration :

Administration sous-rétinienne.

Chororepair® est une solution stérile pour injection sous-rétinienne qui doit étre
décongelée avant administration.

Ce médicament ne doit pas étre administré par injection intravitréenne.

Chororepair® est un flacon a usage unigue pour administration unique dans un seul
ceil. Le produit est administré sous la forme d’une injection sous-rétinienne aprés
vitrectomie dans chaque ceil. Il ne doit pas étre administré dans le voisinage immédiat
de la fovéa afin de préserver l'intégrité fovéale.

L’administration de I'emirepigene maparvovec doit s’effectuer au bloc opératoire en
conditions aseptiques contrélées. Une anesthésie adéquate doit étre administrée au
patient avant l'intervention. La pupille de I'ceil devant recevoir I'injection doit étre dilatée
et une prise en charge du risque infectieux doit étre définie avant la chirurgie,
conformément a la pratique médicale de référence.

6. Précautions a prendre avant la manipulation ou I'administration du médicament

Ce médicament contient des organismes génétiquement modifiés. Un équipement de
protection individuelle (avec une blouse de laboratoire, des lunettes de sécurité et des
gants) doit étre porté pendant la préparation ou I'administration du voretigene
neparvovec.

7. Conditionnements

Conditionnement primaire : 1 flacon unidose en verre

Conditionnement secondaire : Poche d’aluminium contenant 1 boite en carton
contenant 1 flacon unidose.

8. Condition de conservation

Flacon congelé non ouvert : 2 ans

Aprés décongélation et dilution : Une fois décongelé, le médicament ne doit pas étre
recongelé et doit étre laissé a température ambiante (moins de 25 °C). Une fois
ouverte, la solution doit étre utilisée immédiatement ; si elle n'‘est pas utilisée
immédiatement, le temps de stockage a température ambiante (moins de 25 °C) ne
doit pas dépasser 4 heures.

9. Classification ATC

La classification ATC n’a pas encore été attribuée.
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H. Propriété intellectuelle

Dans cette partie, nous allons développer les requis relatifs & la propriété
intellectuelle en nous intéressant au dép6t de brevet (1), aux certificats
complémentaires de protection (2), a la protection des données et a I'exclusivité
commerciale (3), ainsi qu’aux marques (4).

1. Dépot de brevet

C’est le code de la propriété intellectuelle®”) qui définit le brevet comme un titre délivré
par I'Etat et conférant un droit exclusif d’exploitation de I'invention qui en est I'objet.

Il existe 4 critéres de brevabilité en Europe :

La nouveauté : « Une invention est considérée comme nouvelle si elle n'est

pas comprise dans I'état de la technique (articles, brevets, posters publiés avant
la date de dép6t du brevet). »

L’activité inventive : « Une invention est considérée comme impliguant une
activité inventive si, pour un homme du métier (spécialiste du domaine
technique), elle ne découle pas d'une maniére évidente de I'état de la
technique ». C’est, en France, I'Institut National de Propriété Industrielle (INPI)
qui apprécie cette activité inventive.

L’application industrielle : « Une invention est considérée comme susceptible
d’application industrielle si on objet peut étre fabriqué ou utilisé dans tout genre
d’'industrie, y compris I'agriculture ». Encore une fois, 'INPI apprécie cette
application industrielle.

La suffisance de description : « L'invention doit étre exposée dans la
demande de brevet européen de facon suffisamment claire et compléte pour
gu’un homme du métier puisse I'exécuter ».

Les brevets sont limités dans le temps et dans l'espace. lls sont généralement
nationaux (valable dans un seul pays) ou limité a un seul territoire (par exemple
I'Europe). Nous avons donc déposé une demande de brevet pour notre molécule et
guelques dérivés en Europe, Etats-Unis, Australie, Canada, Japon et en Chine.

Les étapes afin d’obtenir un brevet sont :

Identification de I'invention.

Rédaction de la demande de brevet.

Dépbt de la demande de brevet.

Rapport de recherche établi par I'office des brevets.

Publication de la demande de brevet.

Examen : échanges entre l'ingénieur brevet et 'examinateur de l'office des
brevets au sujet de la brevetabilité.

Délivrance (ou rejet) du brevet : incluant une publication du brevet.

Maintien du brevet délivré : paiement des annuités.

L’expiration du brevet aura lieu, sous réserve que ce que nous dirons s’agissant du
certificat complémentaire de protection (voir infra), 20 ans aprés la date de dépot.
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Le contenu du brevet est le suivant :

e Page de garde :
Numeéro de brevet : « A » pour demande de brevet, « B » pour Délivré.
Date de dépaot.
Titulaire.
Inventeurs.
Propriétaire.

o Classe : domaine, chimie et médicament.

e Abstract : aucune valeur juridique.
e Description.
e Revendications : indépendantes ou non.

0O O O O O

Pour préserver l'intégrité et la confidentialité des données et des secrets commerciaux
relatifs au produit faisant I'objet d’'un dép6t de brevet, des accords de confidentialité
existent avec les employés de I'entreprise concernée, les consultants, les conseillers
scientifiques ainsi que les sous-traitants.

2. Certificats complémentaires de protection

Le certificat complémentaire de protection est un titre de propriété industrielle destiné
aux produits pharmaceutiques, ainsi qu'aux produits phytopharmaceutiques
(traitement des maladies a l'aide de plantes). || permet de prolonger la durée de
protection de ces produits.

En Europe, ce certificat prolonge la protection de notre produit de cing ans au
maximum a partir de I'expiration de la durée de validité maximale du brevet (20 ans).
Il est défini dans le reglement (CE) N°469/2009 du parlement européen et du consell
du 6 mai 2009.

3. Protection des données et exclusivité commerciale

En Europe, TAMM permet d'obtenir une protection des données durant 8 ans suivie
d’'une exclusivité commerciale de 2 ans. Cette protection peut étre prolongée d’un an
en cas d'obtention, dans les 8 ans de 'AMM initiale, d’'une extension d’indication
présentant un bénéfice clinique significatif.

Aux Etats-Unis, la protection des données est de 5 ans voire 8 ans dans certains cas.

Au Canada, la protection des données est de 8 ans et peut étre allongée de 6 mois si
I'on obtient des données pédiatriques au cours de ces 8 années.

En Australie, la protection des données est de 5 ans, elle est identique aux autres
médicaments commercialisés.

Au Japon, la durée de protection des données est de 8 ans.

L’exclusivité commerciale n’existe pas dans tous les pays.
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4. Dépot de marque®®

La marque de fabrique, de commerce ou de service est un signe susceptible de
représentation graphique servant a distinguer les produits ou services d’'une entité
morale ou physique.

La marque va permettre de défendre les valeurs de I'entreprise et de distinguer les
produits mis sur le marché. C’est un élément clef de la stratégie d’une entreprise
contribuant a la valorisation de celle-ci et permettant de distinguer ses produits et ses
services de ceux des concurrents.

Dans notre cas pratique, le nom « Chororepair® » serait déposé a I'INPI (Institut
National de la Propriété Intellectuelle) qui effectuera une recherche d’antériorité sur ce
nom. Cette derniere déposera ensuite une demande internationale a I'Organisation
mondiale de la propriété intellectuelle (OMPI) pour permettre a notre potentiel produit
d’obtenir le certificat d’enregistrement.
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Partie Ill. Phase de developpement
non-clinique et clinique.

. La phase de développement pré-clinigue

Les objectifs de la phase préclinique sont les suivants :
Connaitre la cible, le mécanisme d’action et les effets de notre molécule.
Connaitre et prévoir le devenir de notre produit dans I'organisme (Absorption,
Distribution, Métabolisation et Elimination ~-ADME). Il faudra ensuite pouvoir
extrapoler ces informations a 'organisme humain.
e Connaitre les organes cibles et le niveau de toxicité que notre molécule pourrait
avoir sur eux, les liens avec la dose et la réversibilité de la toxicité.

Pour mener a bien ces différents objectifs, il est important de bien sélectionner les
parameétres de sécurité a surveiller sur le plan clinique.

La finalité de ces études est de déterminer la premiére dose administrable a 'homme
en toute sécurité ainsi que I'escalade de dose envisageable lors du traitement.

Nous allons donc dans cette partie développer le cadre réglementaire des essais
clinigues (A), le concept de modéle animal (B), la réglementation autour du
développement non clinique des produits de thérapies géniques (C) et enfin le
développement non-clinique de notre médicament (D).

A.Cadre réglementaire.

Le cadre réglementaire permet de définir le bon déroulement de la phase préclinique
et est définit par trois notions :

e Les directives et recommandations scientifiques : Celles-ci sont mises en
place par 'EMA (plus précisément par le CHMP), I'lCH (International
Conference on Harmonization), la FDA et TOCDE.

e Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) : Un processus de validation,
d’assurance qualité, de qualification des équipements, de contrdle qualité et de
documentation doit étre fourni pour le médicament expérimental. Tout ceci est
encadré par les BPF.

e Les Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) : Elles regroupent les aspects
organisationnels et opérationnels pour les essais de sécurité non-cliniques.
Elles permettent de garantir :

o Lareproductibilite,
o Laqualite,
o L’intégrité des données (in vivo et in vitro).

54



Nous allons, dans cette partie, développer I'lCH (1), le principe des 3R (2) ainsi que
les guidelines de 'EMA concernant la qualité et les aspects cliniques et non cliniques
du médicament contenant des cellules génétiqgues modifiées (3).

1. L’ICH

L’International Conference on Harmonization a été fondé par différentes autorités de
santé : TEMA, la FDA, la MHW (autorité japonaise) ainsi que par des représentants de
I'industrie et de la recherche (European Foundation of Pharmaceutical Industries and
Association, Japan Manufactures Association, Pharmaceuticals Researchs and
Manufacturers of America).

Elle regroupe 17 pays et fait appel a des groupes d’experts en fonction de lignes
directrices ou « topics », avec un rapporteur (topic leader) qui est accompagné de
I'avis des autorités nationales, des industriels et des observateurs.

Les « topics » sont les suivants :

La qualité.

La sécurité.

L’efficacité.

Le multidisciplinaire : MedRA, CTD, module 3 et 5.

L’ICH va définir un certain nombre de lignes directrices pour encadrer la réalisation
des études précliniques :
e ICH S7A “Safety Pharmacology Studies for Human Pharmaceuticals” :
Principes généraux, définition et recommandation concernant la pharmacologie
de sécurité.

e ICH M3 “Guidance on safety studies for the conduct of human clinical
trials and marketing authorization for pharmaceuticals” : Harmonisation
des études d’innocuité non cliniques nécessaire pour appuyer les études
cliniques chez ’'Humain.

Notre médicament étant un produit issu des biotechnologies, certaines lignes
directrices plus précises vont nous concerner, par exemple : ICH S6 “Preclinical
safety evaluation of biotechnology derived pharmaceuticals”.

Les objectifs principaux de cette derniere guideline sont :
e Identification du schéma de posologie chez 'lHomme (et 'escalade de dose si
besoin).
e Identification des organes cibles pour la toxicité.
e Identification des paramétres de sécurité pour la surveillance clinique.
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2. Directive 2010/63/UE 3R ou Principe des « 3R »

Cette directive est importante a mentionner car elle concerne I'utilisation des modeles
animaux dans la recherche scientifique et met en place la notion des « 3R » dans la
|égislation de I'Union Européenne. Il s’agit d’'une exigence juridique qui est applicable
aux soins et a l'utilisation des animaux dans ce domaine.

C’est une harmonisation Européenne et internationale de la réglementation de sécurité
et de reconnaissance mutuelle de validité des méthodes et elle montre qu’il faut se
limiter aux seules expériences considérées comme indispensables. Il faut aussi
réduire les répétitions inutiles pour éviter de refaire une étude déja réalisée.

En ce qui concerne le protocole expérimental, il doit étre rédigé et évalué par un comité
d’éthique qui jugera de I'intérét ou non de I'expérimentation qui va leur étre présenté.
Des méthodes statistiques sont disponibles afin d’estimer le nombre d’animaux
minimum requis pour avoir des résultats d’étude exploitables.

Les « 3R » ont été énoncés en 1959 par Russel et Burch dans leur ouvrage « Les
principes de la technique expérimentale sans cruauté » et proposent les principes
suivants :

e Remplacer : Trouver des méthodes alternatives a I'expérimentation animale
telles que I'informatique ou des expérimentation cellulaires.

e Raffiner : Améliorer les contraintes autour de I'animal (seuil de douleur, points
limites) en travaillant sur son confort et en réfléchissant sur les aspects
d’angoisse ou de douleur. Le modéle animal est donc choisi avec soin et les
conditions de transport, d’élevage, d’hébergement sont renforcées afin
d’augmenter le bien-étre animal.

Les protocoles doivent étre planifiés et les animaux correctement entrainés a
coopérer avec un renforcement positif (qui visera a diminuer le stress qui
perturbe ou modifie les résultats des études).

Enfin, des points limites les plus précoces possibles seront établis en fonction
de I'objectif de I'expérience (qui seront vérifiés par le Comité d’éthique).

e Réduire : Il faut utiliser le moins d’animaux possible, des animaux stables de
maniére héréditaire et réutiliser 'animal ou les mutualiser, optimiser les
statistiques.

3. EMA guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of
medicinal products containing genetically modified cells®®

Concernant la pharmacodynamie et la pharmacocinétiqgue de notre potentiel produit
« Emirepigene Maparvovec », nos études doivent démontrer :

e Les effets attendus de la modification génétique, tels que la différenciation et /
ou la prolifération cellulaire induites par le produit génique ou la récupération de
la fonction physiologique prévue,

e La qualité d'expression, de régulation, de localisation, de durée d'expression et
d'intégrité structurelle du produit génique,
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L'intégrité du vecteur dans les cellules (épisomales ou intégrées),
L'effet thérapeutique recherché, sa localisation et ses limites a lI'organe / tissu
souhaité (efficacité et innocuité),

e Toute interaction ayant un effet sur les tissus environnants (par exemple, le
suicide de cellules de spectateurs en plus de ceux qui portent le suicide
transgene),

e Toute perte d'expression inattendue.

Les criteres d'effet toxicologique pourraient étre traités dans des études in vitro et / ou
in vivo qui devraient étre congues afin d'étudier les effets indésirables induits par la
modification génétique.

Les parametres et considérations suivants doivent étre pris en compte :

e Tout changement involontaire et inattendu de la morphologie cellulaire, du
phénotype, de la fonction et du comportement, comme la prolifération
indésirable, la différenciation, l'immortalisation ou l'induction d'un phénotype
transformé, qui pourrait se produire dans les cellules génétiguement modifiées
par rapport a la population de cellules non modifiées, ainsi que tout changement
pathologique dans les sites ou I'expression se produit.

e Toute conséquence toxicologique de l'expression vecteur / transgene, de
I'activité du produit et de sa persistance ou toute propriété inattendue de la
modification génétique, comme par exemple une réponse immunitaire
indésirable.

L'utilisation de cellules allogéniques ou xénogéniques peut entrainer une réponse
immunitaire indésirable a I'administration dans les cellules, et les études animales in
vivo peuvent fournir des informations utiles concernant les conséquences d'une telle
réponse immunitaire.

B.Le modéle animal®

Selon les guidelines de 'EMA (“Guideline on the quality, non-clinical and clinical
aspects of gene therapy medicinal products”), les études non cliniques doivent étre
effectuées avec les modeles in vitro et in vivo les plus appropriés sur le plan
pharmacologique.

La justification du développement non clinique et les critéres utilisés pour choisir ces
modéles doivent étre discutés et justifiés en vue des études non-cliniques.

Dans le cas ou aucun modeéle animal approprié n'est disponible pour traiter tous les
aspects des tests non cliniques, sur la base d'une justification scientifique, le
demandeur doit s'efforcer de développer de tels modeles ou effectuer des évaluations
in vitro en utilisant des systemes reflétant de maniére appropriée I'état de la maladie.
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Les aspects suivants doivent étre pris en compte lors de la sélection du modele animal

e La capacité du vecteur visé a transfecter / transduire / infecter et a se
répliquer dans les especes / modeéles animaux choisis.

o Pour les GTMP basés sur un vecteur viral déficient en réplication, le
modéle animal doit étre sensible a l'infection virale.

o Pourle GTMP basé sur un virus ou un micro-organisme compétent pour
la réplication, la capacité a se répliquer doit étre prise en considération
lors de la sélection du modéle animal.

o Pour les virus oncolytiques qui sont classés comme GTMP, il peut étre
important d'inclure une xénogreffe humaine porteuse de tumeur dans les
animaux immunodéficients ou immunodéprimés ou un modele de tumeur
animale syngénique afin d'évaluer les effets de la réplication virale dans
les cellules tumorales dans le cadre de I'étude non-clinique.

e L’expression et la distribution tissulaire des récepteurs cellulaires d'un
virus / virion / bactérie dans le modele animal qui pourraient affecter
I'efficacité de la capture par I'h6te et la séquestration cellulaire et tissulaire du
vecteur. Selon le type de vecteur de thérapie génique, le tropisme tissulaire
peut se produire ou est censé se produire via la présence sélective du GTMP
dans les tissus ou les organes, l'infection sélective de cellules / tissus ou
I'expression sélective du ou des génes thérapeutiques. Lors de la sélection du
modéle animal pour ces vecteurs, la comparabilité du tropisme tissulaire dans
le modéle animal sélectionné et chez I'hnomme doit étre discutée et justifiée.

e L'activité des éléments régulateurs et leur contrdéle pour conduire
I'expression spécifique aux tissus et le niveau d'expression du transgéene.

e Laréponse biologique au produit transgénique, y compris son expression
cible, sa distribution, sa liaison et son occupation, ses conséquences
fonctionnelles, y compris la signalisation cellulaire et également la régulation
des génes associes, le cas échéant.

e Le statut immunitaire de I'animal, sa réponse immunitaire et l'immunité
préexistante potentielle. Le statut immunitaire et I'immunité préexistante chez
I'hnomme doivent étre pris en compte lors de la sélection du modéle animal. La
persistance et la clairance de l'acide nucléique administré dépendront
largement de la surveillance immunitaire. Le statut immunitaire du modéle
animal doit reproduire le plus fidélement possible la situation du patient. La
réaction immunitaire des animaux au virus parental ou aux bactéries utilisées
pour dériver le GTMP doit étre prise en considération et tout impact potentiel
sur les résultats ou l'interprétation de I'étude doit étre évalué. Les effets d'une
immunité préexistante contre le véhicule vecteur et / ou les produits génigues
vectoriels chez le patient peuvent étre imités par un prétraitement des animaux
avec le vecteur.

e Présence de génes animaux / produits géniques homologues au geéne
thérapeutique / produit transgénique. Par exemple, un vecteur exprimant
une cytokine humaine serait mieux testé chez une espece dans laquelle cette
cytokine se lie au récepteur de cytokine correspondant avec une affinité
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comparable a celle observée pour les récepteurs humains, et initie une réponse
pharmacologique comparable a celle attendue chez 'homme.

e Les animaux transgéniques sont utilisés pour modéliser diverses maladies
humaines. Néanmoins, le choix du modele animal transgénique doit étre
correctement discuté.

e Meétabolisme et autres aspects pharmacocinétiques, si nécessaire.
L'utilisation de modeles animaux de grande taille ou malades peut étre
envisagée afin d'imiter des conditions cliniques particulieres ou la biodistribution
du GTMP en fonction de la nature du produit, de sa voie d'administration et,
éventuellement, du systéme d'administration utilisé (par exemple,
administration intra-cérébrale).

e Caractéristiques biologiques des composants du produit dans I'espéce
utilisée, en fonction de la dose administrée et du volume pouvant étre
administré en toute sécurité aux animaux d'essai.

e Ladistribution active et / ou passive du virus / vecteur dans l'organisme
modéle et la possibilité de recombinaison du GTMP (ou de parties du GTMP)
avec des virus endogenes de I'héte.

Dans le cas ou un seul modele animal pourrait ne pas suffire pour traiter les aspects
pertinents, différents modéles animaux doivent étre utilisés dans ces études.

Le ou les modeles animaux choisis peuvent comprendre des animaux de type
sauvage, immunodéprimés, knock-out, knock-in, humanisés ou transgéniques.

L'utilisation de modéles de maladies ou de modéles homologues peut étre envisagée.
Les petits animaux rongeurs, y compris les modéles transgéniques, a élimination
directe et les maladies naturelles, peuvent représenter des modeles pertinents, mais
les limitations dues a la petite taille et & la courte durée de vie doivent étre prises en
compte.
Le nombre d'animaux utilisés par dose testée a une incidence directe sur la capacité
de détecter la toxicite.
e Une petite taille d'échantillon peut entrainer I'échec de l'observation des
eévénements toxiques en raison de la faible fréequence, quelle que soit la gravite.
e Les limites imposées par la taille de I'échantillon, comme c'est souvent le cas
pour les études sur des primates non humains, peuvent étre en partie
compenseées en augmentant la fréquence et la durée de la surveillance.

Les deux sexes doivent généralement étre utilisés ou une justification doit étre fournie
pour des omissions spécifiques. Pour améliorer I'évaluation de linnocuité, une
attention particuliere doit étre accordée a la taille des groupes de contrdle, en
particulier lorsque les données historiques font défaut ou sont limitées pour le modele
/ I'espéce animale choisi.
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C.Lareglementation autour du developpement
non-clinique des produits de thérapie génique.

Dans cette partie, nous allons développer les requis en termes d’études
pharmacologiques (1) et toxicologiques (2) dans le cadre du développement non
clinique d’'un médicament. Pour ce faire, nous allons nous aider de la guideline
développée par I'’Agence Européenne du Médicament(19),

1. Les études de pharmacologie.

Il s’agit d’effectuer une preuve de principe de notre médicament. L’évaluation de
I'activité biologique doit étre faite «in vitro » (sur des cellules humaines, des
myoblastes, etc) et « in vivo » sur des modeéles animaux (souris, singes, etc).

Le choix de I'espéce se porte en général sur un petit animal car ce dernier donne des
informations pour les études de toxicologie et est plus facile a manipuler.

On choisit lors de ces études les composants du vecteur (promoteur et vecteur). A
terme, on aura alors une évaluation de la persistance de I'expression dans le modeéle
que 'on utilise.

2. Les études de toxicologie.

Il s’agit d’études portant sur une administration avec une période d’observation de 3 a
6 mois (en fonction du vecteur).

Une seule espéce animale est suffisante pour mener a bien les tests et pour appuyer
le passage aux essais cliniques.

De plus, il est important que la voie d’administration soit identique a celle envisagée
pour ’'Homme ou se rapproche le plus possible de celle-ci.

D.Développement non clinique de notre
meédicament.

Devant le manque de modele animal disponible et viable pour reproduire la pathologie
gue nous étudions, nous avons trouvé des études qui portent essentiellement sur des
modéles in vitro et in vivo qui vont reproduire au mieux les tissus cibles de
« Emirepigene Maparvovec ».

Dans cette partie, nous allons étudier les preuves de concept « in vitro » sur les lignées
cellulaires saines (1) et pathologiques (2), les preuves de concepts « in vivo » (3), la
pharmacocinétique (4) et la sécurité de notre vecteur (5).

1. Preuve de concept « in vitro » (lignées cellulaires saines)®,

Les tests in vitro se feront sur une lignée de cellules créées a partir d’'une culture de
cellules d’ovaires d’hamster Chinois (CHO).
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Le vecteur proviral a été généré et présente :
e Un type sauvage ADNc de CHM humain (hCHM).
e Un hybride activateur de cytomégalovirus, avec une béta-actine de poulet
(CBAe).

Les analyses de séquences de notre vecteur montrent une absence de potentiels
variants, attestant ainsi de la qualité de notre vecteur qui pourra étre utilisé
ultérieurement dans nos études précliniques.

Ceci nous démontre donc que ce vecteur est stable et peut étre utilisé pour nos études
non-cliniques.

Nous pouvons schématiser le vecteur comme suit :

ITR Exoni Exon2 ITR

el T Tt

Intron \ / / \

Kozak/start Stop WPRE® bGH pA

Figure 12 : Rappel de la structure de notre vecteur AAV2-REP-1(11)

Le vecteur a été injecté dans les cellules CHO et les résultats observés grace a un
Western Blot utilisant un anticorps anti-REP1.

A B C

97 kDa
> —
L. 64kDa

Figure 53 : Western Blot des cellules CHO traitées par notre vecteur®

A : Cellule transfectée par notre vecteur.
B : Cellule de contrble (non transfectée).
C : Marqueur de la protéine.

Ce Western Blot nous révéle bien que les cellules transfectées par le vecteur
AAV2.hCHM présentent la protéine REP1.

Des analyses par Immunofluorescence de ces cultures cellulaires transfectées

montrent une forte expression de la protéine hREP1 dans le cytoplasme. Cependant,
les cellules contrdles ne présentent pas cette forte expression.
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Figure 14 : Immunofluorescence de cultures de cellules CHO®

A : Cellules contrbles ne présentant pas de fluorescence due a la présence de la
protéine REP1.

B : Cellules transfectées par notre vecteur et présentant une fluorescence verte, due
a la présence de la protéine REP1.

On remarque également lors de ces premiers tests que I'administration par dose
croissante de génome viral entraine une expression proportionnelle de la protéine
REP1 dans les cellules transfectées.

AAV2.hCHM 97kDa

©  g4kDa
1E3 1E4 1E5 2E5 +ve ‘g’
O

Figure 15 : Analyse par Immuno-Blot des cellules CHO infectées par des doses de
1x103 a 2x10° de génome viral d'AVV2-hCHM®

On remarque grace a cette figure que I'expression de la protéine REP1 dans les
cellules CHO traitées augmente en fonction de la dose de génome viral que I'on
injecte. Ceci est illustré par I'intensité du signal présent (fleche bleue).

Ces études nous permettent donc de prouver que la transfection de notre vecteur dans
les cellules induit bien une expression de la protéine REP1. De plus, ceci est corroboré
par le fait que les cellules contrbéles (non-traitées par notre vecteur) ne présentent pas
les protéines REP1.
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2. Preuve de concept « in vitro » (lignées cellulaires
pathologiques)®.

Dans un deuxieme temps, les tests sur notre potentiel médicament se feront sur des
lignées cellulaires présentant les déficiences induites par la choroidérémie.

Nous allons donc procéder en différentes étapes : la génération et la caractérisation
de modeles «in vitro » de choroidérémie (a), la preuve de concept « in vitro » :
augmentation de I'expression de la protéine REP1 (b), et la preuve de concept « in
vitro » avec 'augmentation du trafic de la protéine Rab27 (c).

a. Génération et caractérisation de modeles « in vitro » de choroidérémie.
Pour ce faire, deux individus (non apparentés) présentant la pathologie ont consenti a
fournir des échantillons de leur sang pour permettre la génération de lignées cellulaires
et pour effectuer des tests biologiques.

On cherche donc a générer des cellules souches pluripotentes induites (iPSc) avec
les cellules mononucléaires du sang périphérique.

Les lignées cellulaires provenant de ces individus seront nommeées respectivement
CPS1 et CPS2.

& PBMC STEMCCAA  PickiPSCs Expansion
Reprograming  Virus Colonies;  (p15-20) i
Day 28 iPSC
CPS51 > ——— ——» Analysis

Figure 16 : Schéma de la génération de la lignée cellulaire iPSc a partir de CPS1(®

Les lignées iPSC sont caractérisées de maniere standard afin de déterminer si elles
ont un degré de qualité suffisant pour mener a bien les différents tests que nous
développerons ultérieurement.

99.6 98.9

TRA-1-60
SSEA3

TRA-1-60 SSEA4

Figure 17 : Marqueurs extracellulaires de la pluripotence des lignées générées pour
nos études®
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Figure 186 : Analyse par PCR des lignées iPSC issues de CPS1 et CPS2(1)

On remarque dans ces analyses I'expression de marqueurs retrouvés normalement
dans les génes pluripotents.

Afin d’effacer la mémoire épigénétique résiduelle de la cellule de départ, les clones
sont maintenus en culture pour une durée minimale de 16 passages.

La capacité de pluripotence des clones de CPS a été démontrée grace a un essai sur
chaque couche germinale (ectoderme, mésoderme et endoderme).

‘.'» % o 7. ,v.."" :
AR N e I SR

ECTODERM MESODERM ENDODERM
Figure 19 : Coloration a I'hématoxyline et a I'éosine des teratomes sur les 3 couches
germinales®.
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Des tests moléculaires ont été menés afin de prouver que les lignées cellulaires
générées présentaient bien le déficit en protéine REP1 caractéristique de la
choroidérémie.

De plus, une lignée de fibroblastes correspondant a la lignée iPSC de CPS1 a été
générée et sera appelée pour la suite des études CPF1.

b. Preuve de concept «in vitro » : augmentation de I’expression de la
protéine REPL.
Les lignées de fibroblastes dérivées des patients ont été infectées avec notre vecteur
a une dose MOI (Multiplicity Of Infection) de 2E5 vg/cellule et I'expression de la
protéine REP1 a été analysée via la technique d'immunofluorescence et de western
blot.

DAPI+MERGE

Figure 20 : Immunofluorescence sur les lignées de fibroblastes infectées par AAV2-
hCHM®
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REP-1

CPF1+

Control CPF1
AAV2. hCHM

Figure 21 : Western Blot mesurant I'expression de REP-1 dans les fibroblastes
infectés par AAV2-hCHM®

On remarque sur ces deux figures que l'expression de la protéine REP1 est
augmentée lors de l'infection par notre vecteur, ce qui démontre l'effet de notre
médicament.

Cette expression est démontrée de la méme maniére dans les lignées iPSC infectées
par AAV2.hCHM.

100 [ Blank
ﬂ CPS1 control
l -
80 - il CPS1-AAV2.hCHM

COUNTS

0102 10 10* 10°
REP-1
Figure 22 : Méthode FACS (fluorescence activating celle sorting) des lignées iPSC
infectées par AAV2-hCHM®
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Figure 23 : Méthode FACS des lignées iPSC infectées par AAV2-hCHM®

Control AAV2. hCHM

Figure 24 : Immunofluorescence chez des cellules infectées par notre vecteur (VI) vs
des cellules contrdles (non-infectées : V)@

Des comparaisons plus poussées montrent que le taux de protéines REP1 exprimées
dans les cellules infectées par notre vecteur est 35 a 40% plus forte dans les lignées
pluripotentes que dans les lignées de fibroblastes.
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Ceci confirme non seulement la forte expression de la protéine REP1 dans les cellules
infectées par notre plasmide mais montre aussi I'augmentation de la transduction
meédiée par AAV2 dans les lignées iPSC comparées aux lignées de fibroblastes.

On peut donc en conclure que les lignées pluripotentes sont un excellent modéle pour
établir une preuve de concept pour les thérapies géniques de la choroidérémie.

c. Preuve de concept «in vitro » : Augmentation du trafic de la protéine
Rab27.

On veut déterminer si lI'injection de AAV2.hCHM corrige le trafic protéique déficient a
cause de la perte de la protéine REP-1.

On infecte donc les lignées iPSC et les fibroblastes qui ont été réalisés pour les
besoins de I'étude avec AAV2.hCHM.

On fait une immunofluorescence de contr6le qui montre que quand la protéine REP-1
est absente, la protéine Rab27 stagne pres de la région nucléaire de la cellule.

Avec la présence de REP-1 exogéne, on remarque un trafic du noyau vers la
membrane de la cellule.

I CPF1 CPS1

control CPF1 AAV2.hCHM control CPS1 AAV2.hCHM

Figure 25 : Cytométrie de flux en fluorescence pour suivre I'expression de la protéine
REP1 et la protéine Rab27 dans les lignées CPF1 et CPS1®,

Controles : i, ii, iii, vii, viii, ix.

On voit sur ces images que les protéines Rab27 ne sont présentent qu’autour du noyau
chez les cellules non traitées.
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Chez les cellules traitées, on remarque que les protéines Rab27 sont réparties dans
tout le cytoplasme, témoin de la reprise du trafic protéique lors de I'administration de
notre medicament.

On veut également évaluer en détail la distribution de Rab27 et des REP1 dans les
cellules contréles et les cellules traitées.
Des analyses en cytométrie de flux avec fluorescence ont été menées.

Uninfected AAV2.hCHM Wt control  Uninfected AAV2.hCHM Wt control

= control & control
8w REP1 A REP-1 B RERLED Rab27 s ha2e® 2
g 304 (23.40) | (46.50) ‘ 6
g ) (542) (35.50) | | (65.40),
i 10/ 2
o 0

: ! e
106 206 o6 166 206 eb 205 4e5 Go5 Be5 563 1ed 1.584 284 503 fed 1504 264

Intensity
Figure 26 : Analyse quantitative des niveaux d'expression de REP1 et Rab 27 dans
les lignées iPSC®

b -
Tod 204 J0d  dod

Ces figures nous montrent que I'expression de la protéine REP1 est bien plus élevée
chez les cellules traitées (B) en comparaison aux cellules non traitées(A).
Cependant, cette expression exogéne de REP1 est toujours inférieure a I'expression
endogéne de REPL1.

L’expression de REP1 entraine alors une expression de Rab27 beaucoup plus forte
chez les cellules traitées (E) (65% d’expression dans les membranes des cellules
traitées, 35% dans les membranes des cellules non traitées).

En conclusion, nous pouvons donc montrer que notre molécule agit sur des modeles
in vitro pathologiques de la choroidérémie.

Il est important de noter que I'expression de la protéine REP1 est augmentée lors de
I'infection des lignées cellulaires iPSC par notre médicament et que cette expression

induit un plus fort trafic protéique grace a Rab27, palliant ainsi les déficits
fondamentaux de la pathologie.

3. Preuve de concept «in vivo »,

Afin d’évaluer l'efficacité de notre plasmide in vivo, ce dernier a été injecté par voie
sous-rétinienne chez la souris « wild type ».

Trois semaines aprés l'injection, les tissus ont été collectés afin d’analyser les taux de
protéine et de mener une étude histologique.
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Figure 27 : Immuno-Blot des sections de rétine de souris C57B1/6(%

A : Controle.

Ce Western Blot nous confirme donc que notre médicament a une action in vivo chez
la souris.

Afin de confirmer ces résultats, des analyses par immunofluorescence ont été menées
pour montrer I'expression et la localisation des protéines REP1 dans les segments
internes et externes des couches nucléaires des photorécepteurs.

| REP-1

H
— =ve control Uninjected, AAV2.hCHM

Figure 28 : Immunofluorescence des sections de rétine de souris C57B1/6()

On remarque avec facilitt une meilleure immunofluorescence des protéines REP1
chez les souris infectées par notre vecteur, démontrant ainsi I'efficacité d’Emiperigene
Maparvovec dans ce modeéle.
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4. Pharmacocinétique

Les études de pharmacocinétique permettent de rendre compte du devenir du
médicament dans [l'organisme : administration, distribution, métabolisation,
élimination.

Les études de distribution ont été incluses comme composante des études générales
de toxicite.

L’excrétion virale n’a pas été étudiée chez les animaux.

Le transgéne codé par notre vecteur est considéré comme identique a la protéine
REP1 humaine normale et devrait donc étre métabolisée de la méme maniére que la
protéine REP1 humaine normale.

5. Seécurité in vitro et in vivo d’AAV2.hCHM(1).

Pour étudier la sécurité in vitro et in vivo de notre vecteur, nous allons nous focaliser
sur les études de toxicité court terme « in vitro » (a), de toxicité court terme « in

vivo » (b), de toxicité long terme « in vivo » (c), de génotoxicité (d), de
carcinogeénicité (e), de reprotoxicité (f), de phototoxicité (g), de pharmacodépendance
(h), d’écotoxicité (i) et enfin la réponse immunitaire (j).

a. Toxicité court terme « in vitro ».
La toxicité court terme a été menée sur les cellules CHO afin d’évaluer le taux
d’apoptose induit par l'infection de ces cellules par notre vecteur a une dose 1E5 ou
2E5 vg/ml.

-ve control +ve control

ES AAVZ hCHM 2E5 AAVZ hCHM

Figure 29 : Essai TUNEL chez les cellules CHO infectées par AAV2-hCHM®

Ces images nous montrent qu’aucune des deux doses injectées n’entraine la mort
cellulaire. Ceci est donc un indicateur encourageant quant a la non-toxicité du
médicament.
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b. Toxicité court terme « in vivo ».
De la méme maniere, la toxicité a court terme a été évaluée chez les souris infectées
par notre vecteur et les résultats montrent un niveau bas d’apoptose des cellules de la
rétine.
Le nombre de rangées de noyaux dans la couche nucléaire externe était similaire chez
les souris traitées et témoins indiquant qu'il n'y a pas eu de changements dégénératifs
a court terme dans les photorécepteurs résultant de la surexpression d'AAV2 hCHM.

-ve control + ve control

— Uninjected Injected

Figure 30 : Essai TUNEL sur les coupes rétiniennes de souris infectées par notre
plasmide(®

c. Toxicité long-terme «in vivo ».
Pour cette étude, nous avons généré un deuxieme vecteur : AAV2.CBA.GFP qui nous
servira de contrble. Ce vecteur a montré une certaine efficacité pour des traitements
de pathologies de la rétine mais n’est cependant pas spécifique a la choroidérémie.

Notre vecteur sera injecté dans le premier ceil de notre modéle animal : une souris
wild-type et le deuxiéme vecteur sera injecté dans 'autre ceil.

Les données seront recueillies sur 6 mois et analysées par Electrorétinogramme (qui
va analyser la réponse électrique de la rétine grace a une stimulation lumineuse).
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Les résultats ont été illustrés grace aux graphiques suivants :

— AAV2/2-CBA-REP1, 1E+9 gp

a4  —— AAV2/2-CBA-GFP, 1E+9 gp

-6 R

_s T

_4 _—A-
ppT—
X

3

2

log cd.s/m?

da-wave

Figure 31 : Electrorétinogramme de la rétine de souris wild-type(@

Ligne noire = réponse de notre plasmide.
Ligne grise = réponse de AAV2.CBA.GFP.

On note dans un premier temps que la réponse de la rétine de souris a notre vecteur

est plus importante qu’avec le vecteur contréle.

La quantification de cette réponse nous confirme ces observations, comme nous le

montre les graphiques ci-dessous :
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Figure 32 : Quantification de la réponse aux différents plasmides injectés dans les

yeux de souris®

Les tests menés n‘ont montré aucune preuve d’altération évidente de la fonction
rétinienne.

Ceci nous confirme donc qu’il n’existe pas de toxicité évidente sur la fonction rétinienne
méme si la protéine REP1 est surexprimée.

d. Génotoxicité

La guideline ICHS6 nous indique que les études de toxicité classiques ne sont pas
applicables aux produits issus de la biotechnologie et ne sont donc pas demandées.
Par précaution, les sujets utilisent une méthode de contraception barriére pendant 3
mois aprés l'intervention

Des études particulieres de génotoxicité doivent cependant étre faites en présence
d’éléments pouvant indiquer un potentiel génotoxique. Ce n’est pas le cas de notre
produit.

Les études de génotoxicité n'ont donc pas éteé réalisées.

e. Carcinogénicité
La guideline ICHS6 nous indique que les études de carcinogénicité standard ne sont
pas appropriées pour les médicaments issus de la biotechnologie.
Une évaluation produit-spécifique du potentiel carcinogene peut étre demandée en
fonction de l'activité biologique et de la chronicité du traitement.

C’est la guideline ICHS1A qui va établir les conditions sous lesquelles les études de
carcinogeénicité sont demandées.
Concernant les médicaments administrés par voie oculaire, ces études ne sont
requises que s’il existe une exposition systémique significative et des éléments en
faveur d’'un potentiel carcinogéne.
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Comme ce n’est pas le cas de notre produit, les études de carcinogénicité n’ont donc
pas été réalisées.

f. Reprotoxicité
Notre produit ayant démontré une absence de passage systémique en injection
subrétinienne a dose thérapeutique et supra-thérapeutique, les études de reprotoxicité
n’ont pas éteé réalisées.

g. Phototoxicité
La guideline ICHS10 est relative a I'évaluation de la phototoxicité.
Notre produit n'‘est pas concerné par ces études du fait de son administration
subrétinienne.

Les études de phototoxicité non cliniques n’ont donc pas été réalisées.

h. Pharmacodépendance

C’est la guideline européenne EMEA/CHMP/SWP/94227/2004 qui statue sur la
nécessité des études sur I'éventuel risque de dépendance.

Notre produit n’a fourni aucun élément en faveur d’un tel risque que ce soit in vitro ou
in vivo.

Comme il ne fait pas 'objet d’'une auto-administration, il est donc pertinent de ne pas
mener ces études de pharmacodépendance.

i. Ecotoxicité

Chororepair® est classé comme un organisme génétiquement modifié, encadré par la
guideline « Environmental risk assessments for medicinal products consisting of, or
containing, genetically modified organisms (GMOS) ».

Compte tenu de la complexité procédurale et scientifique de I'évaluation des risques
environnementaux (ERA), nous demanderons une réunion avec 'lEMA 6 mois a 1 an
avant le dép6t de notre dossier.

A lissue de cette réunion, nous avons pu suivre les 6 étapes requises suivantes pour
notre ERA :

e Etape 1 : Identification des caractéristiques susceptibles de provoquer des
effets néfastes.

e FEtape 2 : Evaluation des conséquences potentielles de chaque effet néfaste,
s’il se produit, et de I'ampleur de chaque conséquence identifiée.

e FEtape 3: Evaluation de la probabilité d'occurrence de chaque effet négatif
potentiel identifié.

e FEtape 4 : Estimation du risque posé par chaque caractéristique identifiée de
notre produit.

e FEtape 5. Application de stratégies de gestion des risques liés a la
commercialisation de Chororepair®
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e FEtape 6. Détermination du risque global. La décision 2002/623/CE de la
Commission a normalisé un systeme de classement utilisant les qualités
"élevée", "modérée", "faible" et "négligeable” pour les estimations des
conséquences et de leur ampleur, et les risques d'effets négatifs.

Les risques déterminés pour les caractéristiques d’Emirepigene Maparvovec ont été
classés comme faibles ou négligeables et son risque global a été classé comme faible.

j. Laréponse immunitaire.

Les premieres études précliniques pour la thérapie génique oculaire n‘ont pas prédit
I'inflammation qui pourrait étre observée chez plusieurs patients recevant une injection
sous-rétinienne d'un vecteur AAV2.

Cependant, le manque de réponse immunitaire pour le transfert de genes dans les
zones oculaires était attendu, car la compartimentation est considérée comme une
immunité privilégiée. Une explication potentielle de ce phénomeéne est que le sérotype
de capside et les voies de livraison étudiées peuvent avoir contribué a masquer cette
réponse.

Plus tard, les études ont montré qu’l n'y avait pas d’évidence d’infiltration
inflammatoire dans les tissus de la rétine.

E.Conclusion.

En résumé, un vecteur AAV capable d’introduire une version fonctionnelle du géne
REP-1 humain dans les cellules des patients atteints a été généré.

La transduction de REP-1 humain déficient dans ces cellules avec ce vecteur a fourni
une expression stable de REP-1 fonctionnelle qui améliore non seulement le trafic des
protéines Rab 27a accumulées mais prényle également les protéines.

L'expression de REP-1 n'a pas produit de cytotoxicité dans les cellules in vitro ou in

vivo. Ces données fournissent les informations nécessaires pour aller de l'avant et
développer un essai clinique humain sur la choroidérémie.

Il. La phase de développement clinique

Dans cette partie, nous allons développer le contexte réglementaire général des essais
cliniques (A) pour ensuite introduire le déroulement d’'un potentiel développement
clinique de notre médicament (B). Comme les données scientifiques ne sont pas
encore publiées a ce stade du développement de la thérapie génique que nous
etudions, nous allons donc nous focaliser sur les requis réglementaires qu’une
thérapie génique pour une pathologie orpheline doit remplir pour pouvoir prétendre a
la mise en place d’essais cliniques.
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A.Contexte réglementaire des essais cliniques

Toutes les études cliniques seront menées conformément aux réglementations,
directives et recommandations de I‘ICH, qui a pour objectif d’harmoniser les requis
concernant la qualité (ICH Q), 'efficacité (ICH E), la sécurité (ICH S), les domaines
multidisciplinaires (ICH M) des médicaments.

e Norme ICH E6 (R2) «Bonnes pratiques cliniques (BPC) »: Norme
internationale de qualité éthique et scientifique pour la conception, la conduite,
I'enregistrement et la notification des essais impliquant la participation de sujets
humains.

e Norme ICH E8 « Considérations générales relatives aux études
cliniques » : Principes et pratiques internationalement acceptés dans la
conception et la réalisation d'études cliniques.

e Norme ICH E10 « Choix d'un groupe témoin et questions connexes dans
le cadre des essais cliniques » : Principes généraux impliqués dans le choix
d'un groupe témoin pour les essais cliniques visant a démontrer ['efficacité d'un
traitement et a discuter des problemes liés a la conception et a la conduite des
essais.

e NormeICHE17 « Essais cliniques multirégionaux » : Principes généraux de
la planification et de la conception des essais cliniques multirégionaux dans le
but d'accroitre leur acceptabilité dans les soumissions réglementaires
mondiales.

e Norme ICH E18 « Echantillonnage génomique et la gestion des donnés
genomiques » : Principes harmonisés d'échantillonnage génomique et gestion
des données génomiques dans les études cliniques.

Le nouveau reglement européen 536/2014 portant sur les essais cliniques des
médicaments" remplacera la directive 2001/20/CE et sera pour notre cas pratique
requise pour soumettre notre médicament aux autorités Européennes.

L’évolution majeure de ce réglement est la création du portail CTIS (Clinical Trial
Information System), un point d’entrée unique pour les demandes et les autorisations
d’'essais cliniques de I'ensemble des 27 Etats membres de 'UE auxquels s’ajoutent
Islande, Liechtenstein et Norvége, en tant que pays signataires du traité de I'Espace
economique européen (EEE). Ce portail remplace Eudra-CT.

L’harmonisation des processus de soumission, évaluation et surveillance des essais
cliniques menés au sein de 'UE et de 'EEE a pour objectifs principaux de faciliter
'accés des patients aux traitements, de renforcer I'attractivité de I'Europe en matiére
d’essais cliniques et d’'augmenter la transparence et 'accés aux données issues de
ces essais.

Le systeme d’information CTIS, mis en place par I'Agence européenne des
médicaments (EMA) est accessible aux promoteurs industriels et institutionnels des
30 pays concernés, a leurs autorités sanitaires respectives ainsi qu’au grand public a
travers trois espaces numériques distincts. C’est la Commission européenne qui est

h adopté en mai 2014, entrant en vigueur le 31 janvier 2022
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chargée de la bonne mise en application du nouveau réglement européen portant sur
les essais cliniques.

Notre demande passera aussi entre les mains du Comité de Protection des Personnes
(CPP) dont le réle est d’émettre un avis préalable sur les conditions de validité de toute
recherche impliquant la personne humaine'. Si cet avis n’est pas positif, il ne sera pas
possible de débuter les essais cliniques.

Il sera également demandé de respecter la déclaration d’Helsinski, qui énonce les
principes éthiques applicables a la recherche médicale impliquant des étres humains
et les bonnes pratiques de fabrication (BPF) pour les médicaments expérimentaux
qui seront utilisés durant les études cliniques.

e Cas particulier des Organismes Génétiquement Modifié (OGM)
Notre médicament est un médicament de thérapie génique (GMTP), et appartient donc
aux meédicaments de thérapie innovante (MTI). Il répond également aux définitions
(mondiale, et européenne) des OGM. Nous avons donc l'obligation réglementaire de
déclarer notre médicament comme un organisme modifié dans les pays ou cette
définition existe.

Dans le monde :

Le Protocole de Cartagena (accord international adopté le 29 janvier 2000) a pour
but de prévenir les risques biotechnologiques liés a la manipulation, au transport et a
I'utilisation, entre pays, d’organisme vivant modifié (OVM).

Ce texte définit un OVM comme étant un « organisme vivant possédant une
combinaison de matériel génétique inédite obtenue par recours a la biotechnologie
moderne ». La notion de biotechnologie moderne y est définie comme « I'application
de techniques in vitro aux acides nucléiques, y compris la recombinaison de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) et lintroduction directe d'acides nucléiques dans des
cellules ou organites [...] qui surmontent les barrieres naturelles de la physiologie de
la reproduction ou de la recombinaison et qui ne sont pas des techniques utilisées
pour la reproduction et la sélection de type classique ». Cette définition est complétée
par deux annexes.

- La premiére (Annexe I.Al) liste de fagon non-exhaustive les techniques
entrainant des modifications génétiques donnant des OGM (la recombinaison
de 'ADN (dont la transgénése), la micro-injection et la fusion cellulaire)

- La deuxiéme (Annexe |.A2) liste les techniques qui n’en entrainent pas, avec
cette fois une liste fermée (la fécondation in vitro et les processus naturels tels
que la conjugaison, la transduction, la transformation ou l'induction polyploide).

En Europe :

La directive 2001/18 (EC) définit TOGM comme « un organisme, a l'exception des
étres humains, dont le matériel génétique a été modifié d'une maniére qui ne s'effectue

au regard des critéres définis par I'article L 1123-7 du Code de la Santé Publique (CSP)
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pas naturellement par multiplication et/ou par recombinaison naturelle », entendant
par organisme « toute entité biologique capable de se reproduire ou de transférer du
matériel génétique ».

La directive 2001/18 (EC) dispose également que toute personne devrait adresser une
notification & I'autorité nationale compétente avant de procéder a une dissémination
volontaire d’'un OGM dans I'environnement ou de mettre sur le marché un OGM en
tant que produit ou élément de produits, si l'utilisation envisagée de ce produit implique
sa dissémination volontaire dans I'environnement. De plus, une évaluation cas par cas
des risques pour l'environnement devrait toujours étre effectuée avant toute
dissémination. Elle devrait également tenir diment compte des effets cumulés
potentiels a long terme liés a l'interaction avec d’autres OGM et avec I'environnement.

En tant que médicament de thérapie innovante (MTI), il faut également signaler qu’il
devra suivre le reglement européen (CE) n°1394/2007.

e C(Classification du risque de notre OGM (cas de la France)
En France, ou est basé notre laboratoire, TANSM requiert I'avis du Haut Conseil des
Biotechnologies (HCB), qui vise a estimer le niveau de dangerosité de 'OGM objet de
la recherche (estimer les risques pour la santé humaine et I'environnement). Il est
chargé de définir la classe de risque de I'OGM, déterminer son niveau de confinement,
et donner des agréments aux sites ou il sera utilisé (par exemple les hdpitaux lors des
essais cliniques).

Tableau 3 : Niveau de confinement pour chaque classe de risque
défini par le HCB®?

Tableau |

MNiveau de confinement pour chaque dasse de Asque défini par
le HCB.

Containment level for each risk dlass as defined by the HCB.

Lieu de Lieu d'administration/maintien
production™ du patient”

Classe O Laboratoire L Th
Classe Cz Laboratoire L2 Tl
Classe C3 Laboratoire L3 TL3 (non envisageable, a priori)®
Classe C4  Laboratoire Ly T4 (non envisageable, a priori)®

HOH - Haut consal des biotechnologies; OGM : organisme génatiquemant modifie.

ALk de production (L] : pharmade ou laboratoire 2 grie o kes O0 A-médin ments ot

|prepares.

®Liew d'administation et de maintien du patient (TL) : chambe hospitaliére accueilant

e patient.
Le HCB classera certainement C2 le risque de 'OGM de notre médicament. Les
lieux de production et de réalisation d’essai clinique devront donc étre adaptés et

agréeés en conséquence :

- Laboratoire de niveau de confinement 2 pour les lieux de production
- Obtention d’'un agrément LT2 pour les sites cliniques des essais.
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B.Développement clinique de notre médicament

1. Développement clinique classique d’un médicament

Tableau 4 : Développement clinique classique d'un médicament

1¢¢ administration du candidat médicament chez ’Homme.
Phase | Pendant cette phase, la tolérance au médicament et sa
pharmacocinétique sont évaluées sur un petit échantillon de sujets sains.

1¢r¢ administration du candidat médicament au patient malade.
Administration chez un petit nombre de volontaires atteints de la
pathologie cible avec des critéres d’inclusion trés restreints. Lors de cette
phase, on évalue l'efficacité pharmacologique : c’est I’étude pilote.

Phase Il

Candidat médicament aux patients malades a plus grande échelle.
Etude de la pharmacodynamie du médicament sur un nombre de patients
plus importants en élargissant les criteres d’inclusion afin de se
rapprocher au maximum des conditions réelles. Cet essai permet de
comparer notre candidat médicament a un autre déja commercialisé et
considéré comme référence. On obtient également des données
d’efficacité plus approfondies et un rapport bénéfice/risque. Lors de cette
phase, on détermine la posologie et on identifie d’éventuelles interactions
médicamenteuses. C'est I’étude pivot qui conditionne I'obtention de
I’AMM pour des médicaments classiques.

Phase Il

Etudes post-AMM en vie réelle.

La balance bénéfice/risque est continuellement évaluée apres la
commercialisation car des données nouvelles apparaissent en conditions
réelles d’utilisation avec tout ce que cela implique

Phase IV

2. Adaptation de nos etudes a une maladie orpheline

Notre médicament traite une maladie orpheline, ne touchant qu’une petite population
d’individus. Les effectifs lors des essais cliniques seront en conséquence tres réeduits.
En 'absence actuelle de traitement, I'utilisation d’un groupe de patients témoins pose
probléme pour des raisons éthiques. On n’utilisera de groupe témoin que lors des
études de phase Il (avec traitement des patients du groupe de contrdle des la fin de
'essai clinique). En attendant, notre phase I/ll et notre phase Il devront utiliser les
patients comme leur propre controle.

Notre médicament est également un médicament de thérapie génique, et ne peut donc
pas étre administré a des volontaires sains, nécessitant la non-réalisation d’'une phase
| standard. Notre phase I/l comprendra donc une premiére administration a un groupe
de patients malades a une dose dite « faible » puis au reste des participants a une
dose plus élevée recommandée.
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a) Réalisation d’une phase l/ll et donc la non-réalisation d’une phase |
standard avec administration a des volontaires sains.

EMA/CAT/852602/2018 (Guideline on quality, non-clinical and clinical
requirements for investigational advanced therapy medicinal products in clinical
trials) : « Les études sur les MTI sont souvent concues en essais de phase | / Il,
combinant des caractéristiques de conception de la phase | et de la phase Il. On peut
citer en exemples des essais avec des GTMP chez des patients atteints de maladie
monogénétique, ou l'escalade de dose et la détermination d'une dose recommandée
sont suivies d'une phase d'extension, pour inclure des patients supplémentaires au
niveau de dose recommandé et pour explorer davantage l'efficacité du GTMP ».

ICH E8 « Considérations générales relatives aux études cliniques » : Selon cette
guideline, « Les médicaments présentant une toxicité potentielle significative, par
exemple les médicaments cytotoxiques, sont généralement étudiés chez des
patients. », afin d’éviter des effets secondaires importants au volontaire sain.

b) Nombre restreint de participants dans nos essais cliniques

Pour les indications dans des maladies orphelines, le développement des essais
cliniques doit tenir compte des principes énoncés dans la directive CHMP / EWP /
83561/2005 (directive sur les essais cliniques dans de petites populations).

c) Utilisation des patients traités comme leur propre contréle dans nos
phases I/ll et phase Il

D’aprés la directive EMA/CAT/852602/2018 (directive sur les requis en qualité, en non
clinique et en cliniqgue pour les médicaments expérimentaux de thérapie innovante
dans les essais cliniques) :
- Pour certaines indications, un traitement de comparaison peut ne pas étre
disponible ou bien il peut étre contraire a I'éthique de mener un essai en utilisant
un placebo comme comparateur.

- Dans les cas ou les essais clinigues contrélés randomisés ne sont pas
réalisables, des alternatives (par exemple des données bien documentées ou
l'utilisation des patients comme leur propre controle) peuvent étre acceptables
si elles sont justifiées de maniére appropriée.

- Pour certains MTI, un contrdle intra-sujet pourrait étre une approche utile.
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Partie |IV. Plan d’Investigation
Pediatrique

Dans cette partie, nous allons développer ce qu’est un plan d’investigation
pédiatrique (PIP) et essayer de comprendre en quoi consisteraient les études que
nous pourrions mener dans le cadre du développement de notre médicament.

Nous allons donc dans un premier temps nous focaliser sur le cas de notre
médicament (A) pour ensuite parler du PIP en Europe (B) et du Paediatric Study Plan
(PSP) aux Etats Unis.

A.Cas de notre médicament

La choroidérémie est une pathologie qui évolue lentement et qui apparait la plupart du
temps vers 'adolescence.

Les études précliniques sur les populations pédiatriques sont limitées. Le diagnostic
de la maladie est difficile et se fait le plus souvent tardivement. La choroidérémie
présente sensiblement la méme symptomatologie chez I'adulte et chez I'adolescent
car elle évolue sur plusieurs dizaines d’années.

B.Le PIP en Europe

En Europe, le PIP doit étre présenté a 'TEMA. Nous allons donc développer dans cette
partie ce que dit la réglementation européenne a son sujet (1), a quoi pourrait
ressembler le PIP de notre potentiel médicament (2) et enfin comment soumettre ce
PIP aux autorités européennes (3).

1. Ce que dit laréglementation.

Cette partie va se focaliser sur la définition d’un plan d’investigation pédiatrique (a),
sur les dérogations qui peuvent étre délivrées (b), sur le comité pédiatrique de 'lEMA
ou PDCO (c) et enfin sur les modalités de soumission d’'un PIP (d).

a. Définition
Un PIP@D est un plan de développement visant a s'assurer que les données

nécessaires sont obtenues par des études chez I'enfant, pour appuyer l'autorisation
d'un médicament dans la population pédiatrique.

Toutes les demandes d'AMM de nouveaux médicaments doivent inclure les résultats

des études décrites dans un PIP convenu, sauf si le médicament est exempté en
raison d'un report (deferral) ou d'une dérogation (waiver).
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Cette exigence s'applique également lorsqu'un titulaire d'AMM souhaite ajouter une
nouvelle indication, forme pharmaceutigue ou voie d'administration pour un
médicament déja autorisé et couvert par des droits de propriété intellectuelle.

En bref, le PIP :

e Inclut une description des mesures a prendre chez les enfants avec le
médicament;

e Décrit les mesures d'adaptation de la formulation du médicament pour rendre
son utilisation plus acceptable chez les enfants, comme ['utilisation d'une
formulation liquide plutét que des comprimés;

e Couvre les besoins de tous les groupes d'age des enfants, de la naissance a
I'adolescence;

e Définit le calendrier des mesures chez les enfants par rapport aux adultes.

La soumission de ce PIP doit étre faite aupres du Paediatic Committee (PDCO) avant
tout demande d’AMM. Celui-ci va fournir une opinion que I'entreprise devra fournir
dans le module 1 du Common Technical Document (CTD) lors de sa demande dAMM.

Le plan de développement d'un médicament peut étre modifié ultérieurement a mesure
gue les connaissances augmentent. Des modifications peuvent également étre
apportées si le demandeur rencontre des difficultés avec la mise en ceuvre d'un PIP,
qui le rendent impraticable ou plus approprié. Les candidats doivent s'adresser au
PDCO pour ces modifications.

L'Agence élabore également des PIP standard pour aider les demandeurs a obtenir
I'accord pour des PIP sur des types ou des classes spécifiques de médicaments.
L'adhésion aux principes et aux principaux éléments contraignants contenus dans un
PIP standard facilitera le processus d'approbation du PIP.

La réalisation du PIP est obligatoire pour obtenir TAMM de nouveaux produits, de
produits possédant déja un brevet et étant déja autorisé, et évidemment pour les
produits orphelins.

Il est important de savoir qu’il n’est pas obligatoire pour les produits ne possédant pas
de brevet (la plupart du temps, il s’agit de médicaments anciens), et pour les produits
suivants :

Génériques,

Produits hybrides,

Biosimilaires,

Produits dont I'utilisation est bien établie.
Homéopathie.

Herbes médicinales.

Ces produits sont définis dans les articles 10 et 10(a) de la directive 2001/83/CE.
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b. Dérogations
Si le laboratoire pharmaceutigue a des arguments scientifiques et/ou techniques
étayant le report des essais cliniques chez I'enfant, le PDCO peut accorder un
« deferal ».
Celui-ci va permettre de réaliser les essais cliniques aprés la demande d’AMM chez
'adulte. Le PDCO suivra cependant la réalisation de ces essais cliniques pour
s’assurer qu’ils soient effectivement réalisés.

Une autre solution peut étre accordé au laboratoire : le « waiver ». C’est une
dérogation qui permet au demandeur de ne pas réaliser de PIP chez I'enfant.

Il en existe deux types :
e Le waiver total : qui s’applique a toutes les tranches d’age.
e Le waiver partiel : qui s’applique a certaines tranches d’age.

Ce « waiver » peut étre accordé pour différentes raisons :
e Le manque de bénéfice thérapeutique significatif.
e Le fait que la pathologie ne touche pas la population pédiatrique.
e Le fait que le médicament soit indiqué dans une certaine classe thérapeutique.

c. Le PDCO
Le PDCO fait partie intégrante de 'EMA depuis 2007.

C’est un organisme composeé :
e D’experts faisant partie des autorités nationales compétentes de I'Union
Européenne et de 'Espace Economique Européen,
De membres du CHMP.
De représentants de patients.
De professionnels de santé.

Ce comité va donc veiller au respect de la réglementation pédiatrique. Ses missions
sont les suivantes :
e Veiller au respect de I'application du PIP adopté.
e Répondre aux questions sur les médicaments pédiatriques sur demande du
directeur exécutif de 'lEMA ou de la Commission Européenne.
e Evaluer le contenu du PIP et répondre positivement ou non aux demandes de
« waiver » / « deferal ».

Il est important de se rappeler que le PDCO ne va pas évaluer lui-méme les produits
a usage pédiatrique. Cette tache est réalisée par le CHMP.

Ce dernier peut cependant éventuellement demander une opinion du PDCO
concernant la qualité, la sécurité et 'efficacité d’'un des produits qu’il évalue.
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d. Lasoumission du PIP

Le PIP Européen doit étre soumis dés le début de la phase Il des essais cliniques chez
I'adulte. Le PDCO va donner son opinion et proposer des modifications de ce contenu
en fonction des nouvelles connaissances et données qui seront apportées tout au long
des essais cliniques chez 'adulte.

Lors de la soumission de la demande d’AMM, il faut fournir les informations suivantes :
e Les résultats des études de PIP. Le PIP compliance check devra étre réalisé
avant la soumission par le PDCO qui s’assurera que toutes les études ont été
réalisées et que les mesures ont été prises en concordance avec le PIP.
Le « waiver » si le demandeur est exempté de ces études.
Le « deferal » si le demandeur a demandé un report.

2. Notre PIP

Dans le contexte de notre produit, nous pourrions demander un « waiver », c’est-a-
dire une possibilité d’exemption des études dans certaines tranches d’age pour se
concentrer sur I'adolescent (tranche d’age a laquelle la choroidérémie se déclare).

Nous pourrions donc réaliser notre PIP sur la population pédiatrique de 14 a 18 ans.
La symptomatologie clinique est sensiblement la méme que chez l'adulte, car la
choroidérémie est une pathologie qui se développe lentement.

La population cible étant restreinte (du fait qu'il s’agit d'une maladie orpheline), il
semble plus judicieux de réaliser une étude de PIP une fois les données chez les
patients adultes bien établies.

L’étude que nous pourrions réaliser est la suivante :

Tableau 5 : Design de I'étude PIP

Design de 'étude e Etude ouverte

e Unicentrique

e Non-randomisée
Tous les patients (volontaires malades) recoivent le méme
traitement (AAV2-REP1) dans un ceil, 'autre servant de
controle.

Nombre de patients 14 patients de sexe masculin, recevant une injection unique
dans I'espace sub-rétinien de 0,1 mL de suspension.

e Bras 1 : « Faible dose » (6 : L1-5 + C1) : 1 ere
administration chez 'lhomme 1x 10'° particules de
génome d’AAV2-REP1

e Bras 2 : « Haute dose » (8 : H1-7 + C2) : 1 x 10 11
particules de génome d’AAV2-REP1

Critere de jugement | Meilleure Acuité Visuelle Corrigée (a 6 mois)
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principal

Criteres de jugement e Micropérimétrie,
secondaires e OCT,

e autofluorescence du fond d’ceil (a 24mois)
Corrélation  fonction-structure en marge de Ila
dégénérescence rétinienne

Critéres d’inclusion e Participant ainsi que son représentant légal aptes et
disposés a donner son consentement éclairé pour
participer a I'étude,

Garcon agé de 14 a 18 ans,

Choroidérémie diagnostiquée, et bonne santé
générale. La maladie est déclarée et des
modifications de la région de la Macula sont
observables en ophtalmoscopie laser a balayage
(SLO)

e Participant ainsi que son représentant Iégal disposés
a informer son médecin généraliste de sa
participation I'étude,

e Vision d’au moins 6/60 ou mieux dans I'ceil étudié.

Pour réaliser ces études, nous devrons adapter la formulation de notre médicament
mais nous garderons I'administration intra-vitréale car c’est 'administration la plus
pertinente et efficace.

Le recrutement des patients étant délicat au vue de la tranche d’age et de
I'épidémiologie de la maladie, nous demandons également un « deferal » (ou un report
de ces études) pour ne pas retarder la mise sur le marché de notre produit.

Afin d’étayer notre argumentation, nous avangons que des données plus compléetes
sur la sécurité et I'efficacité de notre médicament a long terme chez I'adulte seront
bénéfiques a la réalisation de ces essais chez I'adolescent.

3. La soumission du PIP

Le PIP serait soumis au PDCO dés le début de la phase Il des essais cliniques.
Dans un premier temps, il faudra établir une « letter of intent » un mois avant la
soumission pour expliquer notre intention de soumettre un PIP a 'TEMA.

Pour accéder a notre évaluation de PIP, un rapporteur et un « Peer reviewer » du
PDCO seront désignés. Une premiére phase d’évaluation de 60 jours permettra au
PDCO d’évaluer le PIP et de proposer d’éventuelles modifications a apporter. Comme
notre médicament est le premier a traiter la pathologie que nous étudions, le PDCO
nous demandera de prendre en compte les données disponibles sur Luxturna® afin
d’avoir une premiére idée des résultats que nous pourrions obtenir.

Apres cette premiere évaluation, une période de 3 mois sera accordée pour apporter
des modifications dans le but de passer a la deuxiéme phase d’évaluation de 60 jours.
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Apres ce délai, notre PIP recevra ou non une opinion positive du PDCO et lTEMA
confirmera cette opinion pour accepter le PIP. Le recrutement débutera dés l'accord
de lEMA.

Envoyée au PDCO
1 mois avant la soumission

etiteresy Des le début de la phase Il

intent

Enfants de moins de 14 ans : waiver

Soumission 14 a 18 ans : deferal avec formulation a revoir, recrutement difficile et attentes de données plus complétes chez I'adulte
du PIP

Désignation d'un rapporteur et de "Peer reviewer"

. Demande de prise en compte d'un autre traitement similaire
Evaluation

Apport des modifications
Correction du

PIP

60 jours
Evaluation

Début du recrutement 1

Figure 33 : Procédure d'approbation du PIP en Europe
C.Le PSP aux Etats-Unis

Nous allons maintenant nous concentrer sur ce qu’est un Paediatric Study Plan (PSP),
équivalent de notre PIP européen aux Etats-Unis en rappelant la réglementation
relative a ces études (1) et le déroulement de la potentielle soumission d’'un PSP pour
notre médicament (2).

1. Ce que dit laréglementation

L’équivalent du PIP aux Etats-Unis est appelé « Peadiatric Study Plan » (PSP)®. ||
est réglementé par deux notions :

e Le «Best Pharmaceuticals for Children Act» (BPCA) : Basé sur le
volontariat avec des récompenses accordées par la FDA comme une extension
d’exclusivité de marché de 6 mois. Le BPCA autorise la réalisation d’essais
cliniques chez I'enfant dans d’autres indications que celle de I'adulte.

e Le « Paediatric Research Equity Act » (PREA) : |l fait des essais sur I'enfant
un requis obligatoire, exception faite du « waiver » et du « deferal » (comme
pour 'lEMA). Les études chez I'enfant doivent étre réalisées pour les mémes
indications que chez 'adulte. De méme, les données sur I'enfant doivent étre
présentées au moment de la soumission de TAMM.
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2. La soumission du PSP

Méme si la désignation orpheline dans le traitement de la choroidérémie est accordée,
nous ne serions pas exemptés de réaliser un PSP dans le cadre du PREA.

Comme pour 'Europe, nous avons demandé un « waiver » pour les enfants de moins
de 14 ans et un deferal pour réaliser des essais pédiatriques sur des enfants de 14 a
21 ans.

Nous soumettrons notre PSP dans les 60 jours apres la réunion de la fin de la phase
Il (comme requis dans la guideline « Peadiatric Study Plan »).

Notre PSP comprend des objectifs, un design, une population et des criteres de
jugement des études réalisées (qui sont les mémes que celles qui seront faites pour
les autorités européennes).

Le « waiver » et le « deferal » ont été accepté par la FDA.

Méme indication que chez I'adulte

SR Paediatric Research Equity Act

Dans les 60 jours apres la réunion de la fin de phase Il

- <14 ans : waiver
Soumission

du PIP 14 a 21 ans : deferal
Délai d'environ 7 mois
: Commentaires de la FDA et resoumission compris
Evaluation

Début de recrutement

Figure 34 : Procédure d'approbation du PSP aux Etats-Unis
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Partie V. Stratéqie d’enreqistrement
globale

Dans cette partie finale, nous allons focaliser nos efforts sur la stratégie
d’enregistrement globale et sur tout ce qu'elle implique pour notre potentiel
médicament. Pour ce faire, nous allons nous concentrer sur la désignation orpheline
(A), sur 'analyse du marché en vue d’un potentiel enregistrement de nos thérapies (B)
et enfin sur I'enregistrement de notre thérapie dans les zones géographiques qui nous
intéressent (C).

A.La désignation orpheline

Pour préciser ce qu’est la désignation orpheline, nous allons tout d’abord nous
intéresser a ce qu’est une maladie orpheline en général (1), pour ensuite développer
ce qu’est un médicament orphelin en Europe (2), aux Etats-Unis (3) et dans le reste
du monde (4).

1. Généralités
La choroidérémie est une maladie rare. La définition de maladie rare varie selon la
réglementation de chaque pays.

Tableau 6 : Définition d'une maladie rare selon les régions du
monde

Région Prévalence de
la maladie
Europe, Suisse,
Australie, Canada <5/10000
Etats-Unis < 200 000
Japon <50 000
Brésil, Russie <1/10000
<1/10000 +
origine génétique +
Taiwan difficile a
diagnostiquer et
traiter
Inde < 72,6 millions
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Les laboratoires pharmaceutiques rencontrent des difficultés pour commercialiser les
médicaments orphelins. Le colt et la complexité du développement sont tres éleveés.
Les essais cliniques sont longs du fait de la difficulté de recruter un nombre suffisant
de patients et des connaissances limitées de la maladie.

Le faible nombre de patients a traiter induit une rentabilité faible du médicament et ne
permet pas nécessairement de compenser les codlts engendrés par son
développement.

Les patients n’'ont donc pas acces a des thérapies spécifiques et sont traités la plupart
du temps de maniére symptomatique.

Les agences sont sensibilisées a cette problématique et ont créé des programmes
ayant pour objectif d’inciter les laboratoires au développement de produits orphelins.
Des réglementations sont apparues dans les différentes régions du monde :

us " . :
Oprhan Singapour Japon Australie Eurgpe & Bre,sn & Arabl'e Ru55|e.&
Drug Act 1991 1993 1998 Taiwan Corée du Saoudite Turquie
19gS3 2000 Sud 2006 2011 2014

Figure 35 : Chronologie de la mise en place de la réglementation des médicaments orphelins
dans le monde

Le but de la mise en place de ces réglementations et de ces programmes est d’inciter
les laboratoires pharmaceutiques a développer des médicaments orphelins et de
combler un besoin médical.

Différents types d’incitations ont été proposées comme I'allongement de I'exclusivité
de marché ou méme la suppression de certaines redevances appelées « fees ».

Pour développer un médicament orphelin, il est nécessaire d’obtenir une « désignation
orpheline ». Celle-ci va permettre au médicament d’obtenir le « statut de médicament
orphelin » pour une indication orpheline particuliére.

Le médicament intégrera un programme ou sera attaché a un certain nombre
d’avantages / de récompenses pour le laboratoire.

2. Médicaments orphelins en Europe

Pour étudier ce qu’est un médicament orphelin en Europe, nous allons examiner le
contexte réglementaire qui régit cette désignation (a) pour ensuite voir les
programmes que propose 'lEMA (b). Nous nous focaliserons ensuite sur le
processus de désignation et de décision par la Commission Européenne dans le cas
de notre produit (c) ainsi que sur la Reconnaissance mutuelle en Suisse (d).
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a. Contexte réglementaire

C’est le Reéglement CE n°141/2000 du parlement européen et du comité des
médicaments orphelins du 16 décembre 1999 qui encadre les médicaments orphelins.

D’autres réglementations ont ensuite suivi :
e N°847/2000.

N°726/2004.

N°507/2006.

N°1901/2006.

N°2049/2005.

Ces reglements prévoient des incitations afin de développer un médicament orphelin
dont le soutien spécifique pour des moyennes et petites entreprises tout au long du
développement jusqu’a I'obtention de 'AMM voire méme apres.

Il existe d’autre types de gratification :
e Lors du développement : Eligibilit¢ pour un protocole d’assistance, aide
financiére, gratifications comme la « désignation orpheline ».
e Pendant la demande d’AMM : Evaluation accélérée pour une mise sur le
marché plus rapide.
e En post-AMM : Exclusivité de marché de 10 ans pouvant étre renouvelable
pour une période de 2 ans, si un PIP e a été réalisé.

b. Les programmes proposés par 'EMA.
La désignation orpheline(23).

La désignation orpheline fait I'objet d’'une demande auprés de 'EMA, elle peut étre
faite a n’importe quel moment du développement du médicament mais doit
impérativement se faire avant la demande dAMM.

Certaines données préliminaires de préclinique et de clinique sont demandées et le
meédicament doit remplir 3 critéres :
e |l doit étre destiné au diagnostic, a la prévention ou au traitement d’une affection
entrainant une menace du pronostic vital ou une invalidité chronique.
e La prévalence de la maladie pour laquelle le médicament est indiqué doit étre
inférieure a 5 cas sur 10 000 en Europe au moment de la demande.
e Il n’existe aucune méthode satisfaisante de diagnostic, prévention ou traitement
de la maladie, ou si une telle méthode existe, le médicament doit présenter un
bénéfice significatif.

La composante qui évaluera la demande est le Committee for Orphan Medicinal
Product (COMP). Il est composé d’experts et I'évaluation a une durée de 90 jours a
compter de la validation de la demande.

Une fois cette évaluation faite, 'TEMA envoie I'opinion du COMP a la Commission
Européenne qui prendra la décision finale dans les 30 jours.
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Notification par la promoteur a I'EMEA de son
intention d'introduire une demande

Réunion de pré-soumission a I'EMA

Dépét de la demande pour validation par
I'EMA (J1)

Evaluation par I'EMA & COMP

Adoption de I'avis du COMP (dans les 90 jours) puis

transmission de I'avis a la CE o o
Décision de la Commission de

désignation comme médicament
orphelin (Dans les 30 jours)

Inscription au Registre communautaire publié sur le site
Internet de la Commission et publication des résumés d'avis
sur le site internet de I'EMA

Figure 36 : Procédure de désignation des médicaments orphelins en Europe

Avec I'obtention d’'une Orphan Drug Designation (ODD) vient un certain nombre de
gratifications.

e Le sponsor bénéficie d’'une assistance de protocole : une forme spéciale d’avis
scientifique.

e Le sponsor bénéficie de conseils sur le développement du médicament a
n'importe quel stade du développement et de réponses a diverses questions
relatives a 'autorisation d’'un médicament orphelin.

e Une exclusivité du marché de 10 ans, renouvelable pour une période de 2 ans
siun PIP est réalisé avant la demande d’AMM. L’EMA n’acceptera aucune autre
demande d’AMM relative a cette pathologie sauf si une preuve de supériorité
clinique est apportée par le demandeur.

e Eligibilit¢ & une AMM conditionnelle, valable 1 an et renouvelable.

Le détenteur de 'ODD est tenu de fournir tous les ans un rapport annuel a 'TEMA. I
décrit I'évolution des études cliniques et toutes les informations concernant le
Médicament et son développement qui pourraient avoir un impact sur 'ODD.

Il est important de noter que 'ODD peut étre retirée a tout moment par l'autorité

compétente.
La désignation orpheline sera réévaluée au moment de la demande d’AMM.
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PRIME®

Le PRIority MEdicines ou PRIME est un programme mis en place par ’lEMA qui permet
d’inciter au développement de médicaments pour des besoins médicaux non couverts.
Il est basé sur une interaction entre le laboratoire et 'TEMA plus avantageuse ainsi
gu’un dialogue plus précoce.

L’obtention d’'un PRIME permet une optimisation des plans de développement ainsi
gu’une accélération de I'’évaluation du médicament.

L’EMA apporte une aide relative au design des essais cliniques et des avis
scientifiques tout au long du développement.

Un médicament pourra prétendre au PRIME s'il prouve un bénéfice potentiel pour des
patients atteints d’'une pathologie pour laquelle il n’existe pas de traitement approprié,
et ce en fournissant des données préliminaires cliniques.

Dans le cas ou un médicament bénéficie du programme PRIME, un rapporteur du
CHMP ou du CAT (Committee on Advanced Therapies) sera désigné pour fournir
une aide pour la construction du dossier d’AMM.

L’EMA organisera un meeting avec le rapporteur ainsi qu'un groupe d’experts
multidisciplinaires dans un but de conseiller le développeur sur la stratégie de
développement et réglementaire.

c. Processus de désignation et décision de la Commission Européenne
dans le cas de notre produit.
Pour notre produit, nous pourrions choisir de faire une demande de désignation
orpheline et de PRIME.
Comme il est le seul traitement disponible dans la choroidérémie, cette demande
pourrait étre légitime.

La demande de désignation orpheline

Pour notre demande de désignation orpheline, notre produit remplit les critéres
d’éligibilité suivants :

e Destiné au traitement d’une affection entrainant une menace du pronostic vital
ou d’'une invalidité chronique : La choroidérémie est en effet une pathologie
chronique menant a terme a la cécité.

La prévalence est inférieure a 5/10 000 cas.
Il Nexiste aucune méthode satisfaisante de diagnostic, de prévention ou de
traitement de la maladie.

La demande d’ODD pourrait se faire apres I'obtention des résultats de la phase |.
Comme celle-ci doit étre réalisée a des moments précis de I'année, il faut étre attentif
aux dates mensuelles limites fixées par lTEMA.

Cette demande doit étre faite via le portail de 'TEMA IRIS.
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Nous demanderons donc une réunion de pré-soumission a 'lEMA (2 mois avant la
soumission de la demande) pour présenter notre projet, I'objet de notre demande et la
description de notre produit :

e Substance active.

e Mécanisme d’action.

e Données générées en préclinique et phase |

e Description de la pathologie.

Nous informerons également 'lEMA de notre volonté de soumettre une demande
d’ODD dans d’autres zones géographique (Etats-Unis).

A l'issue de cette réunion de pré-soumission, nous recevrons (ou non) un avis positif
nous confortant dans l'idée de faire cette demande de désignation orpheline.

Apres avoir soumis notre demande dans les délais, la procédure d’évaluation par le
COMP commencera 30 jours plus tard.

Au 60°™e jour d’évaluation, nous serons questionnés sur le mécanisme d’action de
notre produit et son réel bénéfice dans la choroidérémie et nous donnerons des
informations supplémentaires sur ces points.

Au bout des 90 jours, le COMP a apportera une opinion positive (ou négative) a notre
demande d’ODD. Cette derniére sera confirmée par la Commission Européenne et
notre désignation orpheline sera publiée par lTEMA.

La demande de PRIME.

Pour notre demande de PRIME, notre produit répond bien a un besoin médical non
couvert. En effet, les patients atteints de choroidérémie ne bénéficient pour le moment
pas de thérapies traitant la cause de la pathologie.

Nous soumettrons donc notre demande et nous la justifierons grace a des données
d’épidémiologie et au fait que des traitements sont inexistants.

L'examen des demandes d'éligibilité PRIME sera effectué par le biais du Specific
Advice Working Party (SAWP), avec des recommandations transmises au CHMP
pour adoption finale.

En cas de médicaments de thérapie innovante (ATMP), le comité des thérapies
innovantes (CAT) examinera également les demandes et fournira ses
recommandations au CHMP.

Un examinateur du SWAT et un responsable scientifigue de 'EMA seront nommés
pour examiner chaque demande d'admissibilité. En cas d'’ATMP, un réviseur CAT est
également nomme.

A la réception de la demande, un examinateur du SWAP et un responsable scientifique
de I'EMA seront nommés pour la procédure a suivre conformément aux horaires
publiés, comme suit :
e Jour 1: Deébut de la procédure d’évaluation de notre demande (réunion SAWP
1).
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e Jour 30 : Discussion et recommandation lors de la pléniere du SAWP (réunion
SAWP 2).

e Jour 40 : La recommandation finale du CHMP est adoptée lors de la réunion
pléniere.

Le résultat, y compris les raisons qui ont conduit a la décision du CHMP, seront
envoyes par I'EMA au demandeur.

Lorsque l'accés au systeme est recommandé par le CHMP, I'éligibilité a la procédure
centralisée pourra également étre confirmée en méme temps.

Nous aurons ainsi un soutien fourni par le biais du programme qui sera adapté pour

répondre a nos besoins a différents stades de développement et jusqu'a la
présentation de la demande d'AMM.

d. Lareconnaissance mutuelle en Suisse

Nous souhaitons également enregistrer notre produit en Suisse afin de couvrir au
maximum la région européenne.

La prévalence de la maladie rare en Suisse est inférieure a 5/10 000.

En 2015, TEMA, la FDA, la Commission Européenne et SwissMedic (autorité de santé
Suisse) ont signé un accord confidentiel qui concerne, entre autres, les médicaments
orphelins.

Il est possible de prétendre a une désignation orpheline via une reconnaissance
mutuelle de la désignation orpheline obtenue en Europe.

Elle nous exemptera de toute redevance lors de la demande d’AMM. Nous sommes
également éligibles a une exclusivité de marché de 15 ans. Il faudra toutefois en faire
la demande lors de la soumission d’AMM.

Si le statut de médicament orphelin est retiré en Europe, il faudra informer Swissmedic.

3. Médicaments orphelins aux Etats-Unis.

Nous allons maintenant développer ce qu’est un médicament orphelins aux Etats
Unis en nous focalisant sur le contexte réglementaire de ce statut (a), et sur le
processus de développement que nous pourrions emprunter (b).

a. Contexte réglementaire
Les médicaments orphelins sont régis par I'Orphan Drug Act.

L’'obtention de la désignation permet au laboratoire d’avoir accés a certains
avantages@®:
e Eligibilité pour des gratifications spécifiques: comme des procédures
d’enregistrement accélérées (Fast Track Designation, Priority Review,
Breakthrough Therapy, Accelerated Approval)
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e Réduction des frais de développement : 50% de réduction sur des credits
d’impdbts des essais cliniques, réduction sur la demande d’AMM.
Un « waiver » concernant le PSP soumis a la réglementation du PREA.
Une exclusivité commerciale de 7 ans a partir de I'obtention de TAMM.
La mise a disposition du produit avant l'obtention de 'AMM (ou usage
compassionnel).

Il'y a différentes conditions a remplir pour pouvoir accéder a cette désignation :

e Prévalence : <200 000 aux Etats-Unis.

e Si la prévalence est supérieure, le médicament n’est pas rentable suivant
I'obtention de 'AMM (les dépenses relatives au médicament sont supérieures
au profit réalisé).

e Si un médicament est déja approuvé dans la méme indication, une supériorité
clinigue du médicament candidat est prouvee.

L’organisme qui est responsable de I'évaluation de la demande d’ODD est I’Office of
Orphan Products Development (’OOPD).

Un laboratoire étranger qui veut soumettre une demande de désignation orpheline aux
Etats-Unis ou qui veut prétendre & tout autre procédure réglementaire doit étre
représenté par un agent.

Cet agent, résident permanent aux Etats-Unis, effectue la demande qu’il aura lui-
méme signé au nom du laboratoire.

Une fois la demande effectuée, le laboratoire regoit un accusé de réception qui va
témoigner du début de I'évaluation par TOOPD.

Un numéro est assigné a la demande et est intégré dans la base de données de
'organisme. Une lettre est envoyée au sponsor ou a son agent.

Un « reviewer » est assigné a la demande et va aider a I'évaluation. Ce dernier va
donner une opinion qui sera transmise au directeur de I'Orphan Drug Designation
Program et une seconde évaluation va étre faite.

Aprés cette seconde évaluation, une lettre contenant le verdict sera envoyée au
sponsor. Elle sera de différents types :
e Une « designation letter » : le médicament obtient 'ODD.
e Une « deficiency letter » : il faudra envoyer des informations complémentaires
ala FDA.
e Une « denial letter » : la désignation orpheline est refusée.

b. Processus de désignation
La choroidérémie est considérée comme une maladie orpheline aux Etats-Unis.

Concernant notre médicament, nous ferons le choix de soumettre une demande de

désignation orpheline comme il s’agit du seul traitement disponible dans la
choroidérémie.
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Prise de contact avec un agent aux
Etats-Unis et qui transmet la demande
signée a la FDA

Accusé de réception - Début de la procédure d'évaluation

Nomination d'un reviewer qui évalue
notre dossier

Opinion positive transmise au directeur
de I'Orphan Drug Designation Program

Seconde évaluation et opinion positive

Obtention d'une designation letter

Figure 37 : Procédure d’obtention de 'ODD pour notre médicament aux Etats-Unis.

Grace aux données transmises a la FDA et a la situation de notre molécule dans le
contexte de la choroidérémie, la désignation orpheline nous sera certainement
accordée et nous pourrons donc prétendre aux différents avantages proposeés par la
FDA.

B. Analyse de marché

Nous avons décidé de baser notre stratégie d’enregistrement sur deux critéres :
e La prévalence de la choroidérémie dans le monde.
e [L’état d’avancement des réglementations dans les différents pays visés.

Nous avons donc prévu d’enregistrer notre produit dans les pays qui ont recensés des
patients souffrant de cette pathologie.

En ce qui concerne 'ordre des pays dans lesquels nous allons enregistrer, nous avons
décidé d’enregistrer dans les pays ou la réglementation sur les médicaments orphelins
sont les mieux établies : Europe et Etats-Unis.

C.Enregistrement global de notre potentiel

médicament.

Comme nous I'avons annoncé précédemment, il serait judicieux d’enregistrer dans un
premier temps dans les régions ou les réglementations autour du médicament orphelin
sont les mieux établies et qui ont du poids dans le domaine de la réglementation du
médicament avant d’envisager, ultérieurement, d’étendre ces enregistrements a
d’autres régions du monde. Nous nous focaliserons dont sur I'Europe (1) et les Etats-
Unis (2).
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1. Enregistrement en Union Européenne

Nous demanderons dans un premier temps la désignation orpheline en Europe aprés
nos études de phase I.
Cette désignation nous donne accés aux avantages suivants :
e Obtention de crédits en faveur de la recherche et du développement de notre
produit.
Acceés a la procédure centralisée.
Exonération des redevances.
Assistance pour I'élaboration des protocoles.
Exclusivité de marché pendant 12 ans (due au dépét du PIP).

Nous avons donc fait une demande de procédure centralisée.

Cette procédure va nécessiter que nous nous rendions a une réunion d’assistance a
I'élaboration des protocoles (a) pour ensuite entrer en phase de pré-soumission (b),
en phase de soumission de notre dossier (c) et enfin a I'évaluation concréte de notre
médicament (d).

a. Réunion d’assistance a I’élaboration des protocoles.

Nous avons donc assisté a une réunion appelée « Protocol assistance ».

Partant du principe que notre médicament a recu la désignation orpheline, nous
accéderons a une réduction des redevances de cette « Protocol Assistance » de
100%.

Nous aurons donc acces a un certain nombre de conseils scientifiques pour optimiser
notre développement et des conseils sur la stratégie de développement et les enjeux
scientifiques. Tout ceci nous aiguillera sur la préparation de notre dossier de demande
d’AMM au niveau des modules de qualité, préclinique, clinique et le suivi de notre
produit au long terme.

Cette réunion nous permettra d’optimiser nos chances d’obtenir une AMM et d’avoir
une vision plus claire sur I'organisation de notre procédure d’enregistrement :
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EMA

Soumission
dela . .
A . Designation
désignation
oroheline

X "Public European Package leaflet
ﬂ Summary of Public Summary of
Opinion" sur la Assessment Product
désignation Repor (EPAR) Characteristics
orpheline (SmPC)

SPONSOR
Figure 38 : Etape de la procédure européenne d’enregistrement pour un médicament
orphelin

b. Phase de pré-soumission
Au début de la phase de pré-soumission, nous assisterons a une réunion de pré-
soumission. Les documents suivant nous serons demandés :
e La demande d’éligibilité que nous avons effectuée 8 mois avant la soumission
de notre dossier.
Le formulaire de demande d’une réunion de pré-soumission.
Nous ferons valider notre nom « Chororepair® » par le Groupe de Revue des
Noms inventés (Name Review Group — NRG).

Sept mois avant la soumission de notre demande d’AMM, nous notifierons a 'TEMA
notre souhait de leur soumettre notre candidature.
Nous avons également précisé le mois prévu pour cette soumission.

Nous soumettrons une demande de désignation des rapporteurs, choisis par le CHMP
en fonction de leurs expertises scientifiques mais aussi de leurs ressources
disponibles. lls effectueront I'évaluation scientifique de notre dossier, prépareront le
rapport et nous clarifieront certaines questions pour ensuite discuter des réponses que
nous leur apporterons.

Nous assisterons donc a une réunion de pré-soumission avec 'EMA a Amsterdam.
Plusieurs thémes y seront abordés :
e La qualitée.
Les données non-cliniques et cliniques.
La pédiatrie.
Le médicament orphelin.
La pharmacovigilance et le plan de gestion de risque.
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e Le réglementaire.
e Latransparence.
e L’administratif.

Cette réunion nous permettra de commencer a interagir avec le manager du processus
de 'EMA et le responsable de notre produit dans le but de présenter le dossier et de
discuter des spécificités de celui-ci.

Nous assisterons également a une réunion de pré-soumission avec nos rapporteurs.
Lors de cette réunion, nous présenterons notre dossier et évoquerons nos données
scientifiques obtenues, ce que nous comptons mettre en place pour les études post-
commercialisation, le plan de gestion de risque et notre étiquetage.

Cette réunion leur servira aussi a vérifier que notre PIP est bien conforme.

c. Soumission du dossier

Nous soumettrons donc une demande d’AMM et notre intention de passer par une
procédure centralisée pour Chororepair® dans le traitement de la choroidérémie.

Pour rappel, la procédure centralisée concerne les médicaments destinés a tous les
Etats membres. L’AMM est délivrée par la Commission européenne et est valable pour
'ensemble ou un certain nombre d’Etats membres. Cette procédure est obligatoire
pour les médicaments de thérapie innovante, les médicaments issus des
biotechnologies, les médicaments innovants contenant une nouvelle substance active
et ceux permettant de traiter certaines affections (VIH, cancer, maladies
neurodégénératives, diabéte, maladies auto-immunes et maladies virales) ainsi que
pour les médicaments orphelins indiqués dans le traitement des maladies rares. Notre
thérapie s’inscrit donc dans ce type d’enregistrement.

La procédure de demande d’autorisation pour la procédure centralisée est |la suivante :

D -365 D.1 D.210 D.277 Launch

Submission-Hl  Primary
Validation Evaluation

i Pre-submission

e Gy o ()

Figure 39: Procédure de soumission en Europe
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d. Apres la soumission du dossier

Rapport d'évaluation initial par le rapporteur et le corapporteur Envoyé au CHM
] 80 Rapport envoyé a Reli Orphan

Présentation formelle par le CHMP
Premiéres recommandations et liste de questions envoyées

@

Nous y avons répondu en 2 mois
Réunion de clarification avec les rapporteurs, corapporteurs et I'EMA

Rapport d'évaluation du rapporteur et corapporteur envoyé au CHMP
Rapport d'évaluation du PRAC

Liste des "outstanding issues" (1 mois pour y répondre

N\

S € <

I(

Mise a jour du rapport d'évaluation par le CHMP et le PRAC

Figure 40 : Etapes de la procédure centralisée aprés la soumission du dossier

Le CHMP nous donnera ensuite un avis positif ou négatif pour notre demande d’AMM.
La publication d’'un EPAR sera effectuée et sera rédigée en consultation avec le
rapporteur et le co-rapporteur.
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C’est la Commission Européenne qui se chargera ensuite de prendre la décision
d’octroi ou de refus de 'TAMM.

Le médicament pourra étre commercialisé dans tous les pays membre de I'Union
Européenne avec la Norvege et I'lslande. Un seul résumé des caractéristiques du
produit (SmPC), conditionnement, étiquetage et notice pour tous ces pays sera alors
édité.

2. Enregistrement aux Etats-Unis

Partons du principe que la demande de désignation orpheline a été approuvée aux
Etats-Unis.

Différentes procédures d’enregistrement sont proposées par la FDA et sont définies
par le Code of Federal Regulations Totle 21 Part 312.80.

La FDA est donc habilitée a accélérer le développement, I'évaluation et la
commercialisation de nouvelles thérapies destinées a traiter les personnes présentant
une maladie mettant en jeu le pronostic vital, gravement handicapante, en particulier
s’il n’existe pas de traitement alternatif satisfaisant.

4 programmes sont donc disponibles®9) :

e La Fast Track Designation (FTD) : destiné a faciliter le développement et a
accélérer I'évaluation des médicaments indiqués dans des maladies graves et
présentant un besoin médical non satisfait.

e L’Accelerated Approval : Approbation de nouveaux médicaments indiqués
dans le traitement de maladies graves ou mettant en jeu le pronostic vital
lorsque l'essai clinique est basé sur un critere de substitution « qui est
raisonnablement susceptible de prédire un bénéfice clinique, ou sur un critere
clinique pouvant étre mesuré plus rapidement que la morbidité ou la mortalité
irréversible et qui est raisonnable susceptible de prédire un effet sur cette
morbidité ou mortalité irréversible ou sur tout autre bénéfice clinique. »

Pour I’Accelerated Approval, la gravité, la rareté ou la prévalence de la maladie
et la disponibilité/absence de traitements alternatifs sont pris en compte.

e LePriority Review (PR) : Le médicament approuvé est défini comme apportant
une amélioration significative par rapport aux produits commercialisés dans le
traitement, le diagnostic ou la prévention d’'une maladie. Le PR définit un délai
pour que la FDA traite une « demande d’évaluation prioritaire » de 6 mois
comparément au 10 mois de I'évaluation standard.

e Le Breakthrough Therapies: médicaments destinés, seuls ou en
combinaison avec un ou plusieurs autres médicaments, a traiter un trouble
grave ou une maladie/ affection mettant en jeu le pronostic vital et pour lesquels
les preuves cliniques préliminaires indiquent que le médicament peut présenter
une amélioration substantielle par rapport aux traitements existants dans un ou
plusieurs des essais cliniques, et ce sur la base de criteres de jugement
significatifs, telsque des effets thérapeutiques importants observés au début du
développement clinique. Le produit incitera ainsi la FDA a prendre des mesures
pour accélérer son développement.
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Nous pourrions faire le choix de soumettre une demande de Breakthrough Therapies
pour Chororepair® indiqué dans le traitement de la choroidérémie.

Dans cette partie, nous allons donc développer les principes des Breakthrough
Therapies (a), de la Fast Tack Designation (b), les critéres de soumission a la Fast
Track Designation (c) et enfin la soumision & la New Drug Application (d).

a. Breakthrough Therapies : Principe

La désignation Breakthrough Therapies est un processus congu pour accelérer la mise
au point et I'examen de médicaments destinés a traiter une affection grave. Les
preuves cliniques préliminaires doivent indiquer que le médicament peut présenter une
amélioration substantielle par rapport au traitement disponible sur un ou des critéres
d'effet cliniquement significatifs.

Déterminer si I'amélioration par rapport au traitement disponible est substantielle est
une guestion de jugement et dépend a la fois de I'ampleur de I'effet du traitement, qui
pourrait inclure la durée de l'effet, et de I'importance du résultat clinique observé. En
général, les preuves cliniques préliminaires devraient montrer un net avantage sur le
traitement disponible.

Aux fins de la désignation Breakthrough Therapies, un critere d'effet cliniquement
significatif se référe généralement a un critere d'effet qui mesure :
e Un effet sur la morbidité ou la mortalité irréversible (IMM)
e Ou sur les symptbmes qui représentent des conséquences graves de la
maladie.

Un critere d'effet cliniquement significatif peut également se référer a des résultats qui
suggerent un effet sur I''MM ou des symptdmes graves, notamment :

e Un effet sur un critere de substitution établi

e Un effet sur un critére d'évaluation de substitution ou un critére d'évaluation
clinique intermédiaire considéré comme raisonnablement susceptible de
prédire un avantage clinique (c.-a-d. La norme d'approbation accélérée)

e Un effet sur un ou plusieurs biomarqueurs pharmacodynamiques qui ne remplit
pas les critéres d'un critére de substitution acceptable, mais suggere fortement
la possibilité d'un effet cliniquement significatif sur la maladie sous-jacente

e Un profil dinnocuité significativement amélioré par rapport au traitement
disponible (par exemple, moins de toxicité limitant la dose pour un agent
d'oncologie), avec des preuves d'efficacité similaire

Un médicament qui recoit la désignation Breakthrough Therapies est admissible & ce
qui suit :
e Toutes les fonctionnalités de désignation Fast Track
e Conseils intensifs sur un programme de développement de médicaments
efficace, dés la phase |
e Engagement organisationnel impliquant les cadres supérieurs
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La désignation Breakthrough Therapies est demandée par la société pharmaceutique.
Si un promoteur n'a pas demandé de désignation de traitement révolutionnaire, la FDA
peut suggérer au promoteur d'envisager de soumettre une demande si :

e Apres avoir examiné les données et informations soumises (y compris les
preuves cliniques préliminaires), I'Agence pense que le programme de
développement de médicaments peut répondre aux criteres de La désignation
Breakthrough et

e Le programme de développement de médicaments restant peut bénéficier de
la désignation.

Idéalement, une demande de désignation Breakthrough Therapies doit étre recue par
la FDA au plus tard lors des réunions de fin de phase 2 si I'une des caractéristiques
de la désignation doit étre obtenue.

Parce que l'objectif principal de cette désignation est de développer les preuves
nécessaires pour soutenir I'approbation aussi efficacement que possible, la FDA ne
prévoit pas que les demandes de désignation Breakthrough Therapies seront faites
apres la soumission d'un BLA ou NDA original ou d'un supplément. La FDA répondra
aux demandes de désignation de Breakthrough Therapy dans les soixante jours
suivant la réception de la demande.

Nous ferons donc cette demande de désignation et aux vues des caractéristiques
fondamentales, précliniques et cliniques de notre médicament, la FDA pourrait
approuver cette demande qui nous donnera donc acceés a la procédure de Fast Track
Designation.

b. Fast-Track Designation : Principe

La procédure accélérée est un processus concu pour faciliter le développement et
accélérer 'examen des médicaments pour traiter des affections graves et répondre a
un besoin médical non satisfait. Le but est de fournir plus tét de nouveaux
médicaments importants au patient. Fast Track traite un large éventail de conditions
graves.

Déterminer si une affection est grave est une question de jugement, mais repose
généralement sur la question de savoir si le médicament aura un impact sur des
facteurs tels que la survie, le fonctionnement au jour le jour ou la probabilité que
I'affection, si elle n'est pas traitée, évolue d'un état moins grave a un état plus grave.

Le sida, la maladie d'Alzheimer, linsuffisance cardiaque et le cancer sont des
exemples évidents de maladies graves. Cependant, des maladies telles que
I'épilepsie, la dépression et le diabéte sont également considérées comme des
affections graves.
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Répondre a un besoin médical non satisfait est défini comme la fourniture d'une
thérapie la ou il n'en existe pas ou la fourniture d'une thérapie qui peut étre
potentiellement meilleure qu'une thérapie disponible.

Tout médicament mis au point pour traiter ou prévenir une affection sans traitement
actuel vise manifestement un besoin non satisfait. S'il existe des thérapies disponibles,
un médicament accéléré doit montrer un certain avantage par rapport a la thérapie
disponible, comme :
e Montrant une efficacité supérieure, un effet sur les résultats graves ou un effet
amélioré sur les résultats graves.
Eviter les effets secondaires graves d'une thérapie disponible.
Améliorer le diagnostic d'une maladie grave ou un diagnostic précoce
entraine une amélioration des résultats.
e Diminution d'une toxicité clinique significative d'un traitement disponible qui
est courante et provoque l'arrét du traitement.
e Capacité a répondre aux besoins de santé publique émergents ou prévus.

Un médicament qui recoit la désignation Fast Track est admissible a tout ou partie des
éléments suivants :

e Réunions plus fréquentes avec la FDA pour discuter du plan de développement
du médicament et assurer la collecte des données appropriées nécessaires
pour appuyer I'approbation du médicament.

e Communication écrite plus fréquente de la FDA sur des sujets tels que la
conception des essais cliniques proposés et I'utilisation des biomarqueurs.

e Admissibilité a 'approbation accélérée et a 'examen prioritaire, si les critéres
pertinents sont remplis.

e Examen continu, ce qui signifie gqu'une entreprise pharmaceutique peut
soumettre des sections remplies de sa demande de licence biologique (BLA)
ou de sa nouvelle demande de médicament (NDA) pour examen par la FDA,
plutdt que d'attendre que chaque section de la NDA soit terminée avant que la
demande entiére puisse étre revu. L'examen BLA ou NDA ne commence
généralement pas tant que la société pharmaceutigue n'a pas soumis la
demande compléte a la FDA.

La désignation Fast Track doit étre demandée par la compagnie pharmaceutique. La
demande peut étre initiée a tout moment au cours du processus de développement du
médicament. La FDA examinera la demande et prendra une décision dans les soixante
jours selon que le médicament répond a un besoin médical non satisfait dans un état
grave.

Une fois qu'un médicament recoit la désignation Fast Track, une communication
précoce et fréquente entre la FDA et une société pharmaceutique est encouragée tout
au long du processus de développement et d'examen du médicament. La fréquence
des communications garantit que les questions et les problemes sont résolus
rapidement, ce qui conduit souvent a une approbation plus rapide des médicaments
et a l'accés des patients.
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c. Fast Track Designation : Soumission
La « FDA Guidance for Industry : Fast Track Drug Development Programs —
Designation, Dévelopment, and Application Review » réglemente l'accés d’un
médicament avec les criteres suivants :

Maladie grave ou mettant en jeu le pronostic vital ;
o Pour gqu'une affection soit jugée grave, elle doit étre associée a une

morbidité entrainant un impact substantiel sur la vie quotidienne du
patient. Une morbidité de courte durée et spontanément résolutive n’est
généralement pas suffisante mais la morbidité ne doit pas
nécessairement étre irréversible, a condition qu’elle soit persistante ou
récurrente.

Pour qu'un médicament bénéficie d’'une FTD, il ne doit pas uniquement
étre utilisé chez les patients présentant une maladie grave, il doit étre
destiné a traiter un aspect grave de cette maladie. Ainsi, la FDA évaluera
si le programme de développement est efficace et congu pour démontrer
un effet sur un aspect grave de la maladie.

Le médicament répond potentiellement aux besoins médicaux non
satisfaits ;
o En l'absence de traitement, il existe un besoin médical non satisfait

évident. Un nouveau traitement efficace répondrait donc a ce critere de
la FTD.
Lorsque des traitements existent, le candidat médicament répondrait a
un besoin médical non satisfait s’il présente :
= Une amélioration des effets sur les complications graves de la
maladie
= Des effets sur les complications graves de la maladie et sur
lesquels le traitement standard n’a aucun effet ;
= Des bénéfices chez les patients qui ne toléerent pas ou ne
répondent pas aux autres traitements ;
= Des bénéfices similaires a ceux des traitements disponibles tout
en évitant une toxicité grave présente dans les thérapies
existantes, ou éviter la toxicité moins grave et plus commune mais
provoque un arrét du traitement de référence ;
= Des bénéfices semblables a la thérapie disponible, mais avec une
amélioration de certains facteurs, tels que l'observance ou le
confort d’utilisation, qui s’avére conduire a de meilleurs effets sur
les complications graves.

Au vu de la potentielle approbation de la FDA quant a notre désignation Breakthrough
Therapies, nous pourrions profiter de la procédure FTD. Nous recevrions donc une
« Designation Letter » qui contiendrait les informations suivantes :

La FTD nous a été accordé dans l'indication « traitement de la choroidérémie ».
Le sponsor devra concevoir et réaliser des études pouvant montrer si le produit
répond a des besoins médicaux non-satisfait.

Alerte pour sponsor disant que le programme de développement devrait
continuer a répondre aux criteres de FTD.
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Nous aurions donc acces a :

d.
La Pr

Des réunions plus fréquentes avec la FDA pour discuter du plan de
développement du médicament et assurer la collecte des données appropriées
nécessaires a I'approbation du médicament.

De la communication écrite plus fréquente de la part de la FDA sur des
éléments tels que la conception des essais cliniques proposés et I'utilisation de
biomarqueurs.

L’éligibilité a la procédure d’Accelerated Approval et a la Priority Review.
L’évaluation continue ou Rolling Review.

New Drug Application
escription Drug User Act (PDUFA) convient d’objectifs spécifiques pour

améliorer le délai d’évaluation des médicaments et a créé 2 niveaux d’évaluation :

L’évaluation standard : qui donne suite a une demande d’évaluation dans un
délai de 10 mois.

L’évaluation prioritaire (Priority Review): qui donne suite & une demande
d’évaluation dans un délai de 6 mois. Cette PR est possible dans le cas ou le
médicament constitue une amélioration significative de la sécurité ou de
I'efficacité du traitement, du diagnostic ou de la prévention d’affections graves
par rapport aux traitements standards.

L’amélioration significative peut 