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INTRODUCTION

Les quinze derniéres années ont vu naitre un tournant majeur dans la prise en charge
thérapeutique du cancer avec une transition des agents cytotoxiques a large spectre et a index

thérapeutique étroit vers des thérapies hautement ciblées a effets synergiques et/ou additifs.

Par leur nature, les thérapies ciblées (TC) ne visent pas la cellule tumorale directement comme
c’est le cas de la chimiothérapie cytotoxique conventionnelle. Elles ciblent les mécanismes
communs impliqués dans I'oncogenese comprenant la transformation, la prolifération, et la
propagation des cellules tumorales. Ces phénomenes décrivant la cancérogenése sont la
résultante de huit nouvelles propriétés que la cellule tumorale acquiert lors de sa transformation.
Elles ont été décrites par Robert Weinberg et al. dans la publication « The hallmarks of cancer :

Next generation » [1] :

e L’activation constitutive de signaux de prolifération,

e L’instabilité génétique et I'immortalité réplicative (via les télomérases),
e La neutralisation de régulateurs négatifs du cycle cellulaire

e La perte de sensibilité aux signaux d’apoptose,

e L’échappement a la réponse immunitaire,

e L’angiogenese tumorale et une activité pro-inflammatoire,

e Une mobilité accrue et I'induction de métastase,

e Une reprogrammation du métabolisme énergétique,

Des altérations génétiques et moléculaires, issues des phénomenes de translocations,
d’amplifications géniques spécifiques ou de mutations activatrices, conférent a la cellule tumorale
une ou plusieurs de ces propriétés et constituent des cibles thérapeutiques potentielles. Ces
thérapies utilisent une compréhension a I’échelle moléculaire de la physiopathologie cancéreuse
propre a chaque type de patient. C'est cette approche qui est a la base du concept de médecine

personnalisée ou médecine de précision [2] et qui a apporté de nombreuses révolutions
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thérapeutiques dans certains cancers. C'est le cas de I'imatinib, le premier inhibiteur enzymatique
de récepteur a activité Tyrosine-Kinase (ITK) qui marqua un bouleversement dans la prise en
charge de la leucémie myéloide chronique en 2001, (95.5 % de réponse hématologique compléete
vs. 55 % avec le traitement référent Interféron a + Ara-C, étude IRIS) [3]. Depuis ce succes, les
efforts de la recherche dans le domaine des TC, ont drastiquement augmenté ces dix derniéres
années jusqu’a représenter 80% des nouvelles AMM en cancérologie en France, en 2012 (rapport
de I’ANSM, 2012 [4]). Fin 2015, un médicament anticancéreux sur quatre appartient a la classe

des TC. [5]

Cette orientation de la recherche pharmaceutique mondiale a largement participé a la
découverte de nouvelles cibles, en constante augmentation a I’'heure actuelle. Elle a permis
également de confirmer le statut d’anomalie génétique et/ou épigénétique de la maladie
cancéreuse (mutation activatrice d’un oncogéne ou inhibitrice d’un gene suppresseur de tumeur)
ce qui a considérablement modifié les classifications nosologiques des maladies néoplasiques.
D’apreés la publication « Tumors outside the mutation box » [6] il est possible d’identifier au moins
une altération génétique ou épigénétique somatique dans la presque totalité des cancers. Ceci a
pour conséquence de donner une importance particuliere a l'identité biologique qui vient
s'associer a l'aspect anatomopathologique de la tumeur. Cette identité déterminée par le
séquencage du gene cible ou par le dosage de biomarqueurs va définir a la fois la stratégie
thérapeutique a adopter ainsi que le pronostic de la maladie. De plus, cette identité n’est pas
homogene au sein de la tumeur. Cette hétérogénéité résultant de I'accumulation au cours du
temps, de diverses mutations somatiques aléatoires, va conduire a I'’émergence de sous-clones au
potentiel agressif ou sensible en fonction du type de mutations subit. Ce phénomeéne de
polyclonalité dynamique intra-tumorale est a la base de la recherche de nouvelles stratégies de

ciblages thérapeutiques. [2]

Etant donné le grand nombre de voies de signalisation dérégulés dans la tumeur, il existe de
nombreuses cibles potentielles a inhiber pour chaque type tumoral. Dés lors la question du choix

de la cible est cruciale. Les TC peuvent alors étre classées en plusieurs catégories [1] :

e Jles TC sur des anomalies moléculaires dites causales ou « drivers », directement
responsables de la transformation néoplasique
e les TC sur des anomalies moléculaires dites tardives ou « passengers » qui contribuent a la

progression tumorale, mais qui ne constituent pas I'étape initiale de la transformation
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e les TC sur des cibles moléculaires qui ne jouent pas un role direct dans la transformation

tumorale.

De nos jours, toutes les disciplines et tous les cancers sont concernés par les TC et il existe un‘tres

grand nombre d’essais dans le monde pour corréler la pratique a la théorie.

Parmi les mécanismes cellulaires explorés et imputables a la cancérogenése,. la réponse aux
dommages de ’ADN (DNA damage response, DDR) suscite actuellement un grand intérét. Face
aux dommages que subit perpétuellement la molécule d’ADN [7,8], les cellules‘eucaryotes ont
développé un systeme d’intégration tres efficace de différents processus cellulaires pour assurer
I'intégrité et la transmission du génome aux générations suivantes. €eysysteme coordonne a la
fois la réplication, le systeme de réparation pour détecter et réparerlesiésions, la progression du

cycle cellulaire, la modulation du métabolisme cellulaire et la mort cellulaire programmée. [9]

Le séquencage du génome des cellules cancéreuses a permis de mettre en évidence de
nombreuses mutations au sein de ce systéme coordonné. Bien gque la déficience de ce systéme
participe largement a la carcinogénese [10], elle offre. 'de nouvelles perspectives thérapeutiques
intéressantes déja exploitées par le passé par certains,agents cytotoxiques. Dans I'ere de ciblage
thérapeutique de précision, I'exploitation de cette déficience a conduit a la commercialisation en
2015 de l'olaparib (Lynparza®), une TC visant la protéine PARP1 dans le cancer du sein et de
I’ovaire mutés BRCA 1 / 2 ainsi qu’a une centaine de candidats-médicaments en cours d’essais
cliniques et précliniques. Beaucoup ‘de eesagents ont démontré un effet synergique

potentialisateur des agents cytotoxiques. [11]

Dans la cadre de cette stratégie, le laboratoire Vertex Pharmaceuticals™ a lancé en 2012, le
développement du VX-970, le premier inhibiteur sélectif de la protéine ATR, un acteur clé dans la
réponse aux cassures double brin (CDB) de I’ADN et aux stress réplicatifs et dans I'activation des
points de controles du cycle cellulaire. La coordination de ces deux processus va permettre la
réparation de '’ADN endommagé. De plus, dans le cas ou I’ADN est irréparable, des processus

d’apoptose ATR-dépendants vont se mettre en place pour éviter la transformation tumorale. [12]

En 2017, le VX-970 fait l'objet de 9 essais cliniques : 6 phases | et 3 phases Il encore au stade de

recrutement. (www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=vx+9708&Search=Search).

Dans le cadre“de son développement, nous décrirons les résultats préliminaires de son essai
clinique de phase |, présenté lors d’'un poster pendant le congrés annuel de 'ASCO de 2016

(American Society of Clinical Oncology).
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A I'aide de ces résultats, nous proposerons un modéle pharmacocinétique par une approche de

population.

Enfin, nous présenterons la validation de la méthode analytique permettant son dosage dans le

plasma humain, selon les recommandations de la F.D.A.
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PARTIE | : LES THERAPIES CIBLEES EN
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A. ETATS DES LIEUX

1. Les données chiffrées

a. L'utilisation des TC en France [5]

Début 2017, 54 TC disposent d’'une AMM en France dans le traitement du cancer et 4 disposent
d’une ATU de cohorte [13] (Tableau 1).
Parmi ces 58 spécialités :

e 36 sont des molécules chimiques (small molecules)

e 22 sont des bio médicaments (immunoglobulines, protéine de fusion, et bioguidage de

cytotoxiques)
Prés de la moitié des TC autorisées disposent d’un biomarqueur associé conditionnant leur

prescription soit 28 spécialités sur 58. L'acces a ces tests est indispensable pour permettre aux

patients un accés a ces traitements.
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CIBLE INTRACELLULAIRE

THERAPIES CIBLEES

INHIBITEUR DE PROTEINE KINASE IG DIRIGES SUR RECEPTEURS MEMBRANAIRE

CIBLE EXTRACELLULAIRE

Afatinib Bm Aflibercept

Axitinib Atezolizumab BM

Bosutinib BM Avelumab BM ATU
Cabozantinib Bevacizumab

Ceritinib BM Brentuximab vedotin
Cobimetinib BM Cetuximab BM

Crizotinib BM Daraturumab

Dabrafenib BM Denosumab

Dasatinib BM Dupilumab ATU
Erlotinib BM Gemtuzumab ozo. ATU
Everolimus Ibritumomab tiuxetan
Gefitinib BM Necitumumab BM

Ibrutinib Nivolumab BM

Idelalisib Obinutuzumab

Imatinib BM Ofatumumab

Lapatinib BM Olaratumab

Lenvatinib Panitumumab BM

Lorlatinib Pembrolizumab BMm
Nilotinib BM Pertuzumab BM

Nintedanib Ramucirumab

Osimertinib BM Trastuzumab BM

Palbociclib Trastuzumab emtansine BM
Pazopanib

Ponatinib BM

Regorafenib

Ruxolitinib

Sonidégib

Sorafenib

Sunitinib

Temsirolimus
Trametinib BM
Vandetanib BM
Vemurafenib BM

Vismodégib

AUTRES INHIBITEURS ENZYMATIQUES

Oliparib BM
Niraparib ATU

TABLEAU 1. Liste des 58 TC disponibles autorisées (AMM + ATU) dans le traitement du cancer en
2017

Source : Site officiel de I'Institut National du Cancer (INCa), Site officiel de I'Agence National de Securité du
Médicament et des Produits de Santé (ANSM). Les TC disposant d’un biomarqueur associé a leur prescription sont
indiqués par le symbole « BM ».
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En France, sur demande du laboratoire et aprés évaluation de ’ANSM, le systeme des ATU de
cohorte permet aux médecins de proposer aux patients les nouveaux traitements avant qu’ils
obtiennent une AMM [14], lorsqu’ils s’adressent a une pathologie grave et répondent a une
situation sans « alternative thérapeutique appropriée ». Prés de la moitié des TC autorisées par
une AMM fin 2016 a été mise a disposition de fagon anticipée par le dispositif des ATU de cohorte.
[15]

Au sein de l'arsenal thérapeutique anticancéreux, les TC représentent un quart des spécialités
disposant d’'une AMM dans le traitement spécifique du cancer (Figure 1). La chimiothérapie
conventionnelle reste la classe thérapeutique la plus utilisée avec prés de 50 % des spécialités

disposant d’'une AMM.

B Thérapiesciblées

M Chimiothérapie
conventionnelle

M Hormonothérapie

B immunothérapie

B Médicament
radiopharmaceutique

FIGURE 1. Part des TC dans I'arsenal thérapeutique autorisé dans le cancer [5]
Source : site officiel de ’ANSM — Rapport officiel des AMM
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Le nombre d’AMM octroyées aux TC a drastiquement augmenté ces derniéres années (Figure 2).
Alors que 2 TC ont été autorisées sur la période « 2000-2003 », 9 sur la période « 2004-2007 » et
4 sur la période « 2008-2011 », 26 TC ont obtenu une AMM sur la période « 2012-2015 ». 60 %
des AMM octroyées a des médicaments anticancéreux sur cette période I'ont été a des TC.

Sur la période couvrant 2016-2017, de nouvelles TC sont arrivé sur le marché, principalement dans

le cadre de I'immunothérapie spécifique.

30

25

20

m— AMM TC inj

15
4NN TC peros

ATU cohorte TC

10

Nombre d'AMM initiake ou ATU de cohote

2000 - 2003 2004 - 2007 2008 - 2011 2012 - 2015

FIGURE 2. Nombre d’AMM initiales octroyées pour des TC injectables (AMM TC inj) ou des TC par

voie orale (AMM TC per os) entre 2000 et 2015, rapporté par tranches de 4 années. [5]
Source : site officiel de ’ANSM — Rapport officiel des AMM

23



Cette accélération est le probable résultant de 3 facteurs :

e Un accroissement a I’échelle mondiale de la pathologie cancéreuse. Le cancer constitue la
deuxiéme cause de mortalité dans le monde pour un cout de 1160 milliards de dollars en
2015 selon les chiffres de I’'OMS [16] ce qui traduit une demande en thérapie efficace trés

importante.

e Lesrévolutions successives dans le champ du génie génétique et des techniques d’analyses
moléculaires a haut débit (génomique, séquengage, protéomique) qui a permis la
compréhension intime des mécanismes oncogéniques. Ces hautes technologies

permettent I’exploitation simultanée d’un grand nombre de parametres

e L'utilisation a grande échelle de ces outils toujours plus performants.

Les TC sont majoritairement destinées a une prise par voie orale [5] : 36 thérapies sur 58 (63 %)
sont prises per os contre 21 en injectable (27%). Parmi I’ensemble des médicaments anticancéreux
par voie orale disponibles en France, la classe des TC est, en nombre de DCI, prépondérante (44

%) devant la chimiothérapie conventionnelle (36 %) ou ’hormonothérapie (17 %).

b. Les indications des TC

Fin 2015, 98 indications thérapeutiques sont enregistrées dans le traitement du cancer pour 43
TC autorisées. (Tableau 2). Le nombre d’indications enregistrées pour chaque TC est variable allant

d’une seule indication a 9 indications (bévacizumab, imatinib, trastuzumab).

NOMBRE D'INDICATIONS AUTORISEES FIN 2015 a3
Médiane 1
Moyenne 2,25
Min 1
Max =]

Mombre de TC avec une indication thérapeutique unique 22 sur 43 thérapies

TABLEAU 2 : Nombre d’indications thérapeutiques autorisées (AMM ou ATU de cohorte) pour les
TC [5] Source : site officiel de I’ANSM — Rapport officiel des AMM
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Bien que la majorité des TC soient autorisées dans un seul type de cancer (avec une ou plusieurs
indications), une molécule peut étre indiquée dans des localisations tumorales tres différentes :
e 10 molécules sont autorisées dans deux localisations distinctes
e 5 molécules sont autorisées dans trois localisations distinctes

e 2 molécules sont autorisées dans au moins quatre localisations distinctes

La proportion du nombre de localisations autorisées par spécialité tend a augmenter ces dernieres
années avec I'exploration des mécanismes oncogéniques communs au développement tumoral.
C'est le cas des agents de 'immunothérapie spécifique, qui a permis d’identifier le récepteur PD-
1 et son ligand PD-L1 mais également les voies de développement des cellules souches parmi
lesquelles on compte la voie Hedgehog, la voie Notch, et la voie de transition épithelio-

mesanchymateuse (TEM).

Ceci est le reflet de deux phénomeénes :

e Les TC peuvent inhiber des mécanismes oncogéniques qui sont communs a différentes
pathologies cancéreuses : c’est par exemple le cas de I'angiogeneése. Le bévacizumab, un
anticorps ciblant spécifiquement le VEGF est indiqué au moins dans six tumeurs solides

(utérus, ovaire, rein, poumon, sein et colorectal)

e Une molécule peut agir sur différents mécanismes oncogéniques : c’est par exemple le cas
de I'imatinib qui est utilisé comme inhibiteur de BCR-ABL dans le traitement de la LMC et

inhibiteur de KIT et PDGFR dans le traitement du GIST.

Actuellement, 24 mécanismes oncogéniques sont bloqués par une ou plusieurs TC (Tableau 3).
Ces mécanismes oncogéniques ont une importance variable sur la tumorigenése. La notion
« d’addiction oncogénique » d’'une tumeur est utilisée pour qualifier le fait que I’activité continue
d’un seul oncogéne puisse parfois étre responsable de la survie anormale d’une cellule : on parle
aussi d’anomalies « conductrices » (driver) [1,2,6]. A I'inverse, lorsqu’une aberration génétique
n’est présente qu’en raison de I'instabilité génétique des cellules tumorales mais ne contribue pas

aux mécanismes de I'oncogenese, on parle d’anomalies « passageres » (passenger).
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THERAPIES CIBLEES

VOIES
ONCOGENIQUES INHIBITEURS INTRACELLULAIRE INHIBITEURS EXTRACELLULAIRE
RAS-RAFE-MEK-ERK Sorafenit? Vemuraf.erﬂb Da l:.)rafe.ni.b
Regorafenib =~ Trametinib Cobimetinib
PI3K-AKT-mTOR Temsirolimus = Everolimus Idelalisib
BCR-ABL Imatihi.t) Bosut?n?b Nilotinib
Ponatinib Dasatinib
1 2 1 2
EGF-R (1 et 2) Erlotinib Gefinitib Lapatinib Cetuximab Trastuzumab = Pertuzumab
Osimertinib ~ Vandetanib Afatinib Panitumumab Trastuzumab emtansine
Afatinib Dépatuxizumab mafodotine
Axitinib Ponatinib Regorafenib Aflibercept Bevacizumab Ramucirumab
VEGE-R Sorafenib Sunitinib Pazopanib
Lenvatinib Nintedanib Vantedanib
Cabozantinib
Imatinib Bosutinib Dasatinib
PDGE-R Ponatinit? Sorafeni.b Sunitir.ﬂk.J
Regorafenib Pazopanib Lenvatinib
Nintedanib Nilotinib
FGF-R Nintedanib
c-MET Cabozantinib
Imatinib Sunitinib Regorafenib
KIT Bosutinib Dasatinib Nilotinib
Ponatinib Sorafenib Pazopanib
Lenvatinib  Cabozantinib
ALK Ceritinib Crizotinib Brigatinib
Lorlatinib
CDK (CDK4/6) Palbociclib
ROS-1 Crizotinib Lorlatinib
GDNF/RET ponati.ni.b Sunitinib. Regorafe'ni'b
lenvatinib Vantedanib Cabozantinib
PD-1 Pembrolizumab  Nivolumab
AntiPDL1 Atezolizumab Avelumab
Hegdehog Sonidégib Vismodégib
Transition Epithelio-Mesanchymateuse (AXL) Cabozantinib
Inhibition des Osteoclates (RANK) Denosumab
Croissance Myeloide (JAK) Ruxolitinib
. Ibrutinib Obinutuzumab  Ofatumumab
Activation Ly B (BTK, CD20)) . .
Ibritumomab tiuxetan
DDR (PARPP) Oliparib Niraparib
SIGLEC (CD33) Gemtuzumab ozogamicine
TNF-R (CD30) Brentuximab vedotin
Glycolipides Dinutuximab

TABLEAU 3 : Classification des TC en fonction de la voie oncogénique mise en jeux.
Source : site officiel de ’ANSM — Rapport officiel des AMM
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Une TC peut cibler un ou plusieurs mécanismes oncogéniques. C'est le cas des inhibiteurs des
protéines tyrosine-kinase (ITK) « multi-kinases » qui inhibent des kinases impliquées dans
différentes voies de signalisations. De maniére réciproque, un mécanisme oncogénique peut étre
ciblés par une ou plusieurs molécules. Ces molécules peuvent avoir des utilisations thérapeutiques
semblables (médicaments « me too ») avec cependant des profils de toxicités qui ne sont pas

superposables. Les anticorps sont, quant a eux, toujours spécifiques d’une seule cible.

La polyclonalité dynamique au sein de la tumeur a conduit au développement de molécules
« nouvelle génération », dans but de surpasser les résistances acquises par certains types de
clones. En effet, une TC efficace de 1ére génération va éliminer les sous-clones sensibles, mais en
méme temps sélectionner les clones les plus agressifs et les plus résistants. Ainsi les molécules
28mes ot 38Me gdndration vont cibler ces clones résistants, jusqu’a la prochaine sélection clonale [2].
Ceci peut étre illustré par I'erlotinib, molécule « first in class » de la classe des inhibiteurs de
I’EGFR, et 'osimertinib une molécule de 3™ génération capable de dépasser la résistance acquise
par certains clones a l'erlotinib (mutation T790M). Par ailleurs, le développement de molécules
nouvelle génération peut se produire dans le cadre d’une amélioration de I'efficacité ou du profil

des toxicités.

Enfin, il faut noter que certains mécanismes oncogéniques ont fait I'objet d’'un développement
conséquent depuis plusieurs années (les inhibiteurs de BCR-ABL par exemple), alors que d’autres
mécanismes ne sont ciblés que depuis récemment et par un nombre encore limité de molécules

(seul I'ibrutinib est autorisé dans le ciblage de la tyrosine-kinase de Bruton).

Une TC peut étre indiquée :
e dans plusieurs localisations tumorales ou types d’hémopathies
e aplusieurs étapes de la stratégie thérapeutique (ligne de traitement, stade)

e selon plusieurs modalités (monothérapie ou association).

16 localisations en oncologie solide sont concernées ainsi que les hémopathies malignes

myéloides et les hémopathies malignes lymphoides (Figure 3).
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Le cancer du poumon non a petites cellules (CBNPC), le cancer du rein, les hémopathies malignes
(myéloides et lymphoides) et le cancer du sein sont les localisations disposant actuellement du

plus grand nombre de TC autorisées pour leur traitement.

DK M-TOR

FIGURE 3 : Nombre de TC différentes ayant au moins une indication dans chaque localisation
tumorale. Source EMA/ANSM. Traitement INCa 2015

Les cercles a I'extérieur du graphique indiquent les mécanismes oncogéniques visés par les TC dans la localisation
concernée. Le symbole * indique que la TC est un inhibiteur multikinase.
Abréviations : CPNPC : cancer du poumon non a petites cellules ; GIST : tumeur stromale gasto-intestinale ; STM :

sarcome
des tissus mous ; TCGO : tumeur a cellules géantes de I'os.
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Des localisations tumorales ont bénéficié de la mise a disposition d’une ou plusieurs TC alors

méme que leur arsenal thérapeutique médicamenteux était trés réduit voire inexistant [5]:

la prise en charge des GIST (Gastro Intestinal Stroma Tumor) non résécables ou
métastatiques s’appuie désormais sur trois TC que sont I'imatinib, le sunitinib et le

régorafénib autorisés respectivement en 1ére, 2eme et 3éme ligne.

I'arsenal thérapeutique des cancers de la thyroide a été complété par quatre TC : le
cabozantinib et vandetanib indiqués dans le traitement des carcinomes médullaires
localement avancé ou métastatique, a le sorafenib et lenvatinib dans les carcinomes

différenciés réfractaires a I'iode radioactif.

le dénosumab est le seul médicament autorisé pour le traitement de tumeurs osseuses a
cellules géantes non résécables, pathologie rare et qui concerne principalement des

enfants.

Malgré cet éventail de localisations tumorales visées par les TC, quelques localisations tumorales

ne disposent fin 2015 d’aucune TC dans leur arsenal thérapeutique:

les tumeurs du systéeme nerveux central et le cancer du poumon a petites cellules ne sont

traités par aucune TC.

le cancer de la prostate n’est pas non plus visé par les TC. Toutefois, cette localisation a
bénéficié ces dernieres années d’un enrichissement notable de sa stratégie
médicamenteuse par la mise sur le marché de deux hormonothérapies de nouvelle
génération (enzalutamide, acétate d’abiratérone) d’'un nouveau cytotoxique (cabazitaxel)

et d’un radionucléide [18].

L’'offre des TC reste également trés limitée dans certaines localisations telles que la téte et le cou,

['utérus et le foie.
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La majorité des TC est utilisée en monothérapie, en particulier les inhibiteurs de protéine kinase

(Figure 4.)

2;2%

Utilisation :

B en monothérapie

B en association

en monothérapie ou en
association

FIGURE 4 : Modalités d’utilisation des TC, en monothérapie ou en association, selon leurs
indications thérapeutiques. Source EMA/ANSM. Traitement INCa 2015

Les TC peuvent également étre combinées a un traitement déja disponible lorsque la combinaison
a démontré une efficacité supérieure au traitement de référence utilisé seul. Il peut s’agir de [5] :
e |’association concomitante d’'une TC a une chimiothérapie cytotoxique (par exemple
bévacizumab et doublet de platine dans le cancer de |'ovaire) ou immédiatement apres
une chimiothérapie cytotoxique (par exemple olaparib aprés un doublet de platine dans le
cancer de I'ovaire)
e L’association de TC entre elles (par exemple trastuzumab et lapatinib)
e [’association d’'une TC a une hormonothérapie (par exemple évérolimus et exémestane)
e [’association d’'une TC a une immunothérapie spécifique (par exemple idélalisib et

rituximab).

Les indications des TC intéressent quasi exclusivement des patients atteints d’une hémopathie ou
d’une tumeur solide localement avancée ou métastatique. Seules 6 indications thérapeutiques,
portées par trois TC, sont autorisées en traitement adjuvant ou néoadjuvant (trastuzumab et
pertuzumab dans le cancer du sein, imatinib dans les GIST). Plus de la moitié des indications
autorisent une utilisation chez le patient naif de traitement (indication restreinte a la 1ére ligne

ou indication ne spécifiant pas la ligne de traitement).
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Utilisation:

W au stade localisé
(traitement adjuvant)

43; 44% M dans les stades avancés

(possible en 1ére ligne )

dans les stades avancés
(aprés au moins un
tratement antérieur)

FIGURE 5: Moment d’utilisation des thérapies TC, en fonction du stade de la maladie,

conformément a leurs indications thérapeutiques. Source EMA/ANSM. Traitement INCa 2015

Par ailleurs, la connaissance des mécanismes impliqués dans les échecs thérapeutiques s’améliore
et des stratégies adaptées sont maintenant autorisées pour y répondre. L'émergence de
résistances aprés un traitement ciblé doit conduire a analyser les options thérapeutiques qui
permettent le contréle de la croissance de clones agressifs. Plusieurs types de stratégies peuvent

étre distingués :

e en cas d’échec thérapeutique, poursuite de la méme TC en association a une
chimiothérapie cytotoxique (par exemple, bévacizumab, en association a une
chimiothérapie a base de fluoropyrimidine dans le cancer colorectal) ou recours a une TC
agissant sur la méme voie mais appartenant a une autre classe (par exemple aflibercept

en 2eme ligne dans le cancer colorectal aprés échec d’un traitement par bévacizumab)

e encas de résistance, association de plusieurs TC agissant sur la méme voie de signalisation

mais en des points différents (par exemple association lapatinib et trastuzumab dans le

cancer du sein apres échec d’un traitement par trastuzumab)
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e afin d’éviter I'apparition précoce de clones résistants, association d’emblée de plusieurs
TC agissant sur des voies de signalisation complémentaires (par exemple anti-BRAF et

antiMEK dans le mélanome) permettant de cibler plusieurs clones a la fois.

e en cas de résistance, recours a une TC de nouvelle génération efficace contre les clones
résistants ayant émergé dans la tumeur (par exemple ponatinib chez les patients ayant

une LMC présentant la mutation T351l).

2. La classification

a. Historique

L’arrivé des TC sur le marché, a bouleversé la classification des anticancéreux et il n’existe
actuellement pas de consensus scientifique mondiale, sur leur répartition et plus précisément

sur la définition et le périmetre des TC. [21]

Pendant plusieurs décennies, la répartition des anticancéreux s’effectuait en 3 groupes : la
chimiothérapie, I’hormonothérapie et I'immunothérapie (Tableau 4). Mais avec le temps, cette

classification a perdu son utilité. [21]

Tasre | Classical classification of anticancer drugs
Chernotherapy Alkylators
Artibiotics

Artirmetabolites

Topoisomerases inhibitors
Mitosis inhibitors

Harmaonal therapy Steroids
Arnti-estrogens
Ariti-androgens
LH=RH analogs
Ari-arormatace agernts

Irrrmunotherapy Interferan
Interleukin 2
Vacrines

TABLEAU 4 : Classification historique des anticancéreux
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Historiquement, la chimiothérapie se regroupait soit en fonction de la nature chimique soit par
leur mécanismes d’actions : les agents alkylants, les antibiotiques, les antimétabolites, les
inhibiteurs de topo isomérase | et Il (Topo), les inhibiteurs de la mitose, les sels de platine et les
autres. Cependant, avec l'arrivé des TC et la découverte de nouvelles voies oncogéniques, le
groupe des « autres », s'est largement étendu et a rendu cette répartition obsoléte. Intuitivement,
il fallait introduire la notion de cible. Mais il existe de nombreux autres critéres permettant de
classer les anticancéreux comme par exemple le mécanisme d’action, la phase du cycle cellulaire,

la nature chimique de I'agent, la nature chimique de la cible etc.
Selon I'étude [21], une classification des drogues a deux objectifs principaux :

e La réalisation d'une vue d'ensemble des spécialités disponibles

e Une conception théorique facile de combinaisons thérapeutiques

De nos jours, les schémas polychimiothérapeutiques sont de plus en plus fréquents dans I'objectif
d’obtenir un effet synergique, et comprennent habituellement des médicaments appartenant a
différentes classes pour augmenter |'efficacité et diminuer la toxicité. D'autre part, une vision
globale permet de rappeler les médicaments et leurs mécanismes d'actions a des fins

pédagogiques.

b. La classification de I'lnstitut National du Cancer

L’Institut National du Cancer (INCa) propose de classer les anticancéreux en quatre grandes

catégories [5] en fonction soit du type de la cible, soit du type d’agent [5] :

e Les chimiothérapies conventionnelles,
e Lesradiopharmaceutiques,
e Lesimmunothérapies,

e Lesinhibiteurs de mécanismes oncogéniques qui integrent les TC (Tableau 5.)
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4 RADIO- N\ CHIMIOTHERAPIES CONVENTIONNELLES )
PHARMACEUTIQUES

RADIONUCLEIDES

CHIMIOTHERAPIES AUTRES CHIMIOTHERAPIES
RADIOELEMENTS CYTOTOXIQUES

VECTORISES

IMMUNOTHERAPIES \
IMMUNOTHERAPIES SPECIFIQUES

N

IMMUNOTHERAPIE
NON SPECIFIQUE

AVEC MEMOIRE
IMMUNITAIRE INDUITE

’% Vaccins

SANS MEMOIRE
IMMUNITAIRE INDUITE

AC DIRIGES SUR

E IMMUNOMODULATEURS
MARQUEURS DE SURFACEJE

AC DIRIGES SUR
CHECKPOINT

> VACCINS PERSONNALISES

CYTOKINES
THERAPIES CELLULAIRES

-

EDECINE DE PRECISION

N
J\

INHIBITEURS DE MECANISMES ONCCiGENIQUES

— THERAPIES CIBLEES ]

INHIBITEURS INTRACELLULAIRES INHIBITEURS EXTRACELLULAIRES YR HORMONOTHERAPIES
(PETITES MOLECULES) (BIOMEDICAMENTS)

-

M

INHIBITEURS DE AC DIRIGES SUR HORMONES
PROTEINE KINASE RTK MEMBRANAIRE

AUTRES INHIBITEURS AUTRES ANTI-HORMONES
ENZYMATIQUES BIOMEDICAMENTS

TABLEAU 5 : Classification des anticancéreux établie par I'INCa [5]

Source : Les TC Dans Le Traitement Du Cancer En 2015, Etat des lieux et enjeux, Institute National du Cancer,
Jonathan FINZI et al. Abréviations : AC : anticorps ; RTK : récepteur tyrosine kinase

Dans cette classification, les TC se définissent comme inhibiteur stricto-sensu de voies
oncogéniques, ce qui n’est pas le cas dans de nombreux ouvrages et publications. Actuellement,
certaines classes partagent des caractéristiques communes avec les TC, notamment
I’hnormonothérapie et I'immunothérapie spécifique d’un type d’anticorps :
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e ['hormonothérapie bloque I'action pro-oncogénique des stéroides dans le cancer du sein,
des ovaires et de la prostate. A ce titre, elle peut étre rapprochées des TC, dans la classe

des inhibiteurs de mécanismes oncogéniques

e L'immunothérapie spécifique se fixant a des antigénes de surface (par exemple les
récepteurs clusters de différenciation) sont considérées la plupart du temps comme des

TC.

Les TC sont ici divisées, en 2 sous-ensembles en fonction de la localisation de la cible selon
gu’elle soit intra ou extracellulaire. Bien que cette répartition soit élégante, elle est limitée dans
le sens ou elle ne prend pas compte les voies oncogéniques mise en jeux. De ce fait elle a peu

d’intérét sur le plan clinique.

En revanche, cette répartition est remarquable dans le fait qu’elle délimite un groupe
d’anticancéreux qui s’integre dans “la médecine de précision”. Ce terme fait référence a une
médecine qui repose sur des traitements développés sur les bases d'une meilleure connaissance
des mécanismes biologiques conduisant a I'apparition et au développement des tumeurs. Dans le
cas de ces traitements, la prescription est guidée dans la mesure du possible, par les
caractéristiques moléculaires de la tumeur de chaque patient, le plus souvent a l'aide de
biomarqueurs. lIs permettent de tester les patients afin d’identifier ceux qui sont porteurs ou non
d’une altération moléculaire et guidera la décision de traitement (médecine stratifiée).

Dans cette classification, nous pouvons remarquer que la médicine de précision inclut plus de la
moitié de I'arsenal thérapeutique actuel. Ceci témoigne des progrés considérables dans la
compréhension des mécanismes oncogéniques et de l'utilisation a grande échelle des outils de
biologie moléculaire toujours plus performants. A 'avenir et avec I’évolution des connaissances
de la biologie des cancers d’une part et des TC disponibles d’autre part, la caractérisation
moléculaire de la tumeur pourrait ne pas se limiter a I'identification d’une altération moléculaire
unique mais pourrait intégrer un ensemble complexe de caractéristiques génomiques qui ferait
de la tumeur de chaque patient une pathologie unique. Chaque patient se verrait alors proposer

un traitement qui lui serait spécifiqguement adapté.
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c. Classification établie par Enrique et al.

Une classification idéale décrirait 'ensemble des anticancéreux avec le plus de critéres

d’informations, en gardant la possibilité d’intégrer les futures spécialités susceptibles d’arriver sur

le marché avec une grande clarté.

C'est ce que Enrique Espinosa et al. ont essayé de réaliser dans leur publication [21]. (Tableau 6.)

lIs sont partis du principe qu’il était inutile de détailler les mécanismes d’actions. D’une part parce

gu’une partie des anticancéreux ont un mécanisme encore incertain. D’autre part, parce que

certaines TC ont une action pharmacologique complexe, en interagissant avec plusieurs cibles a la

fois. Cette classification comprend 3 critéres : la localisation de la cible, la nature de la cible et le

type de dommage induit par I'agent. Elle permet de situer dans au moins une catégorie, toute les

spécialités anticancéreuses en conservant la possibilité d’inclure les drogues en cours de

développement.

Target

Tumour

Endothelium (*)

Extracellular matrix

Immune system

Host cells

DNA

RNA

Proteins

DNA

Proteins

MMPs
Other elements

Lymphocytes and
macrophages

Bone cells

Non-specific

DNA break: chemotherapy
DNA-related proteins: chemotherapy
Specific

Hormonal therapy, retinoids
Interferon «

Gene therapy

Antisense oligonucleotides

Membrane receptors

Extracellular domain: MoAb
Intracellular domain: small molecules
Cytoplasm

Intracellular pathways: small molecules
Tubulin: chemotherapy

Combretastatin
Monodonal antibodies

Small molecules

MMPs inhibitors
Monoclonal antibodies and small
molecules

Interferons
Interleukin2

Vaccines

Bisphosphonates, osteoprotogerin

* In this group, antisense therapy might also be developed in the future.

MoAb, monoclonal antibodies and MMPs, metalloproteinases.

TABLEAU 6 : Classification des anticancéreux établie par Espinosa et al. [21]
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Cependant, I'absence du nom de la cible ou du mécanisme d’action, permet difficilement de
remplir 'objectif de la conception théorique de combinaisons thérapeutiques. A défaut de
pouvoir citer avec certitude la cible ou le mécanisme d’action de nombreux anticancéreux, nous
pouvons suggérer d’introduire un critére supplémentaire décrivant la voie de signalisation dans
laquelle appartient la cible. Nous avons tenté de réaliser cette classification en copiant celle
d’Enrique Espinosa et al. puis en y ajoutant une information sur la voie de signalisation. Ainsi
I’ensemble des anticancéreux présent et a venir pourront s’intégrer dans cette classification.
Cependant, il sera indispensable de construire des annexes qui énumereront I’'ensemble des

spécialités disponibles pour chaque voie.
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d. Proposition d’une classification

TABLEAU 7 : Proposition d’une classification

Ou Tumeur Environement tumorale Sys Imm
Quoi _ ADN _ ARN Protein(?s Endothelium : MEC C hote
Aspecifique gene Specifique genes Cytoplasmique ADN | ARN | Proteines
Comment | ADN breakers ADN prot-related Oeustrogenes | Oligonucleotides Proteasomes Microtubules  Oligonucleotides VEGFR MMP Inhibition des Osteoclates (RANK) CTLA4
/ Topoisomerase Androgenes antisens RAS-RAF-MEK-ERK antisens PDGFR Transition Epithelio-Mesanchymateuse (AXL) PD1
Folates Corticoides de la telomerase PI3K-AKT-mTOR PDL-1
Bases Puriques Retinoid BCR-ABL Interferons
Bases Pyrimidiques Cytokines KIT InterLeukines
ADN methyl-transferase Therapie genique CDK4/6 INHIBITORS Vaccins
Reparation NER BRCA1 AND BRCA2
Histone desacetylase c-MET
Microtubules du fuseau ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE
Telomerase ROS-1
GDNF/RET
Hegdehog
Recepteurs
DDR (PARPP)

EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR
ANDROGEN RECEPTOR INHIBITION
FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTOR
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR RECEPTOR
MYELOID COLONY GROWTH (JAK)
HEPATOCYTE GROWTH FACTOR RECEPTOR (MET)
SIGLEC (CD33)

Activation Ly B (BTK)
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3. Les succes thérapeutiques

Les TC répondent initialement a un besoin que la chimiothérapie conventionnelle a du mal a
satisfaire. Celle de traitement d’une meilleure efficacité, d’'une plus grande sélectivité vis-a-
vis de la cible tumorale et d’une meilleure tolérance dans le but d’améliorer et d’accroitre la
survie du patient. Dans le cadre de cette demande, I'émergence des TC a conduit a de
véritables prouesses dans la prise en charge du cancer permettant une régression significative
de la tumeur, un allongement du taux de survie considérable et dans certains cas une
rémission globale, dans des situations autrefois considérées comme des impasses
thérapeutiques. De nombreux ouvrages et publications font états de 5 révolutions

thérapeutiques majeures depuis I'avenement des TC en oncologie [21-25] :

e Le trastuzumab dans le cancer du sein HER2+

e L'imatinib dans la leucémie myéloide chronique

e Les anti-angiogéniques dans le cancer du rein métastatique

e Les anti-EGFR et ALK dans le cancer bronchique non a petites cellules

e Les anti-BRAF et l'immunothérapie spécifique dans le traitement du mélanome

métastatique

a. Le trastuzumab dans le traitement du cancer du sein HER2+

Le trastuzumab constitue le premier traitement par anticorps monoclonal humanisé ciblant
une oncoprotéine. Il agit a la fois en inhibant la transduction du signal dépendante du
récepteur en favorisant I'internalisation et la dégradation d’"HER2 mais probablement aussi
par le biais d’une réponse immune de type ADCC [26]. La pharmacologie du trastuzumab

repose sur un blocage en aval des voies de signalisation PI3K/AKT et ERK/MERK.

Il représente une révolution dans la prise en charge du cancer du sein surexprimant le
récepteur HER2 [23] détecté dans 15 a 25% des cancers du sein invasif et 40% des cancers du
sein inflammatoire. L'effet est notamment spectaculaire en situation adjuvante [28] ou il
permet dans cing essais randomisés avec un recul médian de 3 a 4 ans d’éviter 1 rechute
métastatique sur 2 et 1 déces sur 3. Son indication est strictement réservée aux cancers du
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sein présentant une amplification du récepteur HER2 démontrée par la méthode FISH ou par

immunohistochimie. [23]

Initialement la surexpression du récepteur HER2 dans le cancer du sein était associé a un
pronostic péjoratif. [26] Le statut HER2+ dans la classification moléculaire des cancers est
caractérisé par un grade élevé, un profil évolutif métastatique plus important
particulierement au niveau cérébral et viscéral, une infiltration ganglionnaire et un index
mitotique élevé [29]. La valeur du pronostique associé a la surexpression d’"HER2 a fait I'objet
de nombreux travaux [29-31], étant notamment prédictif d’une résistance au tamoxiféne et
de facon générale aux hormonothérapies pour la moitié des tumeurs qui expriment des
récepteurs hormonaux (ER+, PR+) [32-34]. De nombreuses données expérimentales ont
confirmé I'existence de cross-talks (ou dialogue croisé) entre les voies de transductions du
signal de prolifération dépendantes des récepteurs d’cestrogene et d’"HER2 pouvant expliquer

cette résistance au Tamoxifene. [35].

Le développement du trastuzumab dans les années 1995, en monothérapie, a démontré une
activité trés modeste mais c’est en association avec la chimiothérapie en 1% ligne qui a établi
son importance. [26]

A la suite de plusieurs essais cliniques, I'agent est devenu définitivement la colonne vertébrale
du traitement de premiére ligne en association avec un taxane (docétaxel et paclitaxel suivant
un régime posologique différent), en phase métastatique de toutes les patientes qui

présentent une tumeur surexprimant HER2. [36].

La deuxieme problématique, a été de confirmer si son administration était légitime au-dela
de la premiére ligne. La capécitabine était le traitement de référence apres I'utilisation des
taxanes et des antracyclines (ici contre-indiqué en raison de la potentialisation de I'effet
cardio-toxique). En 2009, I'étude de Von Minckwitz [37] a permis de confirmer que
I'association capécitabine-trastuzumab a montré un bénéfice en termes de taux de réponse
et de survie sans progression (8,2 vs. 5,6 mois) en comparaison a la capécitabine seule,
établissant, dans tous les référentiels de bon usage, qu’en deuxiéme ligne la poursuite du

trastuzumab avec la chimiothérapie était légitime.

Depuis, le cancer du sein HER2+ a fait I'objet de nombreux progrés thérapeutiques, parmi

lesquels nous pouvons citer [38] :
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Le lapatinib, de la classe des inhibiteurs des récepteurs a activité tyrosine-kinase, a
permis d’améliorer les taux de réponses et les survies sans progressions en deuxiéme
ligne métastatique et constitue une excellente alternative au Trastuzumab,
permettant de contourner les mécanismes de résistances a I'anticorps anti-HER2. Il est
également tres utile en cas de métastases cérébrales du fait de sa grande
biodisponibilité.

Le pertuzumab, un autre anticorps monoclonal du récepteurs HER2 dont le site de
fixation differe de celui du Trastuzumab et permet également de contourner une
résistance au Trastuzumab.

Le T-DM1, développe une stratégie originale, consistant au bioguidage de I'emtansine,
une molécule cytotoxique, par le trastuzumab, permettant de 'amener directement
dans la cellule tumorale et réduisant ainsi de maniere significative les effets

indésirables.

La détermination du statut tumorale HER2 est un élément incontournable dans la prise en

charge des cancers du sein. L'efficacité du trastuzumab et du lapatinib est clairement corrélée

au facteur prédictif de réponse que constitue la présence d’'une amplification du gene HER2

gue I'on détermine soit par immunohistochimie (détection de la surexpression de la protéine

HER2), soit par amplification du géne codant (technique FISH ou CISH). [23]

b.

L'imatinib dans le traitement de la leucémie myéloide chronique

La LMC est un syndrome myéloprolifératif dont I’histoire naturelle a été révolutionnée par

I'Imatinib de sorte qu’elle est considérée aujourd’hui comme une maladie « modeéle » qui

pourrait aider au développement de molécules spécifiques dans d’autres tumeurs [26].

Avant les années 2000, la LMC évoluait classiquement en 3 phases :

e Une phase chronique ou stablede 3 a5 ans
e Une phase accélérée de 1a 2 ans
e Une phase de crise blastique a partie de laquelle la médiane de survie n’est que de

3 mois
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Depuis I'apparition de I'imatinib, la LMC est une maladie chronique avec peu d’évenements
de progressions vers la phase blastique et des patients qui ont des survies trés prolongées
[40]. Cette spécialité s’integre dans une stratégie de ciblage des anomalies moléculaire
causales dite « drivers » jouant le r6le d’addiction oncogénique. Il s’agit de la protéine tronqué
BCR-ABL, acteur central de la transformation maligne, issue de la fusion chimérique au niveau
de la partie terminale du gene abl (chromosome 9) et le début du gene bcr (chromosome 22)
donnant naissance au chromosome de Philadelphie (Ph). On parle de LMC-Ph+(95% des LMC).
Ce dernier constitue le biomarqueur de diagnostic de la LMC que I'on peut identifier grace a

3 méthodes [23] :

e Le caryotype
e L’hybridation par sonde fluorescence

e La réaction en chaines par polymérase (PCR)

L'imatinib a été congu pour inhiber spécifiguement I'activité kinase de BCR-ABL au niveau du
site de fixation de I’ATP riche en glycine appelé P-loop. Il s’est révélé plus tard étre inhibiteur
d’autres kinases telle que c-Kit, le récepteur au PDGF, ou le récepteur au M-CSF [41]. Dans le
cadre de la prise ne charge de la LMC, I'Imatinib s’avére étre tres supérieur a I'association
interféron a + cytarabine selon I'étude de phase lll IRIS (International randomized study of

interferon and STI571) [3]. Cette supériorité s’articule autour de 3 critéres :

e La réponse compléte hématologique (RCH) se définit par la disparition des signes
cliniques et la normalisation de I’'hémogramme. Elle atteint 97% en quelques semaines

pour les bras imatinib.

e La réponse cytogénétique qui est compléte lorsque I'on ne détecte plus aucunes
métaphases portant la translocation Ph+. Elle atteint 83% pour les patients des bras
imatinib vs. 34,7% pour les bras IFNa. Ce critere est le « gold standard » traditionnel
pour prédire la survie sans progression et la survie global chez le patient traité par

imatinib
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e La réponse moléculaire est déterminée par I'amplitude de diminution du ratio des

transcrits « BCR-ABL/ABL » exprimé en pourcentage et déterminé grace aux

techniques standardisées FISH et PCR. La majorité des patients répondant a I'imatinib

dans I'essai IRIS ont obtenu une réponse moléculaire majeure, une diminution de 3

log par rapport a la ligne de base, définie par convention comme valeur de référence

dans I'étude I'IRIS. Il a été montré que la réponse moléculaire est un facteur

pronostique plus puissant que la réponse cytogénétique.

Un suivi rigoureux est essentiel afin d’identifier précocement les malades qui ont une

tolérance insuffisante, une réponse nulle [22] ou sous-optimale, en particulier si celui-ci

est candidat a une allogreffe médullaire. Chez ce type de malade, on peut soit majorer la

dose d’imatinib, soit opter pour une molécule de deuxieme génération parmi lesquelles,

on compte :

Le nilotinib, indiqué en phase chronique chez le patient naif et en deuxiéme ligne
en phase chronique et accélérée, chez le patient résistant ou intolérant a
I'imatinib. A noter que le nilotinib est efficace contre 32 des 33 formes mutantes
de la kinase BCR-ABL induisant une résistance a I'imatinib. Cependant la mutation

T315I confére une résistance au nilotinib. [23]

Le dasatinib indiqué en deuxieme ligne en phase chronique et accélérée résistant
ou intolérant a I'imatinib. Il permet notamment de contourner le mécanisme de
résistance induit par la famille des kinases SRC. La mutation T315| confére

également une résistance au dasatinib. [23]

Le bosutinib indiqué en deuxieme ligne en phase chronique et accéléré, lorsque
I'utilisation des ITK tels que I'imatinib, le nilotinib et le dasatinib ne sont pas des
traitements appropriés. Selon le rapport d’étude de I’ANSM, le bosutinib ne
montre pas d’avantage clinique démontré dans la prise en charge de la LMC,

(ASMR = V). La mutation T315! confere une résistance au bosutinib
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e Le ponatinib indiqué en phase chronique et accéléré, chez les patients présentant
une résistance ou une intolérance au nilotinib et au dasatinib et pour qui un
traitement a l'imatinib n’est pas cliniquement approprié ou présentant la
mutation T315l. Le ponatinib est le seul ITK efficace contre la mutation T315I de la

kinase BCR-ABL.

L'étude STIM, en 2010 a démontré que 40% des patients qui présentent une réponse
moléculaire compléte pendant une période minimale de 2 ans peuvent arréter tout traitement

sans récidive. [41]

c. Les anti-angiogéniques dans le cancer du rein métastatique

L'avenement des TC a profondément bouleversé la prise en charge du cancer du rein au
stade métastatique (mRCC) [22]. Elle constitue une révolution thérapeutique moins notable
gue les deux précédentes, du fait de I'amélioration simultanée des techniques chirurgicales
(laparoscopie, robotique), des thérapies ablatives (radiofréquence et cryothérapie) et du fait
des résultats cliniques plus nuancés, mais qui a permis d’atteindre des situations de rémission
compléte dans un modele complexe du stade métastatique [42]. Cela a remis en question la

place de la prise en charge chirurgicale globale du cancer.

Jusgu’en 2006, les armes thérapeutiques disponibles étaient trés limitées du fait du statut
hormono- et chimio-résistant du mRCC. Le traitement de référence en premiére ligne reposait

sur 'immunothérapie, basée sur 'utilisation de deux cytokines [43] :

e L'IFNa, conduisant a des taux de réponse globale de 10 a 15% dont 2 a 5 % de réponses
complétes. La survie globale a été prolongé de 3 a 7 mois dans des essais de phase Il

randomisés contre placebo. [44,45]

e L’IL-2 en association avec I'IFNa a permis d’obtenir des résultats proches en dehors

des taux de RC légerement supérieur de 3 a 8% [46,47]

Il faut noter que l'utilisation de I'immunothérapie a prouvé son bénéfice en termes de survie

lorsqu’elle était administrée aprés une intervention chirurgicale dite de néphrectomie cyto-
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réductive premiere [48,49]. De multiples régressions de lésions métastatiques, notamment
pulmonaires, ont été constatées apres l'intervention. Certaines théories évoquent que la
tumeur se comporterait comme un « piege immunologique », séquestrant anticorps et
lymphocytes et la rendant ainsi responsable d’une diminution de I'immunité, défendant
I’hypothese d’un effet immuno- régulateur [50], voire un effet anti-angiogénique propre [51]

de la néphrectomie cytoréductrice.

La découverte de I'altération du gene suppresseur de tumeur VHL (en référence a la maladie
héréditaire Von Hippel Lindau) et son réle dans l'initiation de I'angiogenese a permis de
comprendre une donnée fondamentale de la biologie tumorale rénale. La mutation de ce
géne, semble étre I'’évenement précoce de la transformation tumorale retrouvée dans 60 a
80% des formes sporadiques [52]. Elle entraine la production d’une protéine pVHL inactive,
induisant une levée de la répression de la voie de la signalisation du VEGF, mimant une

situation d’hypoxie tissulaire. (Figure 6)
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FIGURE 6 : Role du géne VHL dans la réponse tissulaire a I’'hypoxie en présence d’oxygene, en

absence d’oxygene et en cas de mutation du gene VHL [53].




Le VEGF sécrété par la cellule tumorale va venir fixer le VEGFR de I'endothélium ce qui induit
un phénomeéne de « switch angiogénique » de la cellule endothéliale qui passe d’un statut
qguiescent a un statut prolifératif. C'est cette voie moléculaire qui est mise a profit dans

I'utilisation des TC dans le mRCC.

Le cancer du rein est réputé étre une tumeur hypervascularisé. De ce fait, il représente un

modéle de tumeur dépendant de I'angiogeneése.

Les anti-angiogéniques s’intégrent dans une stratégie thérapeutique singuliere. Ce n’est plus
la cellule cancéreuse avec ses anomalies moléculaires qui sont ciblées ici mais son
microenvironnement permettant son intendance, c’est-a-dire I’endothélium vasculaire
nouvellement formés pour subvenir aux besoins métaboliques anormalement élevés de la

tumeur. En 1°" ligne du mRCC, nous comptons [22-24] :

e Le bevacizumab, un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF circulant, et
déja approuvé dans la prise en charge des cancers colorectaux métastatiques en 2004
est historiguement la premiére TC utilisé dans le mRCC. Associé a I'lIFNa en premiére
ligne, il a montré dans I'étude de phase Il AVOREN, une augmentation de la survie
sans progression (SSP), du taux de réponse (TR) et de la survie globale (SG) comparé a
I'IFNa en monothérapie. [54 ,55]. Les résultats de I’étude sont résumés dans le Tableau
8. L'intérét réel de la cytokine est cependant remis en question dans certaines études,

méme si aucun résultat en monothérapie n’est disponible.

IFN Bévacizumab/IFN
SSP (mois) 5,2 8,5
Valeur de p p< 0,0001
TR (%) 13,1 25,5
Valeur de p p< 0,0001
SG (mois) 17,4 18,3
Valeur de p Non significatif

TABLEAU 8 : Résultats de I'’étude AVOREN [55]
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Le sunitinib est le premier inhibiteur tyrosine multi-kinase utilisé dans la prise en
charge du mRCC. Il développe une activité anti-angiogénique en ciblant les 3 formes
du VEGFR mais également des récepteurs PDGF-a et -B, c-KIT (stem cell factor
receptor), et FT3 (fetal liver tyrosine kinase receptor) [22]. L'étude de phase Il [56] a
comparé le sunitinib a 'lFNa en premiere ligne métastatique. Les patients qui ont
bénéficié du traitement par sunitinib ont rapporté une qualité de vie significativement
meilleure par rapport aux patients traités par IFNa selon le schéma d’une dose
guotidienne 50 mg pendant 2 semaines consécutives suivie d'une fenétre

thérapeutique de une semaine (schéma 2/1). [57]

Le pazopanib, est également un inhibiteur tyrosine multi-kinase. L’étude princeps [58]
sur laquelle repose 'AMM européenne a été publiée en 2010 et repose sur la
comparaison de 2 bras : Pazopanib vs. Placebo plus ou moins traité préalablement par
IFNa. En 2016, dans le cadre des nouvelles stratégies immuno-oncologiques, le
pazopanib est en cours d’essai clinique en association avec un anticorps monoclonal

anti-récepteur PD-1, le prembrolizumab. (NCT02014636)

Les résultats de I'étude de phase Ill du sunitinib conduite par Motzer et al. et du pazopanib

conduite par Sternerg et al. sont résurmé dans le Tableau 9.

Etude de phase Il - Sunitinib

Etude de phase Ill - Pazopanib

Sunitinib (n=375) IFNa (n=375) Pazopanib (n=290) Placebo (n=145)

SSP (mois) 11 5 9,2 4,2
Valeur du p p <0,001 p<0,001
Hazard Ratio 0,42 0,46

$G (mois) 26,4 | 21,8 22,9 | 20,5
Valeur du p p =0,052 p<0,001
Hazard Ratio 0,821

TR (%) 47 | 12 30 | 3

TABLEAU 9 : Résultats des études de phase Il [56] et [58]

47




En 2éme ligne, deux anti-angiogéniques sont actuellement disponibles [23] :

e Le sorafenib, aprés échec d’une immunothérapie, cible les mémes kinases que le

sunitinib. 1l a conduit a une augmentation de la survie sans progression sans

amélioration de la survie globale. [59] Cet essai de phase Ill randomisé TARGET, est la

premiéere étude ayant montré qu’un inhibiteur du VEGFR pouvait augmenter la survie

sans progression des patients avec un cancer du rein avancé.

e L’axitinib est un ITK de 2°™¢ génération montre une affinité 400 fois plus forte que ses

prédécesseurs de premiére génération dans les essais pré-cliniques. Selon une étude

de phase Ill [60] I'axitinib montre un bénéfice en 28™¢ ligne par rapport au sorafenib

Les résultats de I'étude de phase Ill TARGET du sorafenib conduite par Escudier et al. et de

I’axitinib conduite par Sternerg et al. sont résumés dans le Tableau 10.

Etude de phase lll - Sorafenib

Etude de phase Il - Axitinib

Sorafenib (n=451) Placebo (n=452) Axitinib (n=361) Sorafenib (n=362)

SSP (mois) 5,5 2,8 8,3 57
Valeur du p p<0,01 p < 0,0001
Hazard Ratio 0,44 0,656

SG (mois) 19,3 ‘ 15,9 20,1 19,2
Valeur du p p=0,02 p=0,3744
Hazard Ratio 0,77 0,969

TR (%) 10 | 2

TABLEAU 10 : Résultats des études de phase Il [59] et [60]

Le mRCC, réputé immunogene a récemment fait I'objet d’essais cliniques sur les nouveaux

agents de I'immunothérapie spécifique dont le nivolumab (anti PD-1). [61]

Le cancer du rein bénéficie d’'un niveau de connaissance supplémentaire sur sa biologie

tumorale et ses mécanismes oncogéniques, associé a la protéine mTOR (mammalian Target

Of Rapamycin) et sa voie de signalisation PI3K/AKT. Cette protéine fonctionne comme un
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intégrateur des signaux de disponibilités des nutriments/énergie/potentiel red-ox. Il contrdle
par ce biais la synthese protéique, le passage en phase G1 du cycle cellulaire et régule la
transcription des Facteurs Inductibles par Hypoxie HIF-1a et B (FIH) a I'origine du VEGF sécrété
par la cellule tumorale. Ainsi, le temsirolimus en 1°™ ligne et I'évérolimus en 2é™¢ ligne sont
les deux inhibiteurs de la protéine mTOR actuellement disponibles agissant comme des anti-

angiogéniques, cette fois directement sur la cellule tumorale rénale [22, 23].

En une décennie, le mRCC a bénéficié d’'un nouvel arsenal thérapeutique qui a bouleversé
la prise en charge globale de la maladie et a redéfinie la place et I'intérét de la néphrectomie.
A la différence de I'immunothérapie, les TC ont démontré une réelle augmentation des taux
de réponses objectives sur les métastases et sur la tumeur primitive, si bien que la balance
bénéfice/risque en faveur de I'intervention chirurgicale est incertaine. De nombreuses études
sont en cours d’évaluation afin de répondre aux points de controverses qu’a amené

I'utilisation des TC [62]:

e Laplace de la néphrectomie en situation métastatique

e L’intérét d’un traitement adjuvant dans les situations a haut risque de récidive

e Laplace pour un traitement néoadjuvant dans les formes localement avancées

e Le choix de la premiéere ligne de traitement

o Les différents schémas thérapeutiques et leurs conséquences sur la qualité de vie et

I"'apport éventuel de I'imagerie fonctionnelle dans I'évaluation de I'efficacité des TC

d. Les TC anti-EGFR et ALK dans le cancer bronchique non a petites cellules

(CBPNC)

A I'instar du mRCC, le CBNPC a largement bénéficié des découvertes fondamentales sur la
biologie tumorale et sur 'identification des mutations précoces, « drivers » impliquées dans
I'oncogeneése, jouant le role d’addiction oncogénique pour la tumeur. Elles ont conduit a une
lecture moléculaire incontournable de la maladie tumorale, venant s’ajouter aux critéres
anatomiques et histologiques et permettant un traitement « a la carte » a un maximum de

patients.
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En 2006, I'Institut National du Cancer a lancé le projet de grande envergure BIOMARQUEURS
dont l'objectif est de décrire les caractéristiques cliniques et moléculaires des tumeurs
bronchiques et de connaitre I'impact de ces analyses sur la prise en charge des patients sur le
plan thérapeutique. Entre I'année 2012-2013, quelques 18 679 analyses ont été réalisées
permettant une cartographie moléculaire du CBNPC sur 28 plateformes répartis sur toute la

France. [63]

Le démantelement moléculaire des CBNPC (85% des cancers bronchiques totaux) a levé le
voile sur un aspect mutationnel riche et complexe dont la moitié reste a ce jour inconnu.

Aujourd’hui, les mutations peuvent-étre divisées en 2 catégories (Figure 8) [63] :

e Les mutations activatrices de récepteurs a activité tyrosine-kinase, la mieux connue
étant celle de I'EGFR (délétion E746-E750 de I’'exon 19 et L858R de I'exon 21 a 85%)
mais également en proportion variable les mutations touchant HER2, BRAF, KRAS, PI3K

et c-MET.

e Les mutations chromosomiques telles que réarrangements, inversions et
translocations aboutissant a la création de géne de fusion dont la protéine kinase est
constitutivement activée. Ce phénomene a été décrit pour les protéines ALK, ROS1 et
récemment KIF5-RET.

PIK3CA Ros1 ALK pRrar
2% 1% 5% 2%

INCONNU
49%

FIGURE 7 : Pourcentages des anomalies moléculaires détectées dans le CBNPC par I'étude
Biomarqueurs France [63]
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Dans le cadre d’une détection précoce de la pathologie tumorale, le ciblage de ces mutations
a permis une augmentation ostensible de la SG et de la SSP. Ainsi I'aspect révolutionnaire du
traitement du CBNPC réside dans la personnalisation croissante du traitement par
I'identification mutationnelle de chaque patient. La technique de référence pour la recherche
des mutations activatrices est le séquencage haut débit permettant d’étudier I’ADN cible, de
facon rapide et exhaustive. [23] La méthode d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur
tissu tumoral par une sonde permet de visualiser les réarrangements ou translocations du
géne ALK. Actuellement, seule la recherche des mutations de I'EGFR, BRAF, HER2 et des
réarrangements du géne ALK sont effectuées en routine mais elle tend a se généraliser pour
les autres biomarqueurs émergents : cMet, ROS1, et PDL-1. [23] Il n'y a pas de traitement
disponible pour les patients avec un CBNPC muté sur PI3K, TP53 ou KRAS : la recherche de ces
mutations n'est donc pas recommandée en routine, mais seulement dans le cadre de panels
multiplexés si le patient peut étre inclus dans des études cliniques basées sur la présence de

ces biomarqueurs.
A I’heure actuelle, 9 TC ont une AMM dans le CBNPC aux stades métastatiques :

e En premiere ligne [24] :

» Le bévacizumab peut étre proposé en association a une chimiothérapie a
base de sels de platine des lors que I'histologie n’est pas a prédominance
épidermoide (et en I'absence de contre-indication).

» L'erlotinib seul, quel que soit I'histologie, avec I'aspect mutationnel de 'EGFR
prouvé requis.

» Le géfitinib, seul, avec I'aspect mutationnel de I'EGFR prouvé requis, des lors
que I'histologie n’est pas a prédominance épidermoide.

» L’afatinib seul, uniguement lorsqu’une mutation activatrice de I'EGFR est
avérée et que I'histologie n’est pas a prédominance épidermoide

» Le pembrolizumab, une immunoglobuline dirigée contre le recepteur PD-1,
administré en monothérapie dés lors que tumeurs expriment PD-L1 avec un
score de proportion tumorale (TPS) > 50 %, sans mutations tumorales d’EGFR
ou d’ALK, ou un TPS > 1 %, et ayant recu au moins une chimiothérapie

antérieure. [64]
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e En deuxieme ligne :

» Lerlotinib seul, quelque soit I'histologie, avec I'aspect mutationnel de I'EGFR
non requise apres échec d’au moins une ligne de chimiothérapie a base de
platine.

» Le crizotinib seul ou en association avec un sel de platine, quelque soit
I’histologie, uniquement lorsque le réarrangement ALK+ est avéré (et plus
récemment pour le réarrangement du géne ROS1)

» L'osimertinib seul ou en association avec un sel de platine, quelque soit
I’histologie, uniquement lorsqu’une mutation activatrice T790M de I'EGFR
est avérée qui rend la tumeur résistante a I'erlotinib, I’afatinib et au géfitinib.

» Le nintetanib en association avec le docétaxel, dés lors que I'histologie n’est
pas a prédominance épidermoide, aprés échec d’une premiere ligne de
chimiothérapie a base de platine.

» Le nivolumab en monothérapie des lors que I'histologie n’est pas a
prédominance épidermoide, et ayant recu au moins une chimiothérapie

antérieure.

e Entroisieme ligne :

» L'alectinib seul, quelque soit [I'histologie, uniquement lorsque le
réarrangement ALK+ est avéré, lorsque les patients ont été préalablement
traités par crizotinib. L’alectinib pourrait entre autres diminuer la taille des

métastases cérébrales fréquentes dans CBNPC ALK+.

» Le céritinib quelque soit [I'histologie, uniquement lorsque le

réarrangement ALK+ est avéré, lorsque les patients ont été

préalablement traités par Crizotinib.
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Tres récemment, le CBNPC a pu bénéficier de la mise sur le marché I'atézolizumab, inhibiteur
PD-L1 (ligand de PD-1) de la classe de I'immunothérapie spécifique. Il est indiqué dans les
formes localement avancé ou métastatique aprés une chimiothérapie antérieure. Les patients

avec mutations activatrices de 'EGFR ou réarrangement du gene ALK (ALK-positif) doivent

également avoir recu une thérapie ciblée avant de recevoir I'atézolizumab. [65]

Etudes TC vs. Chimiotherapie SSP (HR[1C95%]) en mois | SG (HR[IC95%]) en mois
EURTAC Gemcitabine - Docetaxel 9,7 5,2 19,3 19,5
OPTIMAL Erlotinib Carboplatine-Gemcitabine 13,1 4,6 22,7 28,9
ENSURE Cisplatine-Gemcitabine 11 5,5 26,3 25,5
NEJOO2 Carboplatine-Paclitaxel 10,8 5,4 27,7 26,6

WIJTOG3405 Gefitinib Cisplatine-Docetaxel 9,2 6,3 36 39

IPASS Carboplatine-Paclitaxel 9,5 6,3 21,6 21,9
FIRST-SIGNAL Cisplatine-Gemcitabine 8,4 6,7 30,6 26,5
LUX-LUNG 3 Afatinib Cisplatine-Pemetrexed 11,1 6,9 28,2 28,2
LUXLUNG 6 Cisplatine-Gemcitabine 11 5,6 23,6 23,5

TABLEAU 11 : Essais de phase Ill ayant évalué, en comparaison de la chimiothérapie, les 3
principaux ITK en premiére ligne dans une population de patients mutés EGFR. [66-74]

Que ce soit le gefitinib, I'afatinib ou I'erlotinib, en cas de mutation activatrice de I'EGFR, il
existe donc une supériorité des ITK ciblant I'EGFR sur la chimiothérapie a base de sels de
platine en termes de taux de réponse objective, de SSP, de toxicité et de qualité de vie en
premiere ligne. (Tableau 11) [66-74]. Dans ces études, les ITK sont administrés jusqu’a
progression ou toxicité. L'utilisation de la chimiothérapie en premiere ligne est justifiée
lorsque le statut mutationnel est difficile a obtenir, long, ou lorsqu’il existe une menace vitale
ne permettant pas d’attendre les résultats de I'analyse. Les ITK pourront alors étre administrés
en seconde ligne ou en maintenance. lls peuvent étre utilisés en premiére ligne méme chez

les patients tres altérés, avec une amélioration souvent rapide de I'état général.
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e. L'immunothérapie et inhibiteurs BRAF dans le traitement du mélanome
métastatique

Le mélanome représente 10% des cancers cutanés mais il est responsable de 80% de la

mortalité de ce type de cancer. Au stade métastatique, il est réputé agressif et trés résistant

aux chimiothérapies conventionnelles, avec un taux de réponses inférieur a 10% et une survie

médiane de 6 a 9 mois. [75] Ces derniéres années, la compréhension et la prise en charge de

la maladie ont été nettement améliorées, grace a l'identification des mutations oncogéniques

« drivers » responsables de I’addiction oncogénique.

Avant l'utilisation des TC et du profilage moléculaire tumorale, le traitement du mélanome

métastatique reposait sur 3 options [22,24] :

La chimiothérapie compte la dacarbazine et la fostémustine, comme les molécules les
plus utilisées dans cette indication. Elles entrainent un taux de réponses avoisinant les
20% et un taux de rémission entre 5 et 12%. Plusieurs combinaisons d’agents
chimiothérapiques (nitroso-urées — taxanes — poisons du fuseaux) ont été évalués sans
amélioration du taux de réponse, condition pour accepter I'accroissement de toxicité
gu’elles engendrent.

L'interferon-a forte dose engendre un taux de réponse inférieur a 15%. De fortes doses
de I'lL-2 ont permis d’atteindre un taux de réponses de 20% et un taux de rémissions
avoisinant les 5%. Cependant il est associé a une forte toxicité quelque soit son schéma
d’administration. De ce fait seul un groupe de patient soigneusement sélectionné
devrait étre considéré pour un traitement IL-2 forte dose. [76]

Les combinaisons chimiothérapie-immunothérapie n’ont pas démontré qu’elles
apportaient des bénéfices en termes de survie globale. De ce fait, les mono
chimiothérapies ou les mono immunothérapies sont préférées aux poly

chimiothérapies ou aux poly chimio-immunothérapies. [77,78]
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i) Inhibiteurs de BRAF

C’est la découverte d’un site muté sur la serine-thréonine kinase BRAF, retrouvé dans 50% des
mélanomes qui a marqué l'entrée du traitement du mélanome métastatique dans une
nouvelle ére thérapeutique. Cette mutation activatrice est 9 fois sur 10, la V60O0E (substitution
d’une valine par le glutamate en position 600) sur le site kinase [79]. Elle conduit a une
activation constitutive de la voie MAPK impliquée dans la prolifération, la croissance cellulaire

et I'angiogenése. Les ITK inhibiteurs de BRAF ciblent cette anomalie.

Le sorafenib est le premier ITK ciblant RAF, a avoir été testé dans les essais cliniques de
traitement du mélanome métastatique. C'est un inhibiteur de RAF-1 qui a aussi une légere
activité anti BRAF. Son efficacité a été démontrée dans d’autres pathologies telles que dans
les carcinomes hépatocellulaires et rénaux. Mais sa dose efficace contre la mutation de BRAF
dans le mélanome métastatique est trés supérieure a sa dose toxique. De ce fait la molécule

n'a pas été retenue cette indication [80, 81].

Le vémurafenib ZELBORAF appartient a une deuxieme génération de molécules inhibant
beaucoup plus sélectivement BRAF que le sorafenib. Il est indiqué dans le mélanome non
résécable ou métastatique présentant la mutation V6°°E BRAF et il est sur le marché depuis
2012. L'objectif de la Phase lll, multicentrique randomisée était d’évaluer I'efficacité du
vémurafenib face a la dacarbazine dans le traitement du mélanome métastatique exprimant
la mutation V60OE BRaf. Le taux de réponse pour le bras vémurafenib a atteint 48.6% vs. 5.5%
pour le bras dacarbazine ce qui montre une réelle avancée dans le traitement du mélanome
métastatique (Figure 8) [82]. Il constitue a ce jour le meilleur traitement en premier ligne

thérapeutique pour les patients atteints du stade 1l ou IV porteurs de la mutation V60°F BRAF.
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FIGURE 8 : Survie sans progression avec le vémurafenib ou la dacarbazine dans I'étude BRIM

I [82]

Cependant, il est impératif de déterminer le statut mutationnel du mélanome métastatique
avant de mettre en place ce traitement [83]. La détection de la mutation Y6°%EBRAF est réalisée
in vitro par PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative [23]

L'identification du profil biologique mutationnel du mélanome a un triple impact en pratique

clinique :

e Une stratification pronostique : les mutations identifiées sont corrélées a une

agressivité tumorale
e Une orientation de I'arsenal thérapeutique

e Une classification étiologique : les mutations identifiées sont corrélées a la localisation

cutanée et au degré d’exposition aux U.V.

i) L'immunothérapie

La deuxieme avancée majeure dans le traitement du mélanome métastatique est une
approche immunologique. Il s’agit de l'ipilimumab, un anticorps monoclonale anti-CTLA4, un

antigene exprimé a la surface des lymphocytes T (LT) qui a une activité régulatrice négative
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sur 'activation primaire des LT. Par sa fixation sur CTLA-4, l'ipilimumab stimule I’activité
immunitaire anti-tumorale des LT qui vont proliférer, infiltrer la tumeur, attaquer les cellules
cancéreuses et provoquer leurs lyses [84]. Deux phases Il (I'une associé a la dacarbazine,
I’'autre en monothérapie) ont confirmé I'effet bénéfique notable de I'ipilimumab sur la survie
a long terme. Depuis l'ipilimumab a obtenu une AMM en juillet 2011 en monothérapie chez
les patients ayant déja regu un traitement.

Dans la 1° phase Il I'association ipilumumab/dacarbazine vs. Placebo/dacarbazine évaluait
I'ipilimumab en 1° ligne.

Dans la 2™ phase llI, tous les patients ont déja bénéficié de premiéres lignes de traitement
par dacarbazine, témozolomide, fostémustine, carboplatine ou IL-2 (évaluation en 2™ ligne).
L’essai évaluait I'ipilimumab vs. le gp100, un vaccin expérimental. Les résultats de ces 2 essais
cliniques montrent un bénéfice en termes de survie globale et de survie sans progression pour

Iipilimumab. [85, 86]

Un autre agent de I'immunothérapie spécifique, obtient ’AMM pour le mélanome avancé en
Juin 2015. Il s’agit du nivolumab, un anticorps monoclonale anti-PD1 déja autorisé en 2éme
ligne dans le CBNPC. Il a fait I'objet de 3 phases Il :

e vs. dacarbazine chez les patients naifs

e vs. dacarbazine ou carboplatine/paclitaxel en 2¢™ ligne

e vs. associé a l'ipilimumab vs. ipilimumab seul en 1% ligne

Les résultats ont été globalement tres positifs a la fois chez les patients naifs (augmentation
significative de la SG), prétraités (I'augmentation taux de réponse objective) et
particulierement marqués dans I'association avec l'ipilimumab. [87,88] Ces effets bénéfiques
ont été confirmé pendant I’AACR de 2016 par une récente analyse d’anciens patients recrutés
lors d’'une phase | initié en 2008 encore vivant 5 ans aprés avoir commencé le traitement, ce

qui constitue un véritable record de longévité pour 34% d’entre eux. [89]
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B. LIMITES ET ENJEUX

Une amélioration trés nette de la prise en charge des patients a pu étre observée, avec
I'utilisation des TC agissant sur des altérations moléculaires drivers de la tumeur. Cependant,
les TC ne sont pas dépourvus d’inconvénients et bien que la recherche pharmaceutique ait
massivement investi dans cette stratégie, elle souléve de nombreuses questions cliniques,
éthiques, sociales et économiques qui remettent en question les systémes de soins a I'échelle
mondiale.
De maniére synthétique I'utilisation des TC se confronte a trois inconvénients majeurs :

e Une réponse durable limitée par une résistance acquise

e L'émergence d’une toxicité

e Le cout trés élevé et continuellement croissant

1. Les résistances acquises

Elle décrit une réponse thérapeutique initiale favorable (régression ou stabilité tumorale),
pendant une durée variable, suivie d’un accroissement de la surface des lésions tumorales
et/ou I'apparition de nouvelles lésions (selon les critéres RECIST [90]) malgré un traitement
bien conduit. On parle de pharmaco-résistance acquise. Elle s’oppose a une résistance « de
novo » qui décrit I'absence d’une quelconque réponse clinique (la plupart du temps du fait de
I'absence de la cible). Ainsi, les TC souffrent de la méme limitation majeure que la
chimiothérapie traditionnelle dans le cadre de la maladie métastatique : une réponse clinique

durable contrariée par l'acquisition relativement rapide d’une pharmaco-résistance.

Selon certains auteurs I'obstacle fondamental pour développer des traitements durables
dans le cancer est de surmonter « la robustesse » du cancer [91]. La robustesse est la capacité
de résister aux perturbations, s'adaptant aussi bien aux variations imprévisibles qu’aux
changements globaux avec une perte minimale de fonctionnalité. Dans le cas du cancer, il
s’agit de la survie et de la prolifération des cellules tumorales qui utilisent le vaste réseau des

voies de signalisations et les qualités de plasticité du génome pour déjouer I'effet anti-

58



proliferatif des TC, aboutissant a la résistance et une rechute des patients. De nombreuses
publications s’accordent a ranger les mécanismes sous-jacents a la pharmaco-résistance des

TC en deux catégories [91,92] :

» les mécanismes génétiques

» les mécanismes non génétiques

a. Les mécanismes de résistances d’origine génétique

Les mutations génétiques conférant une résistance a la cible visée par les TC peuvent
provenir de deux fagons :
e soit la mutation est acquise par pression sélective pendant le traitement

e soit la mutation était présente avant le traitement et s’exprime en raison de celui-ci.

Les premieres études menées sur la LMC résistante a I'imatinib comparaient le statut
mutationnel des biopsies avant et apres traitement. Dans ces études, les mutations conférant
une résistance n'ont été trouvées que dans les échantillons post-traitement, suggérant son
origine acquise [93,94] alors qu’une autre révéla le contraire. Ce fut la sensibilité de la
méthode de détection qui fut mise en cause laissant entrevoir une prédisposition innée a la
réponse du traitement. Le méme travail a été mené sur les patients atteint de CBNPC, EGFR
muté portant la mutation T790M. La recherche de cette mutation en prétraitement par une
méthode ultra-sensible révéla sa présence chez 10 patients des 26 analysés (38%) [95]. Ceci
suggere que la mutation T790M peut étre un biomarqueur de prétraitement pour identifier

les patients peu susceptibles d'obtenir des réponses durables sous ITK réversibles de I'EGFR.

La mutation conférant une résistance de la cible a la TC se manifeste de différentes

manieres en fonction :

e Du site fonctionnel muté de la cible
e Du potentiel oncogénique de la mutation

e De son caractere hétérogene intra et inter-lésionnel tumoral
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Parmi les sites fonctionnels mutés, nous pouvons citer les résidus « gatekeepers » situés a
I'arriere du site catalytique et entrainant dans un cas une géne stérique pour la liaison de
I'inhibiteur (mutation T315I et I'imatinib [96] et dans un autre cas une dissociation de la liaison
de l'inhibiteur et de son activité inhibitrice par un changement d’affinité pour I’ATP (mutation
T790M et le géfitinib). D’autre mutations touchent les structures de la conformation inactive
de la cible, déplacant I’équilibre de la forme inactive vers la forme active ou encore les sites
allostériques empéchant la fixation de l'inhibiteur. D’une maniére générale, c’est le site
fonctionnel muté de la cible qui va décider de la stratégie biochimique a adopter et de la

difficulté pour contourner les résistances.

Parmi ces mutations conférant une résistance, il existe une variation du potentiel
oncogénique. Certaines d’entre elles développent un effet pro-tumoral au-dela de leur propre
suractivation. C’est le cas de la mutation T790M de I'EGFR [97] qui entraine d’une part une
augmentation de l'activité catalytique du récepteur par rapport aux autres mutations et
d’autre part une activation de la transcription du géne codant pour MET aboutissant a une
augmentation du potentiel prolifératif et agressif de la tumeur. [98]

Cependant, I'avantage prolifératif d'un mutant donné apparait étre multifactoriel et dépendre
a la fois de l'activité kinase intrinseque, de la spécificité du substrat et des facteurs

extrinséques comme les facteurs de croissance et les cytokines. [99]

Par ailleurs, ces mutations peuvent étre hétérogénes entre les tumeurs et dans une méme
Iésion tumorale compliquant lourdement la stratégie thérapeutique pour les contourner. On
parle de polyclonalité tumorale. Des études ont montré que pour des patients traités pour
tumeurs stromales gastro-intestinale par I'imatinib, [100] 6 patients sur 11 (67%) présentant
2 a 5 mutations secondaires différentes parmi les métastases et 3 patients (34%) ont portés
deux mutations différentes KIT dans la méme métastase. Ce phénomeéne a été retrouvé chez
les patients atteint de CBNPC, traités par géfitinib ol la mutation T790M a été retrouvée dans

toute les métastases sauf celles au niveau cérébral. [101]

Le traitement a pour effet d’éliminer les sous-clones sensibles, et sélectionne en méme temps
les clones les plus agressifs et les plus résistants. Dans la LMC par exemple, I'imatinib

sélectionne le sous-clone T351l de BCR-ABL qui confére une résistance au médicament [102]
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[22], Dans la leucémie lymphoide chronique cependant, le traitement a un tout autre effet : il
permet a de multiples sous-clones de s’étendre et accroit paradoxalement I’hétérogénéité
apparente de la tumeur [103]. Le traitement pourrait donc perturber I’équilibre interne d’une
tumeur dans laquelle les clones les moins agressifs controlent la croissance des clones plus
agressifs. La sélection ou I'émergence de sous-clones résistants aprés traitement peuvent
relever aussi de parameétres environnementaux, par exemple la localisation de cellules dans
des zones d’hypoxie faiblement vascularisées, de parametres liés a la cellule d’origine, tels que
la résistance intrinseque des cellules souches d’un tissu, de facteurs épigénétiques, ou de la

mise en quiescence de certaines cellules du clone.

Il est donc important d’analyser I'hétérogénéité tumorale de maniére dynamique et
fonctionnelle [104]. L'analyse de I’évolution dynamique des tumeurs, repose sur I'examen des
cellules tumorales circulantes ou de "ADN tumoral circulant [105]. Il s’agit d’anticiper la
sélection de clones résistants, de développer des stratégies permettant I’élimination des sous-
clones réfractaires, ou d’exploiter la compétition entre les sous-clones pour stabiliser
I’évolution d’une tumeur sans I'éliminer nécessairement. Il sera possible aussi de cibler le
microenvironnement des sous-clones réfractaires pour moduler leur vascularisation, leurs

ressources au sein du tissu ou la réponse immunitaire contre ces sous-clones [106].

Le Tableau 12 décrit les mécanismes génétiques a I'origine de la pharmacorésistance des TC

les plus couramment utilisés en clinique.
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Mecanisme génétique de la pharmacorésistance

Cible TC Indication(s) Mécanismes de Résistances Bibliographie
amplification MET, T790M gatekeeper
EGFR Erlotinib CBNPC mutations, perte PTEN , mutations de [107,108]
domaines HER2 kinase, IGF1R
perte PTEN , SRC, AXL, EGFR, IGF1R,
HER2 Trastuzumab Sein amplification cyclin E, erythropoietine, [109-111]
HSP90, p95HER2, MUC4
mutations MET, protéine de fusion BRAF,
MET Crizotinib GIST P [112]
EGFR
ALK Crizotinib CBNPC mutations ALK secondaires , amplification (113]
ALK, EGFR, HSP90
NRAS, CRAF, COT, PDGFR, IGF, aberrations
BRAF Vemurafenib, MEKi| Melanome, CCR de I'épissage BRAF, mutations MEK, [114]
amplification BRAF
tati MEK1, lification BRAF,
MEK MEKi Melanome, CCR | o ravons VIERL, ampification [115]
amplification KRAS, PI3K
PI3K PI3Ki sein Notch, Myc, MET [116]
mutations secondaires BCR—ABL,
BCR-ABL Imatinib, nilotinib LMC amplification BCR—ABL, P-glycoprotein, [117,118]
MDR, LYN
tati daires KIT, lificati
KIT Imatinib, sunitinib GIST mutations secondaires {1, ampiification [119]
KIT, MDR, AXL, FAK
Thé ti
ER crapeutique Sein PI3K, HER2, perte PTEN [120]
Endocrine
mutations AR, amplification AR, variants
AR Antiandrogens Prostate d'épissage de AR, TMPRSS2—-ERG, WNT, [121]
perte PTEN
Vi degib, . .
Hh ISLT;:Z;? Medulloblastome mutations SMO, PI3K, cyclin D1 [122]

AR: Androgéne récepteur; CML: Leucémie myéloide chronique; CCR: cancer colorectal; ER: Estrogene
récepteur; GIST: Tumeut gastro-intestinale du stroma; CBNPC : Cancer bronchique non a petite celule PDGFR ;
Hh : Hedgehog

TABLEAU 12. Mécanisme génétique de la pharmacorésistance des TC les plus couramment
utilisé en clinique [92]
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b. Les mécanismes de résistances non génétiques

La pharmacorésistance aux TC d’origine non-génétique est plus bien difficile a élucider que
I'origine génétique. Ceci est en grande partie due aux technologies peu performantes pour
explorer les mécanismes non-génétiques tel que le réle de I'épigénétique, |'épissage alternatif,
et les modifications métaboliques. De ce fait, ces mécanismes font |'objet de nombreuses
études et débats au sein de la communauté scientifique. On en dénombre actuellement six

[92]:

> Switch de la voie d’addiction oncogénique

Ce phénomeéne repose sur un mécanisme de commutation de dépendance oncogénique
d’une kinase suractivée a une autre avec des effecteurs partagés ou qui deviennent co-
dépendants de plusieurs voies convergentes dans le vaste réseau des voies de signalisations.
Dans la cellule tumorale, les voies de prolifération et de la survie cellulaire sont médiés par
plusieurs voies, dont les kinases EGFR, HER2, MET et ALK. Ainsi l'inhibition d’un récepteur peut
générer par un phénomeéne de compensation, un signal oncogénique « redondant » issue d’un
autre récepteur via les mémes effecteurs. Plusieurs cas de résistance relévent de ce
mécanisme dans la littérature : dans le cas du CBNPC avec réarrangement ALK traité par
crizotinib, une résistance apparait par hyperactivation compensatoire de la voir de 'EGFR
[123]. Quant au CBNPC avec EGFR muté traité par géfitinib, une hyperactivation de MET
expliquerait la résistance acquise. [124]

Cette résistance pourrait résulter d’'une sélection de cellules cancéreuses rares avec un
profil distinct d'engagement de la kinase, ou éventuellement d'un mécanisme épigénétique

qui aboutit a la production autocrine d'un ligand pro-tumorale.

> Cross talk avec la voie oncogénique PI3K

Le cross talk ou « dialogue croisé » repose sur le vaste réseau des voies de signalisations
oncogéniques présentant des nosuds clés tel que PI3K ou MAPK. Un signal oncogénique issu
par exemple de I'EGFR, HER2, MET ou ALK va aboutir en cascade a I'activation de ces noeuds

a des niveaux et dans des proportions différentes. Ce phénomeéne s’illustre en tant que
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mécanisme de résistance dans les cancers du sein hormonodépendant. Des études sur le
cancer du sein ER+ ont dévoilé, apres révélation du profil protéomique, le réle important pour
la voie PI3K et mTOR dans la médiation de la résistance a la thérapie endocrinienne. [125].
Conformément a cette observation, un double inhibiteur PI3K / mTOR a empéché I'émergence

de la résistance et a de plus, entrainé I'apoptose des cellules résistantes. [126]

Ce phénomeéne est retrouvé dans le cancer de la prostate. Les thérapies initiales sont axées
sur le blocage des effets des androgénes, ou antagonistes AR. Bien qu'initialement efficaces,
presque tous les patients atteints d'un cancer de la prostate métastatique développent une
résistance et progressent vers un état de cancer de la prostate résistant a la castration [127].
Comme dans le cancer du sein ER+, le dialogue croisé avec la voie PI3K-AKT semble étre un
mécanisme important de résistance, en particulier par la perte du suppresseur de tumeur
PTEN. [128]. De nombreux exemples ont été décrits dans lesquels la voie RAS-MEK et les voies
PI3K montrent une régulation ascendante réciproque les unes des autres, réduisant |'efficacité
thérapeutique d'un seul agent et suggérant une stratégie de combinaison thérapeutique

[129].

> Les boucles de rétroaction positive

Les voies de signalisation oncogénique présentent souvent des mécanismes
homéostatiques robustes. Elles peuvent étre régulées par des voies de rétroaction positive ou
négative en fonction de la concentration de nceuds métaboliques clés. Ce phénoméne peut
se produire dans la majorité des cellules tumorales, contrairement a la commutation de
dépendance des voies de signalisation. Dans le cas d’une inhibition ciblée d’un récepteur

kinase oncogénique, la diminution du nombre des effecteurs phosphorylés va entrainer soit :

e une boucle de rétroaction positive régulant a la hausse la production de métabolites
clés de la voie (facteur de transcription, voies de signalisation paralléles).
e lasuppression d’une boucle de rétroaction négative assurant la régulation des nceuds

métaboliques clés de la voie.
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Un exemple a été décrit dans le contexte de la voie PI3K-AKT ; des études ont suggéré que
la diminution de PI3K ou de AKT par des inhibiteurs sélectifs abroge les boucles de rétroaction
négative et provoque une régulation a la hausse des composants de la voie de signalisation en
amont, notamment les récepteurs TK tels que MET, EGFR et HER3. [130,131]. Cette hyper
activation résultante de la signalisation en amont peut limiter I'efficacité d'inhibiteurs PI3K en
monothérapie et suggere des combinaisons rationnelles avec des agents ciblant la

signalisation en amont (antagonistes de HER2 / HER3).

> Transition épithélio-mésanchymateuse (TEM)

Ce phénomene physiologique décrit le passage réversible d'un groupe de cellules
épithéliales vers une forme mésenchymateuse. Il apparait essentiellement au cours du
développement embryonnaire et du processus de cicatrisation et de fibrose. Les cellules au

stade mésenchymateux se caractérisent par leur pouvoir migratoire et invasif.

Dans le cadre du développement tumoral, elles sont impliquées dans la dédifférenciation
des cellules épithéliales, dans les premiéres étapes de la formation de métastases et
présentent une résistance a une variété de médicaments anticancéreux. Au sein d’une
tumeur, il semble exister un lien entre la proportion de cellules mésenchymateuses, et la
réponse initiale au traitement et a la capacité a acquérir une résistance au traitement. C'est
le cas du CBNPC ou le caractere épithélial versus mésenchymateux des tumeurs peut prédire

leur réponse aux inhibiteurs de I'EGFR. [132]

Cette transformation n'est pas associée a une altération génétique, mais peut étre
réversible, et semble étre conduite par des mécanismes épigénétiques. La capacité des
cellules tumorales a osciller potentiellement entre ces états phénotypiquement distincts
pourrait conduire, sous pression d’un traitement, a la sélection de cellules
mésenchymateuses, a travers un mécanisme non génétique. Cependant, il semble que la
population mésenchymateuse peut, en fait, montrer une plus grande sensibilité a certains

médicaments. [133]
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> Epissage alternatif

L'épissage décrit un phénomeéne biologique de maturation d’un pré-ARNm transcrit en
ARNmM mature par excision des introns et de certains exons de maniere alternative. Dans le
cas de la résistance aux antagonistes des récepteurs aux androgénes, des altérations de I'AR
lui-méme ont été démontrées. L'étude de Dehm SM et al. [134] développe la théorie de
I'épissage alternatif du récepteur qui peut aboutir a des isoformes tronquées qui sont
constitutivement actives et fonctionnent comme des facteurs de transcription indépendants

du ligand.

> Cellules souches tumorales

De nombreuses études attribuent aux cellules souches tumorales les propriétés de longévité
de la tumeur et de plasticité a I'origine de la résistance aux traitements [135]. Une théorie
récente révele que ces cellules passent d’un état chimio sensible a un état résistant de
maniére réversible et transitoire due a I’état de leur chromatine distinct des autres cellules
tumorales. En effet I'étude de Sharma SV et al. [136] a testé la chimiosensibilité des cellules
souches résistantes aux TC d’abord avec, puis sans inhibition concomitante de I’histone
désacétylase KDM5A. Les résultats ont rapporté une lente restauration de la chimiosensibilité
des TC dans la sous population avec inhibition concomitante de I’histone désacétylase et laisse

entrevoir un mécanisme de résistance d’ordre épigénétique.

Ceci a conduit a comparer les cellules souches et les cellules mésenchymateuses qui partagent
des propriétés associées a la résistance aux médicaments. Certains marqueurs protéiques
communs ont été trouvés dans les sous-populations, ce qui a conduit de nombreuses études

a percevoir une relation probable entre ces phénomenes. [137]
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D’autres mécanismes potentiels de résistances ont été rapportés, au sein des cellules souches

tumorale :

e Une surexpression des protéines d’efflux de la famille ABC
e Une augmentation de I'activité de I'alcool déshydrogénase
e Une inhibition de I'apoptose par augmentation de I'expression des protéines de la

famille IAP

Le Tableau 13 reléve des exemples de mécanismes de résistances non-génétiques de quelques

TC.
Mécanisme non-génétique de la pharmacorésistance

Cible TC Indication(s) Mécanismes de Résistances Bibliographie
Addiction switching: IGF1R, MET [138]
EGFR Erlotinib CBNPC TEM [139]
Cellules souches tumorales: reversible drug [136]

tolerance
BRAF Vemurafenib Melanome Switch des voies d'addictions: IGF1R, EGFR (CRC) [140]
. Switch des voies d'addictions: IGF1R, EGFR, EGF-like
HER2 Trastuzumab Sein . [143]
ligands

MET Crizotinib GIST, CBNPC Switch des voies d'addictions: EGF-like ligands [112]
ALK Crizotinib CBNPC Switch des voies d'addictions: EGF-like ligands [123]
PI3K—AKT MK-2206, XL-147 Sein Pathway crosstalk: HER3 [131]
ER Antiestrogen Sein Pathway crosstalk: PI3K [125]
AR Antiandrogen Prostate Pathway crosstalk: PI3K [129]
AR Antiandrogen Prostate TEM [142]

TABLEAU 13. Mécanisme non-génétique de la pharmacorésistance des quelques TC [92]
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2. La toxicité

Le concept de ciblage moléculaire vise en partie a améliorer la tolérance du traitement
anti-cancéreux. Bien que de véritable progrés ont été réalisé dans la prise en charge des
patients en comparaison a la chimiothérapie cytotoxique, I'utilisation des TC a conduit a
I’émergence d’effets indésirables encore mal compris, pouvant nécessiter un arrét du
traitement malgré une efficacité incontestable sur la cible. Par ailleurs, ces effets indésirables
sont souvent prédictifs de la réponse thérapeutique. Cette toxicité apparait d’autant plus
importante avec la multiplication des essais sur les combinaisons d’agents antitumoraux a la
recherche d’un effet synergique. Elle nécessite une prise en charge thérapeutique qui vient
s’ajouter aux traitements des comorbidités liées a I’dge du sujet. Cela conduit souvent les
patients a un haut niveau de polymédication ce qui constitue un terrain trés propice a la
survenue d’interactions médicamenteuses, affectant essentiellement le métabolisme
hépatique, par I'intermédiaire des phénomeénes d’inhibition et d’induction enzymatique. De
ce fait, l'utilisation des TC requiert une prise en charge pluridisciplinaire des patients avec
outre I'oncologue, une collaboration avec le cardiologue, le néphrologue et le dermatologue

afin de limiter au maximum la survenue de ces complications.

La plupart des études et référentiels cliniques ayant pour objectif de décrire la prise en charge
et les moyens de préventions de ces effets indésirables font état de huit profils de toxicité.
Nous les détaillerons brievement. Puis nous regrouperons dans le Tableau 14 les cas ou la

toxicité secondaire a I'administration d’'une TC impose un arrét du traitement.

a. Toxicités cardio-vasculaires [143-145]

lls comprennent, dans des fréquences variables, I’hypertension artérielle (HTA), des
troubles coronariens et thrombo-emboliques, des accidents hémorragiques, une insuffisance

cardiaque congestive et un allongement de I'espace QT.

L'HTA et les accidents thrombo-emboliques se définissent comme un effet de classe des anti-
angiogéniques. L'HTA est principalement due a l'inhibition de la production de NO et de

Prostaglandine 12, normalement induite par le VEGFR-2. C’'est un effet tres fréquent, précoce
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et dose dépendante, mais elle est généralement contrblable par les traitements
antihypertenseurs. Elle peut conduire a des atteintes rénales tel qu’une protéinurie modérée

et plus rarement une insuffisance rénale aigue puis un syndrome néphrotique.

Une HTA pulmonaire a également été relevé du fait de I'inhibition de la voie Src kinase chez

les patients traités par dasatinib.

Les accidents thrombo-emboliques ont été rapportés pour I’ensemble des anti-angiogéniques
mais plus particulierement pour le bévacizumab. L’hypothese principale de cette toxicité reste
I'induction possible d’'une apoptose endothéliale et donc [I'apparition d'un état
d’hypercoagulabilité endovasculaire par exposition de la membrane basale de la paroi
vasculaire au sang. [146] Dans le cas d’un accident artériel ischémique (AVC, IDM, AIT), le
traitement doit étre définitivement arrété. Dans le cas d’un accident veineux, un arrét du
traitement est préconisé selon le grade. C'est le cas lors d’'une thrombose veineuse profonde

ou d’une embolie pulmonaire (grade 3).

L'insuffisance cardiaque concerne a la fois les anti-VEGR (sunitinib, sorafenib), les anti-HER2
(trastuzumab, lapatinib) et certains inhibiteurs de la kinase BCR-ABL. Dans la majorité des cas
il s’agit d’'une baisse de la fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG), souvent majorée
lorsqu’il y a association avec un cytotoxique. Lorsque la FEVG devient inférieur a 44% un arrét

du traitement s’impose jusqu’a récupération.

b. Toxicités cutanéo-muqueuses [143,144,147,148]

Ces effets indésirables trés fréquents dans I'utilisation des TC ont un spectre de gravité assez
large. La folliculite (ou rash acnéiforme) est 'une des manifestations cutanées les plus
fréquentes qui touche 50 a 100% des patients. Elle décrit une éruption papulo-pustuleuse
associée a un prurit qui se localise au niveau des zones séborrhéiques du visage, du cuir
chevelu et du haut du tronc. Au niveau histologique il s’agit de Iésions inflammatoires avec un
infiltrat de polynucléaires neutrophiles. C'est un effet de classe des anti-EGFR, réversible,

dose-dépendant et prédictif de I'efficacité du traitement.
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Des modifications réversibles de la pilosité ont été révélées chez certains patients traités par
TC. Le sorafenib est responsable de rares cas d’alopécie, tandis que le sunitinib et le pazopanib
provoquent des modifications de la couleur des cheveux. Une hypertrichose a été signalée
chez certains patient traités par erlotinib et cetuximab. Ces effets indésirables affectent peu

I’état du patient mais I'impact psychologique peut-étre important.

Les autres manifestations dermatologiques de faible gravité mais de fréquence importante
sont la xérose, des fissures au niveau de zones épidermiques épaisses et une inflammation
péri-unguéales. Elles concernent essentiellement les traitements sous anti-EGFR et anti-HER2.

Leurs prises en charges sont relativement aisées.

Le syndrome main-pied peut s’avérer trés handicapant en fonction de la forme qu’il prend. Il
est caractérisé par des lésions hyperkératosiques qui peuvent étre inflammatoire, bulleuse,
desquamante ou mixtes. C'est un effet de classe des anti-angiogéniques, du lapatinib (anti-
HER2) et des inhibiteurs de mTOR (temsirolimus, everolimus).

A partir d’'un syndrome main-pied de grade 2, une adaptation posologique est nécessaire,
tandis que le grade 3 impose un arrét momentané du traitement avec reprise a demi-dose

pendant au minimum 7 jours.

Notons que le vitiligo est I'effet indésirable le plus fréquent des nouveaux agents anti-PD1 et

anti-PDL-1 selon un poster présenté a ’ASCO en 2015 [147].

c. Toxicités digestives [143,144, 149,150]

Ces troubles sont trés répandus parmi les TC. Sont concernés les anti-VEGFR, les anti-EGFR,
les anti-HER2, les inhibiteurs de mTOR, et I'imatinib. Il s’agit essentiellement de nausées et
vomissements, de diarrhées rarement séveres avec douleurs abdominales, de reflux gastro-
ocesophagiens et de brulures épigastriques pouvant altérer I'absorption de certains ITK
(géfitinib, lapatinib) et des mucites, aphtoses et candidoses. D’apparition plus rare, mais de
gravité plus importante pouvant imposer un arrét du traitement, il a été décrit des
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perforations gastro-intestinales notamment sous anti-VEGF (bévacizumab) et des
hémorragies et fistules digestives. Notons également une hépatoxicité du lapatinib et du
pazopanib du fait d’hépatites séveéres.

Des colites auto-immunes ont été décrites sous immunothérapie spécifique (TC anti PD-1, anti

PDL-1).

d. Troubles respiratoires [143]

lIs concernent certains anti-EGFR (erlotinib, gefitinib, cetuximab), les anti-VEGFR, les
inhibiteurs mTOR, et le trastuzumab et I'imatinib. lls se manifestent par une dyspnée, une
toux, un syndrome pseudo-grippal et une douleur thoracique. Ce tableau clinique peut décrire
une pneumopathie interstitielle non infectieuse. Les mécanismes physiopathologiques a
I'origine de cette toxicité sont de type immunologique dans le cas des inhibiteurs mTOR alors
gu’ils seraient dus a une absence de signalisation de I'EGF jouant un réle fondamental dans
I’'homéostasie alvéolaire dans le cas des anti-EGFR. |l n’existe pas de recommandations
officielles sur les conditions d’arrét du traitement. En pratique, elles sont donc laissées a

I'appréciation de I'oncologue.

e. Toxicités rénales [143, 151-152]

Le profil de tolérance des TC anti-angiogéniques implique une toxicité rénale commune a
toutes les molécules. Il apparait des atteintes rénales de type protéinurie, parfois une
insuffisance rénale et des atteintes parenchymateuses rénales de type microangiopathie
thrombotique, glomérulopathie et néphropathie interstitielle. L’atteinte la plus recensée est
la protéinurie secondaire a une HTA. Ces effets indésirables surviennent de maniéere dose-
dépendante et sont réversibles aprés l'arrét du traitement. Seule la microangiopathie
thrombotique entraine un arrét thérapeutique anti-VEGFR jusqu’a restauration de la fonction

rénale.
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f. Toxicités médullaires [143,153,154]

Les TC peuvent augmenter la toxicité hématologique des chimiothérapies cytotoxiques
lorsqu’elles sont utilisées en association. Une myélosuppression est retrouvée sous anti-bcr-
abl, sous anti-angiogéniques, et sous inhibiteur mTOR. Les recherches sur les mécanismes
physiopathologiques mettent en avant I'inhibition des récepteurs c-kit et FIt3 dont elles sont
des cibles secondaires [45]. Ces récepteurs sont exprimés par les cellules progénitrices
hématopoiétiques et semblent contrdler en partie la croissance et la différenciation de ces
derniéres. Cette toxicité se manifeste par une anémie fréquemment macrocytaire, une
thrombopénie et une leucopénie. Seule une thrombopénie qui est inférieure a 50 x10%/mL

impose I'arrét du traitement.

g. Troubles métaboliques et endocriniens [143, 155]

Au niveau endocrinien, les ITK anti-VEGFR et I'imatinib sont responsables de dysthyroidie
réversible et de survenue précoce. |l s’agit le plus souvent d’hypothyroidie provoquée par le

sunitinib. En cas de dysthyroidie sévere, une adaptation de posologie est recommandée.

Au niveau métabolique, les inhibiteurs mTOR sont responsables de dyslipidémies de type
hypercholestérolémies et hypertriglycéridémies réversibles et réagissant aux statines. Ils sont
également responsables d’hyperglycémie qui pourra largement compliquer I'état du patient

diabétique connu.

h. Troubles biologiques & généraux [143,144]

lls concernent essentiellement une asthénie prolongée et une rétention hydrique de type
cedemes. Ces derniers, fortement associés a I'imatinib, sont essentiellement périorbitaires et
superficiels de la face et des membres inférieurs. Bien que génant pour le patient, ils sont

facilement résorbables par des moyens médicamenteux.
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En revanche, des cas d’cedemes pulmonaires et d’épanchements pleuraux ou péricardiques
ont été signalés sous TC anti-BCR-ABL et plus spécifiquement sous dasatinib. Lorsque ces
manifestations atteignent un grade supérieur ou égale a 3, une réduction de posologie, voire

un arrét du traitement est recommandé.

Au niveau biologique, de nombreuses TC peuvent entrainer secondairement une élévation
des enzymes hépatiques (transaminases, bilirubine et phosphatases). De ce fait, il est
conseillé de surveiller la fonction hépatique lors d’un traitement par TC ayant un métabolisme
hépatique. Une adaptation de posologie pourra étre recommandée. Cependant selon
certaines conditions biologiques, un arrét du traitement s’impose lorsque :

e Lestransaminases > 5 fois la limite normale supérieur

e La bilirubine totale > 3 fois la limite normale supérieur
Une exploration approfondie de la fonction hépatique permettra de déterminer I'origine des
troubles biologiques. A noter qu’une élévation des phosphatases alcalines sans élévation des

transaminases doit faire envisager des métastases hépatiques.

Le Tableau 14 résume I'ensemble des effets indésirables nécessitant un arrét du traitement.
Les TC sont souvent prises au long cours afin de maintenir un blocage des mécanismes
oncogéniques. En conséquence, les patients sont exposés en continu a ces traitements. Il peut
alors exister un effet cumulatif des évenements indésirables, impactant significativement la

gualité de vie des patients. Ce phénomene peut nuire a I'adhésion du patient a son traitement.

Nous noterons que de nombreuses TC pourvues d’'une toxicité avérée n’ont pas été citées
dans cette partie. D’'une part parce que les mécanismes physiopathologiques de ces effets
indésirables sont encore mal compris et/ou d’autre part, du fait de leur récentes utilisations,

aucun consensus scientifique n’a été établi quant a leur prise ne charge.
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Spheére touchée par la toxicité

Symptomes nécessitant un arrét

momentané ou définitif du traitement

Thérapies Ciblées

Cardio-vasculaires

Accident artériel ischémique (AVC, IDM, AIT)

Accident thrombo-emboliques veineux de grade 3 et 4

Anti-VEGFR : sorafenib, sunitinib,
bezvacizumab, pazopanib
Anti BCR-ABL : ponatinib

Insuffisance cardiaque congestive

Anti-VEGFR : sorafenib, sunitinib,
pazopanib.
Anti-HER2 : trastuzumab, lapatinib

Dermatologique

Syndrome mains-pied

Anti-VEGFR : sunitinib, sorafenib
pazopanib. Anti HER2 : lapatinib

Anti-VEGFR : sunitinib, sorafenib

Digestive Perforation et Hémorragie gastro-intestinale i )
pazopanib, bevacizumab.
Pulmonaire / /
) . . . . Anti-VEGFR : sunitinib, sorafenib
Rénale Microangiopathie thrombotique i )
pazopanib, bevacizumab.
Inhibiteur mTOR : everolimus,
, . , . temsirolimus, Anti-VEGFR :
Médullaire Thrombopénie < 50 x 10* plaquettes/mL

sorafenib,

sunitinib, pazopanib

Métaboliques &
endocriniennes

/

Biologique & Générale

Epanchement pleuraux et péricardique de grade 3 et 4

(Edéme pulmonaire

Anti BCR-ABL : imatinib, nilotinib,
dasatinib. Anti-VEGFR : sunitinib

Traduisant une atteinte hépatique sévere :
Les transaminases > 5 fois la limite normale supérieur
La bilirubine totale > 3 fois la limite normale supérieur

Anti-EGFR : erlotinib, gefitinib
Anti BCR-ABL : imatinib, nilotinib,
lapatinib

TABLEAU 14 : Les effets indésirables nécessitant un arrét thérapeutique sous TC.
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3. Le colt

L'autre inconvénient majeur dans I'ere de |'utilisation des TC est son cout trés élevé et
continuellement croissant. Bien que ce phénomene touche spécifiquement I'oncologie, elle
tend a s’appliquer a I'ensemble de la médecine moderne du fait du recours a la médecine de

précision.

a. Historique

Avant I'aveénement des TC et du concept de médecine personnalisée, I'accés aux progres
thérapeutiques n’a pas été I'objet de probleme dans les pays les plus développés. [158] Il
s’agissait essentiellement d’innovations techniques dont les colts pouvaient étre pris en
charge par les systémes de santé publique et les assurances privées. Cependant I'accés aux
innovations thérapeutiques s’est compromis depuis quelques années aux Etats-Unis et dans

les pays européens du fait de la convergence de trois facteurs [158] :

e Les médicaments sont maintenant directement concernés
e Les paradigmes définissant la maladie ont évolué

e la nature et les stratégies d’utilisations des traitements ont changé
La cancérologie est |la pathologie la plus touchée par ces 3 facteurs [5].

La controverse entourant I'accés aux TC a commencé en 2008, aux Etats-Unis au cours d’un
article du New York Times qui relatait I'exemple d’un anglais qui ne pouvait pas disposer du
sunitinib (Sutent®) au motif que celui-ci était trop cher et pas assez efficace pour étre autorisé
en Angleterre. Ce méme journal relatait quelques semaines auparavant les difficultés d’acces

du bevacizumab (Avastin®) d’une patiente américaine. [156]

L’année suivante, en plein débat sur la réforme du systéme de santé américain (I’'Obamacare)
deux célébres éditoriaux langaient la polémique sur les conséquences éthiques et sociales du

poids financier que représente I'acceés a ces nouveaux traitements :
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e ['undansle New York Times concernant 'utilisation des TC en oncologie, posait : « Est-
il éthique de dépenser 54 000 dollars pour allonger une espérance de vie de quelques
mois ? » [156]

e L'autre dans le Journal of National Cancer Institute citait : « ...La prolongation de 12
mois de la vie des 550.000 américains qui décedent du cancer représente 440 milliards

de dollar par an... » [157]

Au cours des années suivantes de nombreuses sociétés savantes américaines et journaux
scientifiques ont évoqué le caractere « insoutenable » du prix du médicament en oncologie
ce qui entraina une polémique concernant la fixation des prix : le prix serait fixé non pas pour
amortir des dépenses de recherche et développement mais en fonction de ce que le marché

peut supporter [158].

En France, I'ensemble des acteurs de santé se sont, tour a tour, exprimés pour dénoncer les
prix excessifs pour I'accés aux TC de ces dernieres années et pour manifester leurs inquiétudes

sur les potentielles répercussions éthiques et sociales au court et moyen termes.

b. Les chiffres en France (2012-2014) [5]

En 2014, les ventes des médicaments anticancéreux ont représenté 3,5 milliards (12,6%) sur
un marché total de médicament estimé a 27,8 milliards d’euros dans tous les secteurs
confondus (hopital et ville) [159]. Parmi ces anticancéreux, la classe des TC correspond a 48,5
% des ventes sur la méme années (1,70 milliard d’euros) soit une augmentation de +8,1 % par
rapport a I'année 2013. Elle représente la classe thérapeutique anticancéreuse la plus vendue

sur la période 2012-2014. (Figure 9)

En ville comme a I'hopital, les colits mensuels moyens d’acquisition des TC apparaissent
relativement proches et élevés. lls sont de 3 180 euros HT a I’hdpital et de 3 190 euros HT en
ville, ce qui fait une moyenne de 35 000 euros par année tous secteurs confondus. Entre 1995
et 2013, ce colt mensuel moyen a augmenté de 10 % chaque année. L'escalade des prix est
devenue la norme et systématiquement inflationniste. Cette moyenne tend a nettement

augmenter avec l'arrivée de I'immunothérapie spécifique et les CAR-T.
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FIGURE 9 : Evolution des montants des ventes annuelles de médicaments anticancéreux en
ville et a I’hopital en millions d’euros sur la période 2012-2014. L'augmentation totale des
ventes est essentiellement due a la croissance des ventes des TC.

Concernant le remboursement par I'assurance maladie, I’hOpital représente le secteur de

dépenses liées a 'utilisation des TC le plus important. Sur 'année 2014, le montant des

dépenses remboursées dans ce secteur représentent 51,2 % (soit 830,5 millions d’euros) sur

I’'ensemble des dépenses des anticancéreux (1,62 milliard d’euros), ce qui représente une

évolution des dépenses de +2,7% par rapport a 2013. Les deux tiers de ces dépenses sont

concentrées sur deux médicaments : le bévacizumab et le trastuzumab qui ont en 2014

respectivement généré 374,1 millions d’euros et 263,4 millions d’euros de dépenses de

remboursement (Figure 10).
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FIGURE 10 : Dépenses liées aux TC de la liste en sus dans le secteur hospitalier en 2014

Dans le secteur de I'officine le remboursement par I'assurance maladie des dépenses liées aux
TC, représente 51,5 % des dépenses de I'ensemble des anticancéreux. |l représente une
dépense plus faible en valeur absolue qu’a I’hépital (753,2 millions d’euros) mais connait
néanmoins une croissance plus rapide que I’hopital. C'est une évolution de 11,9 % par rapport
a 'année 2013. L'imatinib est la TC qui est associé a la dépense la plus importante en 2014
avec 184,7 millions d’euros remboursés (Figure 11). L'imatinib figure parmi les dix spécialités
pharmaceutiques disponibles en officine, les plus remboursées, [5] toutes classes pharmaco-
thérapeutiques confondues. Il s’agit du seul médicament anticancéreux dans cette situation.
Son impact budgétaire s’explique a la fois par son co(t unitaire élevé et par le nombre
important de patients sous traitement du fait d’'une longue durée de réponse (stratégie de

chronicisation de la maladie).
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FIGURE 11 : Dépenses liées aux thérapies ciblées dispensées en officine en 2014

c. Problématique actuelle

Les thérapies anticancéreuses ont déja vu leur prix doubler en 10 ans et les projections
prévoient entre 8 % a 10 % de croissance par an, soit une augmentation de 1 a 1,2 milliards
d’euros par an selon le Conseil Economique, Social et Environnemental (CESE) [159]. Un
impact budgétaire prévisible susceptible de remettre en cause la capacité du systéme de soin
Frangais a maintenir un accés a l'innovation et aux meilleurs traitements pour tous les

patients. Une tendance qui n’est pas pres de s’inverser et qui s’articule autour de 5 points :

1) L’augmentation des co(ts unitaires moyens du fait d’'un contexte constamment innovant. En
France, en 2017, il faut payer de 60 000 et 90 000 € pour une année de traitement sous
pembrolizumab (Keytruda®) pour des patients d’'un poids de 60 a 80 kg, atteints d’un
mélanome avancé non résécable ou métastatique ; de 50 000 a 70 000 € pour une année de
traitement sous nivolumab (Opdivo®) pour des patients entre 60 et 80 kg cancer atteints de
CBNPC type épidermoide localement avancé ou métastatique et de 100 000 a pres de
140 000 € pour une combinaison de traitements associé a l'ipilimumab (Yervoy®) dans le

traitement du mélanome avancé non résécable ou métastatique.
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2)

3)

4)

5)

Un changement du paradigme sur les traitements, qui reposait sur un assaut thérapeutique
par chimiothérapie cytotoxique de quelques cycles vers des prises médicamenteuses au
long cours, dans le but de maintenir la maladie résiduelle infraclinique et prévenir la
récidive. Ceci conduit a comparer le cancer a une maladie chronique, mais dont le prix du

traitement n’est pas comparable.

La popularisation et I'accroissement du nombre de stratégies polythérapeutiques a la
recherche d’un effet synergique optimal, ce qui a un effet multiplicateur sur le cout de la

prise en charge.

Une augmentation du nombre de population cible visée par les thérapies innovantes.
Jusqu’a il y a quelques années, les TC étaient réservées a des sous-groupes de population
présentant une identité moléculaire spécifique. Mais la découverte de nouvelles cibles et
des mécanismes communs a la carcinogénése tendent a pouvoir traiter un nombre

beaucoup plus grand de sous-population.

Une évolution trés forte a prévoir. Deux types de traitement anticancéreux sont identifiés
comme ayant un développement en plein essor par leur nombre d’essais cliniques en cours
et sont susceptibles d’impacter fortement les dépenses de santé : I'immunothérapie
spécifique que sont les anti-PD1 et anti-PDL1 et les CAR-T, des lymphocytes T
génétiquement modifié portant les récepteurs CAR ciblant divers récepteurs pro-
tumoraux.[160] A titre d’exemple pour les CAR-T, le tisagenlecleucel commercialisé sous
Kymriah® atteint le prix de vente astronomique de 450 000 euros. A cela viennent s’ajouter
89 molécules identifiées dans les pipelines pouvant avoir dans les deux a cing prochaines
années soit une autorisation de mise sur le marché soit une extension d’indication, dans les

cancers aux tres fortes incidences.

De ce fait, la crainte de voir se développer a court terme des restrictions d’acces au traitement

et a l'innovation dans une pathologie mortelle a poussé de nombreux acteurs de santé

américains et européens a manifester leurs inquiétudes.
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Depuis quelques années les enjeux économiques des TC sont un sujet récurrent dans les
congrés mondiaux d’oncologie. Ainsi le congres de I’ASCO (American Society of Clinical
Oncology) de 2015 a vu une session entiere dédiée aux colts du cancer qui portait de nom de
« Financial Toxicity » [161]. En France, la ligue contre le cancer, I’Assurance maladie, les
associations d’oncologie et bien d’autres acteurs de santé ont signalé leurs inquiétudes aux
moyens de rapports, pétitions et propositions. La promotion d’une transparence dans la
fixation des prix entre les payeurs des différents Etats et sur les déterminants du prix initial
émis par le laboratoire (production, recherche et développement, investissements, prise en
compte du pouvoir d’achat du pays), ainsi que I'anticipation des difficultés de soutenabilité
financiére sont aussi des sujets de réflexion a engager [158]. En France les actions 5.8 et 5.9
du plan cancer visent a faire évoluer les dispositifs de valorisation des médicaments
anticancéreux et a anticiper I'impact économique de l'innovation pour garantir son acces a

tous les patients dans la durée. [160]

81



C. LES PERSPECTIVES EN IMMUNO-ONCOLOGIE

En oncologie, les innovations thérapeutiques sont annoncées par rafales sur le marché en
France et dans le monde. Récemment, I'immunothérapie spécifique a constitué la nouvelle
vague d’innovation dans I'arsenal anticancéreux. Cette vague a commencée en 2011 avec
I'arrivée de l'ipilimumab, un anticorps monoclonal contre le récepteur CTLA-4. Elle s’est
poursuivie en 2015 avec le pembrolizumab et le et le nivolumab contre le récepteur PD-1, puis
en 2017 avec l'arrivée de I'atézolizumab et I'avelumab sous ATU de cohorte contre le ligand

du récepteur PD-1 (PD-L1) et tend a se prolonger de maniére durable dans les années a venir.

De plus, selon un rapport de I'INCa [162] de nouvelles TC dans les pipelines vont enrichir

I'arsenal thérapeutique de classes déja existantes (anti-PARP, anti-PI3K, anti-ALK, anti-EGFR,
anti-cKIT, anti-BRAF, anti-VEGFR). A cela s’ajoute, de nouvelles classes de TC, attendues dans
les deux ans dans les cancers du sein (anti-CDK 4 et 6), du poumon (anti-phosphatidylserine),
du colon-rectum(anti-IL-1a), dans les mélanomes (anti-IDO1, activateurs d’APC, agonistes de

costimulation), et dans la LMC (anti-Bcl2, anti-Syk, anti-CD37).

Enfin de nombreuses extensions d’indications thérapeutiques de médicaments déja autorisés
sont attendues dans de nouvelles localisations tumorales, a de nouveaux stades de la maladie,

a de nouvelles lignes de traitement, ou bien encore dans de nouvelles combinaisons.

Dans cette partie nous avons cherché a établir des prévisions a court-moyen terme sur la place
de I'immunothérapie spécifique dans les années avenir afin de mieux cerner I’enthousiasme
actuel qu’elle génere. Cependant, il convient de noter que ces prédictions sont loin d’étre
exhaustives du fait de la quantité d’informations considérables et de la rapidité d’évolution

du sujet.
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1. L'immunothérapie spécifique

L'immunothérapie spécifique se positionne aujourd’hui comme un acteur révolutionnaire

dans certains types de cancers. Elle compte actuellement 5 spécialités (dont 1 en ATU de

cohorte) inhibant 2 axes oncogéniques : B7/CTLA4 (réponse immunitaire précoce) et PD-1/PD-

L1 (réponse immunitaire tardive) dans 7 indications cliniques (Tableau 15.)

Cible Anti-CTLA4 Anti PD-1 Anti PD-L1

Spécialités Ipilimumab Nivolumab Pembrolizumab Atézolizumab Avélumab ATU
Mélanome avancé Mélanome avancé
CBNPC avancé CBNPC avancé 1ére ligne TPS >50 % |Carcinome urothélial

. , , Carcinome a cellules rénales avancé CBNPC avancé 2éme ligneTPS=1 % Carcinome a cellules

Indications | Mélanome avancé - - - - 3 )
Lymphome de Hodgkin classique Lymphome de Hodgkin classique de Merkel métastatique
Cancer épidermoide de la téte et du cou Carcinome urothélial CBNPC avancé
Carcinome urothélial
Bibliographie [163] [164] [165] [166] [167]

TABLEAU 15. : Les spécialités de I'immunothérapie spécifique disponible dans le traitement

du cancer en 2017 et les indications de leurs AMM respectives.

Ces nouvelles spécialités constituent déja une rupture dans le champ de I'oncologie du fait :

e De la stratégie de ciblage mise ne place. Elles ne ciblent pas la cellule tumorale
directement mais les voies d’inactivations du systéme immunitaire vis-a-vis de
nombreuses types cellules tumorales. On parle d’inhibiteurs de check-points
immunitaires. L'objectif est donc de rompre la tolérance de ce systéme immunitaire
par rapport a la tumeur en bloquant un seul ou les deux axes oncogéniques
simultanément.

e D’un spectre d’activité inégalé dans I'histoire des médicaments en cancérologie [168].
Plus de vingt cancers peuvent répondre a un traitement par anticorps anti-PD-1 ou
anti-PD-L1, et des bénéfices en survie globale ont été démontrés dans les essais

randomisés de phase Ill dans plus de 6 indications.
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e Des résultats révolutionnaires dans le traitement du mélanome métastatique
(nivolumab +/- ipilimumab), dans le CBNPC métastatique en 1% ligne, le cancer du

rein, et dans le traitement des rechutes de leucémies lymphoblastiques B.

Cependant, il convient de préciser qu’elles ne s’adressent qu’a un certain sous-groupe de

patients.

Concernant le traitement du mélanome métastatique notamment, le nivolumab a
définitivement montré sa supériorité par rapport a la dacarbazine d’abord en situation de 1°¢®
ligne puis par rapport a lipilimumab forte dose en situation adjuvante apres résection

compléte de la tumeur aux stades lllb/cou IV :

e une SSP =11,5 mois pour le bras nivolumab +i pilimumab vs. 2,9 mois pour ipilimumab

e untauxde survie a 5 ans record de 34% des patients traités [89]

De nouveaux agents anti PD-L1 vont trés prochainement arriver sur le marché. Le durvalumab
et I'avelumab déja disponible dans le cadre d’une ATU de cohorte en France, ont obtenus le
statut breakthrough therapy (révolutionnaire) par la FDA respectivement depuis février 2016
dans les cancers urothéliaux exprimant PD-L1 et en novembre 2015 dans le carcinome
métastatique a cellules de Merkel. De plus le tremelimumab, un nouvel anti-CTLA-4 fait
toujours I'objet d’essai clinique dans la cadre de combinaisons avec d’autres agents anti PD-
1, anti PDL-1 malgré I'échec récent de son évaluation sur sa supériorité sur la chimiothérapie

dans le CBNPC avancé en 1% ligne. [169]

Mais c’est surtout I'exploration de leur efficacité au niveau de diverses identités biologiques,
stades et localisations tumorales qui fait I'objet de la plupart des essais cliniques en cours, au
travers de nombreux schémas thérapeutiques (associations, premieres lignes, situations
adjuvantes et néoadjuvantes, notamment). C'est ce que nous avons essayé d’évaluer ci-

dessous en mettant a jour un travail déja effectuer par I'INCa il y a quelques années [162].

Les essais cliniques de phase Ill enregistrés sur le site internet clinicaltrials.gov américain a
partir de Janvier 2017 permettent de donner un apercu des nouvelles indications et des
schémas thérapeutiques des molécules anti-PD-1, anti-PD-L1 et anti-CTLA-4 a venir pour les

périodes allant de 2018 a I’horizon 2025 [170].
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Pour ce faire, nous avons utilisé I'outil de recherche avancée (Advanced Search) de la base de

données clinicaltrials.gov en utilisant les parameétres de recherche suivant :

e Dans la cellule Condition / Disease : « Cancer »

e Dans la cellule Other Terms : « immunologic », puis « immunotherapy » puis « PD-1 »
puis, « PD-L1 », puis « CTLA-4 » successivement (5 recherches).

e Dans la cellule Country : aucune entrée

e Dans la cellule First Posted : From « 01/01/2017 » To aucune entrée

e Puis nous avons coché les filtres : Recruiting ; Not yet recruiting ; Active not recruiting

; Interventional ; Adult (18—65) ; Senior (66+) ; Phase 3

Pour chaque entrée de la cellule Other Terms, nous avons enregistré les résultats, puis

réinitialisé la recherche. (Figure 12)

Condition / Disease: Cancer X
Qther Terms: immunologic X
Country: v X

First Posted: From | 44/01/2017 x 10 x | (MM/DDIYYYY)

Advanced Search

Applied Filters: ¥ Recruiting ¥ Not yet recruiting ¥ Active not recruiting ¥ Interventional
# Adult (18-685) ¥ Senior (66+) ¥ Phase 3

Help How to Use Search Results | Glossary

126 Studies found for:

FIGURE 12 : Parameétres de recherche sur la base de données clinicaltrials.gov

Nous avons obtenu 131 essais cliniques de phase lll. Puis nous avons supprimé les études qui
n’avaient pas de lien direct avec 'immunothérapie spécifique et les doublons, pour obtenir un
total de 61 essais cliniques. Nous avons retenu 3 parametres : la localisation de la tumeur, la
place des TC dans le traitement (1% vs. 2°™¢ ligne ou plus), la date prévue de la fin de I'essai
clinique et le nom de quelques spécialités. Sans étre exhaustive, ni irréprochable, cette

recherche donne les grandes lignes des futurs enjeux des agents immuno- oncologiques.
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Résultats : (Tableau 16)

Notons d’abord le nombre important de combinaisons avec des agents de différentes classes
: des cytotoxiques (étoposide, sels de platines, placlitaxel principalement dans le CBNPC),
d’autres immunothérapies qui sont la plupart du temps des agents anti-CTLA-4, des

antihormonaux dans le cancer de la prostate, des ITK ainsi qu’a la radiothérapie.

Le durvalumab est fréquemment positionné en association au tremilimumab dans son
développement clinique et l'ipilimumab avec I'atézolizumab. Par ailleurs I'association avec
I’epacadostrat intervient dans 7 essais cliniques. Cette molécule se définit comme un immuno-
régulateur, en inhibant I'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO1) une enzyme du métabolisme du
tryptophane qui module la réponse immunitaire antitumorale en stimulant la génération des
cellules T régulatrices et en bloquant I'activation des cellules T effectrices, permettant ainsi la

croissance tumorale.

Parmi les nouvelles molécules qui pourrons potentiellement arriver sur le marché on compte
6 agents anti PD-1 en monothérapie (le 1BI308, BCD-100, BCD-100, REGN 2810, SHR-1210 et
le BGB-A31. Seul le SHR-1210 est évalué en combinaison avec le pemetrexed dans le cadre du

traitement du CBNPC.

Le tableau ci-dessous présente un bilan des 61 essais cliniques de phases 3 évaluant au moins
un anti-PD-1, anti-PD-L1 et/ou un anti-CTLA-4 dont la date de fin d’essai programmée est

prévue entre 2018 et 2025.

Les 61 phases Il concernent 14 localités tumorales différentes aussi bien en 1° ligne qu’en
28me et dans certains cas en situation adjuvante/néoadjuvante. D’aprés ce tableau, nous
pouvons remarquer que l'immunothérapie spécifique est massivement investie dans le
traitement du CBNPC avec de possibles nouvelles recommandations tous les ans pour tous les
stades de la maladie avec un pic vers 2021-2022. Sur les 61 essais cliniques recensés, 20
concernent la localisation du poumon toute lignes thérapeutiques confondues : 18 pour le
CBNPC, 2 pour le cancer du poumon a petite cellules. Concernant ce dernier,
I'immunothérapie spécifique entend s’intégrer directement en 1% ligne, ce qui peut étre une

avancée décisive lorsque I’on sait qu’aucune TC existe dans cette indication. Pour le CBNPC, il

86



s’agira probablement de la confirmation des indications des anti PDL-1 dont le durvalumab et

I’optimisation de combinaisons thérapeutiques synergiques avec les anti PD-1.

L'immunologie spécifique fait également pleinement part des innovations dans le cancer de

la téte et du cou (+/- associé au cetuximab), dans le mRCC et dans le cancer gastrique.

Notons également I'espoir que représente 'immunothérapie spécifique dans le cancer du sein
triples négatifs essentiellement en position adjuvante et néoadjuvante. A l'instar du cancer du
poumon a petite cellule, c’est un cancer au pronostique trés sombre et ou les agents immuno-
oncologiques peuvent transformer I’histoire de la maladie et il est possible de voir arriver des

essais cliniques de grande envergure pour cette indication allant jusqu’en 2025.

Pour la plupart des localisations, I'immunothérapie spécifique s’investie en 1° ligne, ce qui

promet quelques bouleversements dans la prise ne charge de certains cancers.

Ces essais cliniques de phase Ill font partis des 280 essais cliniques recensés en immuno-
oncologie en 2017 selon l'association de la recherche biopharmaceutique américaine

(PhRMa), témoignant des efforts considérables investis dans cette stratégie. [89]

Concernant cette recherche, il convient de préciser qu’elle ne prend pas compte les essais
cliniques de phase Ill enregistrés dans la base donnée avant le 1¢" janvier 2017. D’autre part,
les mots clés utilisés aurait pu étre davantage enrichi pour effectuer la recherche, tel que
« neoplastic » a la place de « cancer », ainsi que « immunoglobulin » « lymphocyte » « cluster

differentiation receptor » etc. De ce fait, cette recherche n’est pas exhaustive.
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Date de fin .. L . , X Nombre
R , Localisations Stratégie thérapeutique .
d'essai programmé d'essais cliniques n
CBNPC lére ligne 1
2018 Mélanome 1leme ligne 1
Carcinome Hepato-Cell 2éme ligne ou > 1
Vessie lere ligne 1
2019 Sein Triple Négatifs Adjuvant 1
CBNPC 2éme ligne ou > 1
2020 CBN'PC lér‘e et ?éme ligne 1
Gastrique 2éme ligne ou > 1
Sein Triple Négatifs Neoadjuvant 1
Sein Triple Négatifs lere ligne 2
Ovaires lere ligne 2
CBNPC lere ligne 5
CBNPC 2éme ligne ou > 3
2021 T{ete et cou : 1émg ligne 1
Téte et cou 2éme ligne ou > 1
Poumon a petite cellule lere ligne 1
Mesothelium 2éme ligne ou > 1
Rein Adjuvant 1
Prostate 2éme ligne ou > 1
Vessie 2éme ligne ou > 1
CBNPC lére ligne 2
CBNPC 2éme ligne ou > 4
Poumon a petite cellule lere ligne 1
Prostate 2éme ligne ou > 1
2022 Tumeurs'solides lér.e ligne 1
Rein Adjuvant 1
Gastrique lere ligne 1
Téte et cou 2éme ligne ou > 1
Vessie lere ligne 1
Gastrique 2éme ligne ou > 1
Téte et cou 2éme ligne ou > 3
Téte et cou lere ligne 1
Rein 2éme ligne ou > 2
2023 Mélanome Adjuvant 1
Gastrique lere ligne 1
Mésothelium 2éme ligne ou > 1
Rein lere ligne 1
Rein 2éme ligne ou > 2
Sein Triple Négatifs Néoadjuvant 1
CBNPC lere ligne 1
2024 - N -
Lymphome de Hodgkin 2éme ligne ou > 1
Mélanome Adjuvant 1
L ympohme Non-Hodgkinien 2éme ligne ou > 1
2025 Carcinome Hepato-Cell lere ligne 1
Sein Triple Négatifs Néoadjuvant 1
Total 61

TABLEAU 16 : Bilan des essais cliniques de phase lll des agents de I'immunothérapie

spécifiques enregistrés a partir du ler janvier 2017 sur la base clinicaltrials.org



2. Les CAR-T

Les CART-T (chimeric antigen receptor T) sont a la croisée entre I'immunothérapie et la
thérapie génique. Ce sont des lymphocytes T (LT) génétiquement modifiés et préparés in vitro
pour reconnaitre spécifiquement certains clones tumoraux et les attaquer ultérieurement (par

activation du systeme immunitaire) une fois réinjectés au donneur malade. (Figure 13)

Patient with oL : 19
relapsed/refractory Preconditioning
chemotherapy

B cell malignancy

ﬁ; ™ cmg Anti- 0019
Retroviral CAR T-cell
transduction with \ infusion
/’ anti-CD19 CAR \

T cell
heresis O OO
ﬁe_,l o0 =y activation, | (,C() |
| A
; “| "\  " § Virus: Retrovirus/ lentivirus
/i s Electroporation: RNA/DNA
| ‘ <3
g
-

|  ‘ T“" Expamlon ,®¢®

FIGURE 13 : Schéma simplifié de 'emploi des CAR-T [160]
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Leur processus de fabrication s’organise en 5 étapes pour une durée moyenne de 22 jours. il
repose sur la vectorisation du géne codant pour le récepteur d'antigene chimérique (CAR)

dans les lymphocytes T du donneur.

En ao(t 2017, la FDA autorise la mise sur le marché du tisagenlecleucel (Kymriah indiqué chez
les patients atteints de leucémie lymphoide aigué a cellules B en situation d’échec
thérapeutique ou de rechute. Ici, les LT sont congues pour cibler la protéine CD19 surexprimée
sur les cellules clonales B. Ce traitement est rapporté comme révolutionnaire en raison de son
efficacité remarquable a long terme et en une seule administration. Les résultats de I'étude
pivot multicentrique ont rapporté un taux de rémission compléte 83 % [160]. Mais il est
toutefois associé a des événements secondaires graves, potentiellement mortels parmi
lesquelles on compte le syndrome de relargage des cytokines et les toxicités neurologiques

qui ont touché pres de la moitié des patients dans I'essai pivot. [160]

Ce genre de traitement semble en effet avoir des possibilités infinies, qui vont bien au-dela
des hémopathies malignes car il serait susceptible d’interagir avec n’importe quelles

structures extracellulaires et de développé une réaction immunitaire contre elles.
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PARTIE Il : LA REPONSE AUX
DOMMAGES DE L’ADN (DNA DAMAGE
REPONSE)
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L’ADN constitue le support de la totalité de I'information génétique d’un individu. De ce fait
le maintien de son intégrité pour la conservation et la transmission de cette information est a
la base de la survie de tous les organismes vivants. Pourtant, cette molécule d’ADN est
perpétuellement soumise a des dommages de diverses natures. La capacité d’une cellule a
réparer son ADN est alors cruciale. Si les lésions sont laissées tel quel, les conséquences
peuvent étre graves a la fois pour le porteur et sa descendance. En réponse aux facteurs
endommageant son ADN, les cellules eucaryotes ont développé une réponse garantissant la
stabilité du génome dans le but de survivre aux conditions défavorables et transmettre
I'information génétique intacte aux générations suivantes. Cette réponse porte le nom de
Réponse aux Dommages de ’ADN ou DNA Damage Response (DDR) en anglais. Ce phénomene

fait I'objet de cette seconde partie.

A. NATURE ET ORIGINES DES DOMMAGES DE L’ADN

L’ADN de chaque cellule d’un individu subi entre 1000 et 10 000 lésions par jour [173]. On

regroupe les facteurs a I'origine de ces lésions en deux groupes en fonction de leur origine :

e Les facteurs endogenes

e Les facteurs exogénes

1. Les facteurs endogéenes

Le métabolisme cellulaire normal est a I'origine de trés nombreux dommages sur I’ADN. C’'est
un point fondamental sur lequel repose le reste de notre étude. De maniére générale, les
facteurs endogénes sont soit de natures chimiques inhérents a tous type de molécules

complexes, soit issus des processus biologiques.
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a. Processus chimiques

Parmi les facteurs d’origine chimiques, on compte I’hydrolyse spontanée des bases azotée de
I’ADN qui se manifeste par la dépurination ou la dépyrimidination (hydrolyse entre le pentose
et la base azotée) et la désamination oxydative (conversion de cytosine en uracile, adénine en
hypoxanthine, etc.). On compte également les espéces réactives a I'oxygéne appelé ROS
(Reactive oxygen species en anglais) issues du métabolisme oxydatif, qui sont produits en
continu par la chaine respiratoire au niveau de la mitochondrie. Au contact de ’ADN ces ROS
vont former des adduits résultants de I'addition de groupements chimiques oxygénées trés

réactifs sur un site nucléophile de I’ADN par liaison covalente.

b. Processus biologiques

Le métabolisme cellulaire normale est une source de dommages perpétuelle pour la molécule
d’ADN. La majorité de ces lésions proviennent des erreurs commises par I’ADN polymérase au
cours de la réplication induisant des mésappariements de bases. lls peuvent survenir
également lors de déroulement de I’ADN par I’hélicase ou de la ségrégation des chromosomes

pendant la mitose
Certains dommages sont spécifiques de régions de I’ADN :

- Cest le cas des télomeéres. Grace a la télomérase, le maintien de leur nombre est
assuré. Cependant le maintien est incomplet et au cours des divisions cellulaires
successives, il y a une diminution progressive du nombre (= 100 paires de bases a
chaque division). Cette érosion progressive des séquences fait que les télomeres
atteignent une taille critique (ou seuil). Il y a alors arrét de la croissance, suivi d'une
sénescence cellulaire. Au-dela d’une taille critique, cela crée une instabilité génomique

et donc une lésion de I'ADN [174].

- C'est également le cas des microsatellites, des séquences de nucléotides répétées en
tandem de 4 a 100 fois ou plus. Ces séquences sont favorables a I'accumulation de
mutations car les ADN polymérases ne se lient pas efficacement a I'ADN en synthése.

Ceci entraine la formation de boucles extra hélicoidales et des mésappariements qui
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engendre, selon les cas, une augmentation ou une diminution du nombre de

microsatellites, qui induit une instabilité génomique [175].

D’autre types de dommages endogénes sont spécifiques d’un type cellulaire. C’'est le cas des
délétions et des translocations qui surviennent lors de la création du répertoire des récepteurs

T et B des lymphocytes. [176]

2. Les facteurs exogenes

L’environnement soumet en permanence I'ADN a différentes agressions. Celles-ci sont
répertoriées en fonction de leur origine qu’elle soit physique, chimique ou issu d’agents

pathogenes.

a. Facteurs physiques

Le rayonnement ultraviolet du Soleil constitue I'essentiel des agressions physiques de ’ADN
via un double mécanisme. Ce rayonnement se défini par un transfert d’énergie ionisant quiira
soit directement altérer la molécule d’ADN, soit casser des molécules d’eau trés abondantes
et former des radicaux libres tres réactifs qui vont ultérieurement léser 'ADN. Les
conséquences biologiques vont varier en fonction de la fréquence du rayonnement et de la

durée d’exposition. [177]

b. Facteurs chimiques

Parmi ces agents on distingue ceux qui ont une action directe sur I’ADN et ceux qui deviennent
génotoxiques aprés une activation de I|‘organisme. On parle alors de bioactivation
métabolique. C'est le cas du Lindane, un pesticide organochloré utilisé pour de nombreuses
applications agricoles, le traitement du bois ainsi qu’en médecine vétérinaire et humaine
[178]. D’autres agents qui n‘ont aucune activité génotoxique seuls révélent une activité
génotoxique lorsqu’ils sont mélangés a d’autres agents. C'est le cas du procymidone mélangé

a 4 autres pesticides fongicides. C'est un phénomeéne appelé « effet cocktail » qui décrit un
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phénomeéne synergique des propriétés toxiques de ces agents [179]. Les mécanismes
|ésionnels de ces agents chimiques sont trés nombreux. Au niveau de I’ADN ils peuvent étre
alkylant, intercalant, pontant, oxydant, etc. Mais leur effet peut atteindre la structure des
chromosomes a |'origine de fusions, cassures, de mauvaises ségrégations pendant la mitose

ou de non disjonction pendant la mitose. [178 ,179]

En France, ils sont répertoriés par I’ANSES et font partie des agents regroupés sous I'acronyme
« CMR » pour Cancérogenes, Mutagenes Reprotoxiques. En 2016, la liste principale regroupait
1147 agents et la liste des agents dérivés du charbon et du pétrole comptait 671 agents. [180]
Les plus célebre d’entre eux sont le tabac dont la combustion produit du benzo(a)pyrene qui
réagit avec la guanine pour former un adduit mais également I'aflatoxine, une mycotoxine que
I'on rencontre tres souvent dans de nombreuses denrées alimentaires et qui s'intercale entre

les bases.

c. Agents pathogéenes

Outre les génotoxiques physiques ou chimiques mettant en péril I'intégrité génomique, les
agents pathogenes peuvent étre a I'origine de dommages a I’ADN et ou d’'une dérégulation du
DDR. lIs peuvent étre soit la conséquence directe de I'action de protéines virales, bactériennes
ou parasitaires soit étre la résultante de la réplication des parasites ou de la réaction cellulaire

inflammatoire induite par l'infection [181].

Plusieurs études ont démontré que des toxines bactériennes sont capables d'altérer le
génome de la cellule héte en produisant des cassures et des modifications de I'ADN ainsi que
d’interagir avec les acteurs du DDR. La caractérisation de I'ilot génomique « pks » présent dans
les souches d'Escherichia Coli pathogenes a permis d'identifier une génotoxine, la colibactine,
capable d'induire de multiples cassures dans I'ADN [182]. L'ilot pks a depuis été retrouvé chez
plusieurs entérobactéries dont Citrobacter koseri, Enterobacter aerogenes et Klebsiella
pneumoniae et serait également a l'origine du méme type de dommages dans les cellules

infectées par ces bactéries.

Les infections virales constituent également une agression majeure pour la cellule hote. Du

fait de l'intégration du matériel génétique virale dans la cellule héte, I'activation de la DDR
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peut s’avérer étre dans certains cas une réponse cellulaire antivirale efficace. En effet,
rapidement apreés l'infection, les génomes viraux peuvent étre reconnus par la cellule comme
de I'ADN endommagé conduisant a I’activation de la DDR et a 'arrét prolifératif des cellules
infectées voire a la mort de celles-ci et de ce fait a I’élimination du virus. Par exemple, les virus
de la famille Herpes peuvent entrer dans une phase de la latence ou leur matériel génétique
subit une répression de leur expression par des mécanismes épigénétiques (histones hyper-
méthylés et hypo-acétylés) permettant au virus d’échapper aux sondes du DDR et ainsi de

persister dans la cellule hote. [185].

3. Lesdommages de ’ADN

Les différents dommages induits par I'ensemble des facteurs détaillés au-dessus peuvent étre
classer en deux grands types :

e Les modifications de la structure d’ADN
e Les cassures d’ADN

a. Les modifications de la structure de I’ADN [186].

La formation d’adduits par fixation covalentes de groupements hautement réactifs sur ’ADN
va secondairement détériorer la structure de la double hélice. Selon la nature chimique du

groupement, les dommages peuvent étre variables :

- L'oxydation des bases si les groupements sont par exemple des ROS

- La formation de pontages intra et inter-brins ou de type ADN-protéines si les
groupements sont des agents alkylants tels que les moutardes azotées ou les sels de
platine.

- Dansles 2 cas, il y a des mésappariements, par perte de la liaison d’hydrogéne formée

entre les bases complémentaires assurant la cohésion de I’hélice d’ADN.

Par ailleurs, des dimeéres de pyrimidines peuvent se former. Il s’agit d’'une liaison covalente
entre 2 pyrimidines adjacentes au détriment de la liaison d’hydrogéne habituellement formée

entre les bases complémentaires secondaire a une déstabilisation du noyau aromatique. Ces
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pontages intramoléculaires perturbent la conformation stérique de I'ADN et inhibe la

progression de la machinerie de réplication cellulaire.

Un excés d’énergie thermique peur conduire a la désamination des bases azotées et conduire
a la formation d’hypoxanthines, de xanthines et d’uraciles au sein de la molécule d’ADN
conduisant a un mésappariement de type « U:G » qui apres réplication de ’ADN conduit a une

mutation par transition « C:T ».

Enfin des réactions de dépurinations et de dépyrimidinations peuvent se produire
spontanément a pH acide sur ’ADN par rupture de la liaison B-N-glycosidique conduisant a un

site abasique ou site AP.

L’ensemble de ces dommages peut conduire secondairement a des cassures simple brin.

b. Les cassures d’ADN [187].

Les cassures simple brin (CSB) sont tres fréquentes dans les cellules. L’apparition spontanée
de CSB est estimée entre 3 a 10* Iésions par cellule et par jour. Les ROS issus du stress oxydatif
sont une des sources majeures d’inductions de CSB, dont le plus répandu est le peroxyde
d'hydrogene (H202). Elles sont, en situation normale, trés bien prise en charge par les
systemes de réparations simple brin. En revanche si elles persistent aprés que I'ADN
polymérases n’ai effectué la réplication, elles affectent la stabilité génétique et la survie
cellulaire, du fait de la formation de cassures double brin (CDB) au niveau de la fourche de

réplication.

L’apparition de CDB dans une cellule est rare (2 a 8 cassures spontanées par cellule/jour).
Néanmoins, ces dommages sont les plus déléteres pour la cellule. De ce fait, leur surveillance
et leur réparation sont primordiale. Les CDB peuvent étre induites spontanément lors de la
réplication de I’ADN, notamment lorsque la fourche de réplication se bloque par la présence
de lésions sur 'ADN (bases modifiées ou sites abasiques, adduits, pontages, liaisons
covalentes avec des protéines, cassures) ou par la présence de structures particulieres de
I’ADN (hybrides ARN/ADN, complexe de transcription, etc). L'impossibilité pour la fourche de

réplication de progresser peut alors introduire des ruptures internes de I’hélice d’ADN.
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Il existe également des CDB physiologiques générées par exemple par les topoisomérases de
type Il (Topo IlI) pour permettre la relaxation de la double-hélice d’ADN, permettant
ultérieurement la transcription ou la réplication. [188]. Certains agents anticancéreux utilisent
cette cassure physiologique. C’est le cas de I'etoposide qui bloque le complexe ADN/Topo I
en établissant des liaisons covalentes avec ’ADN et forme un complexe ternaire empéchant
la religation. Les radiations ionisantes, peuvent également générer des CDB de maniere
directe ou indirecte comme il a été décrit au-dessus. La figure 14 résume les types de

dommages que I’ADN peut subir.

o Dimeéres de Pontage
Désamination Pyrimidine interbrins Adduits

Site abasique Mésappariement Cassures Agent Cassures
double brin intercalant simple brin

FIGURE 14 : Exemples des différents types de dommages a I’ADN [187].
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B. ORGANISATION DE LA REPONSE AUX DOMMAGES DE
L’ADN (DDR)

En réponse aux facteurs endommageant son ADN, les cellules eucaryotes ont développé un
systéme d’intégration de différents processus cellulaires tres efficace qui coordonne a la fois
la réplication, le systeme de réparation pour détecter et réparer les lésions, la progression du
cycle cellulaire, la modulation du métabolisme cellulaire et dans certains cas la mort cellulaire
programmée. Ce réseau de signalisation coordonné porte le nom de Réponse aux Dommages
de ’ADN ou DNA Damage Response (DDR) en anglais. La description de ce phénomene a valu
a trois chercheurs Tomas Lindahl, Paul Modrich et Aziz Sancar le prix Nobel de chimie en 2015.
lls ont déclaré : «..au rythme auquel I'ADN se dégrade, la vie sur Terre telle que nous la
connaissons ne pourrait pas exister et donc qu'il devait exister des systémes de réparation de

I'ADN... » [189]

1. Mécanismes généraux

L’objectif principale de la DDR repose sur la détection des lésions de ’ADN, en régulant la
progression du cycle cellulaire via I'activation des checkpoints, puis arréter la réplication afin
de déclencher les mécanismes de réparation de I'ADN appropriés, ou éliminer la cellule
atteinte lorsque les dégats sur le génome sont irréparables [190]. Du fait de son importance
cruciale, ce systeme de réparation de I’ADN et de coordination des voies de signalisations a
été hautement conservé au cours de I’évolution. L'influence fondamentale de ce systéme pour
le développement et la survie des individus est illustrée par la grande variété de maladies et
les syndromes prédisposant au cancer qui sont liées aux mutations de genes DDR [191]. La
derniere décennie a fait I'objet de progres considérables dans la découverte des acteurs clés

et des processus cellulaires dans le réseau de signalisation engageant la DDR.

Les découvertes ont d’abord porté sur les différents acteurs (MCM, TopBP1, etc.) qui
contrdlent la vitesse de la réplication en réponse aux dommages de I’ADN. [192]. D’autres

études ont révélé la maniére dont les différentes voies de réparation de ’ADN sont intégrées
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dans la DDR et leurs couplages avec les polymérases et le métabolisme des nucléotides et la

régulation du cycle cellulaire. [193].

Mais les découvertes les plus surprenantes concernent le grand nombre de processus
cellulaires connectés au réseau de la DDR. On compte parmi eux, la voie de signalisation de
I'insuline, I'épissage de I'ARN, la dégradation des ARNm non-sens (controle qualité des ARNm
comportant un codon-stop), le checkpoint du fuseau mitotique, des protéines
kinétochores au niveau des régions centromériques des chromosomes mitotiques, des
protéines suppresseurs de tumeurs ou encore des protéines modulant le remodelage de la
chromatine. Il a méme été démontrés plusieurs connexions de la DDR et le métabolisme

circadien [194]. (Figure 15)

Ces découvertes témoignent du role beaucoup plus vaste de la DDR en physiologie cellulaire

gue ce que l'on croyait il y a dix ans.

Ubiquitin ligases mRNA stability

USPs Yo Senescence ,~ Splicing

Cell cycle s , DNA repair

- /’ ~ —

o ’ RO ~~.. Circadian

Transcription .7 Apoptosis ="~ _ Rhythms

Spindle checkpoint ’ Chromatin remodeling

Genetic Diseases | Aging || Cancer | Development

FIGURE 15 L’intégration des processus cellulaires coordonnés par la DDR [195]
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La DDR s’organise comme un réseau de voies de signalisations classiques, avec trois types
d’acteurs (Figure 16) :

e Des capteurs du signal
e Des transducteurs du message

e Des effecteurs

BLOCAGE / STRESS
REPLICATIF

CASSURES

DE L’ADN ;?

lnt

CAPTEURS = =y
h '
TRANSDUCTEURS O ATR/ATM et DNA-PK
/T ®
EFFECTEURS e PN N
A O @ g O A
REPARATION ARRET CYCLE APOPTOSE
REPLICATION
TRANSCRIPTION CELLULAIRE

FIGURE 16 : Organisation de la DDR

Contrairement a la transduction d’un signal biochimique classique initié par le ligand d’un
récepteur a activité kinase, les voies de signalisations de la DDR sont activées soit par des
structures aberrantes de I'ADN, soit par un blocage de la fourchette de réplication au cours
d’un stress réplicatif. Les capteurs de ces deux stimulus vont initier les cascades réactionnelles
de la DDR. Les transducteurs sont des kinases qui vont amplifier et communiquer le signal a

tous les effecteurs. Les effecteurs, qui sont les substrats de ces kinases, sont impliqués dans
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un large spectre de processus cellulaires fondamentaux pour la maintenance et la stabilité du

génome.

Chez les eucaryotes, la transduction du signal a I'origine des cascades réactionnelles de la DDR
est effectuée par 3 acteurs clés qui constituent le carrefour métabolique dans la signalisation

des différents processus effecteurs :

e Laprotéine ATM (Ataxia-Telangiectasia Muted) impliquée dans la réponse aux CDB de
I'ADN et aux perturbations de la structure de la chromatine. Il a pour effecteur la

protéine kinase Chk2, checkpoint entre les phases G1 et S. [196, 198]

e Laprotéine ATR (Ataxia-Telangiectasia Muted- rad3-Related) impliqué dans la réponse
a une large gamme de dommages de I’ADN et plus spécifiguement aux stress
réplicatifs. Il a pour effecteur la protéine kinase Chk1, checkpoint entre les phases G2

et M. [197, 198]

e Le complexe DNA-PK (DNA dependent protein kinase) régule un plus petit nombre de
cibles et il est impliqué dans la réponse aux CDB de I’ADN en déclenchant la voie de
réparation des jonctions des extrémités non homologues (NHEJ) que nous

développerons ultérieurement. [198]

2. Les transducteurs centraux ATR — ATM — DNA-PK

ATM et ATR sont les transducteurs centraux de la réponse aux dommages de I’ADN alors que
le r6le de DNA-PK est plus restreint. L'ensemble des processus cellulaires mis en place dans

cette réponse sont soit DNA-PK-, ATR- ou ATM-dépendant.

Ces trois protéines sont des sérine / thréonine kinases, membres de la famille des
phosphatidylinositol-3- like kinase (PIKKs) [199]. Elles partagent une organisation structurale
commune avec un domaine kinase PIKK en caboxy-terminale comportant le domaine de
régulation FAT (FRAP-ATM-TRRAP) et une répétition de séquence d’hélicoidale HEAT

(Huntington-elongation factor 3-protein phosphatase 2A-TOR1) en amino-terminale. En
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situation normale, le domaine FAT et le domaine kinase interagissent ce qui inhibe leur
activité. Cependant en cas de dommage de I’ADN, 'interaction entre FAT et le domaine kinase
est perturbé par un mécanisme autophosphorylation ce qui actionne I’activité kinase. [200].
Seul le DNA-PK est sous forme d’un complexe hétérotrimérique composé de deux sous-unités

Ku et d’une sous-unité DNA-PKcs.

Nous décrierons chacune a leur tour les phénomeénes faisant suite a leur activation.

a. Lavoie ATM

Les CDB sont I'une des formes les plus délétéres des dommages de I'ADN. C’est dans le cadre

de ces lésions que la protéine ATM opére.

Les capteurs: L'apparition de CDB va rapidement induire I'assemblage d’un complexe
récepteur MRN constitué des protéines Mrel1-RAD50-Nbs1 au niveau du site de cassures de
I’ADN. Ce complexe « récepteur » va d’une part assurer la détection des CDB et d’autre part
permettre de conserver un rapprochement des extrémités d’ADN |ésées. Le complexe MRN
va ensuite recruter la kinase ATM au site des CDB via Nbs-1 [201]. A I'état inactif, ATM est sous
laforme d’homodiméres. Les extrémités émoussées des simples brins d’ADN a la suite de leurs
cassures associées au complexe MRN va activer ATM par autophosphorylation
intermoléculaire de la sérine 1981 (domaine FAT), libérant des monomeres actifs présentant

une activité kinase. [200].

Immédiatement aprés son activation, ATM phosphoryle le variant H2AX de I’histone H2A sur
la sérine 139 (nommée alors yH2AX) qui se déplace de part et d’autre des CDB. C’est un

évenement clé du processus activateur des effecteurs d’ATM.

vYH2AX va recruter la protéine Mdc1. Ceci a pour effet la formation de foyers yH2AX-Mdc1 sur
les foci de part et d’autre de la cassure. Mdc1 a le pouvoir de recruter la protéine ATM. Ainsi
la capacité de Mdcl a lier a la fois yH2AX et ATM fournit un mécanisme amplificateur de
reconnaissance I'ATM sur la chromatine encadrant les CDB. Plus de protéines ATM recrutées
va entrainer plus de phosphorylation de I’histone H2AX. Il en suit une boucle d’alimentation

amplificateur qui propage ATM et les foyers yH2AX-Mdc1 sur de large pan de chromatine.
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Les effecteurs: Les premiers effecteurs de la collection de protéines ATM concernent les
acteurs de la régulation du cycle cellulaire Chk2 (Checkpoint) et la protéine suppresseur de
tumeur p53 [202]. ATM va phosphoryler Chk2 qui joue un réle dans I'activation des points de
contréle du cycle cellulaire G1/S. ATM va parallelement phosphoryler p53, produisant le
blocage du cycle. p53 phosphorylé de induit I'expression du régulateur du cycle cellulaire
p21°Pl qui est responsable de I'inhibition de la cycline E et des kinases cycline-dépendante

cdk2 qui lui sont associées, empéchant ainsi la progression du cycle vers la phase S [203].

La voie ATM peut activer le checkpoint intra-phase S via le recrutement de BRCA1 par le
complexe MRN. ATM peut également conduire a I’activation des points de contrdle du cycle
cellulaire en G2/M par ubiquitinylation puis la dégradation de la phosphatase Cdc25A. Ceci
maintient Chk2 phosphorylé ce qui entraine I'inactivation de la kinase cdc-2 (cell division cycle
protein 2) du fait de groupements phosphates inhibiteurs, empéchant ainsi la progression du
cycle cellulaire et I'entrée en mitose [204]. Ces arréts du cycle cellulaire sont une étape

transitoire mais essentielle afin d’éviter la réplication d’ADN endommagé. (Figure 17)
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FIGURE 17 : La voie ATM [200]
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La régulation: La voie ATM est principalement régulée par des modifications post-

traductionnelles des différentes protéines impliquées dans la signalisation parmi lesquelles on

compte la phosphorylation/déphosphorylation, I'ubiquitination/déubiquitination,

la

sumoylation/désumoylation. Mais de récentes études [205,206] ont révélées un mécanisme

de régulation de la voie ATM par une série d’ARN non-codants parmi lesquelles on compte :

e Des miARNs (microARNs) qui exécutent une régulation négative de I'expression des

acteurs biochimiques H2AX, p53, Cdk2 et Cdc25a et ATM lui-méme par fixation sur

leurs ARN messagers (ARNm).

e Des IncARNs (long non-coding ARNs) qui exercent une activité épigénétique sur les

genes cibles. Mais a la différence des miARNSs, les IncARNs sont impliqués dans une

large gamme de processus de la réparation de ’ADN essentiellement régulés par la

protéine p53. Par exemple, lorsque I'atteinte du génome des cellules immunitaires est

trop importante p53 va activer I'expression de PANDA IncARN qui associée a NF-YA,

forme un complexe pro-apoptotique. Un autre exemple est celui du JADE IncARN, dont

I'activation, ATM-dépendante est un acteur clé de I'acétylation des histones H4 aprés

la détection des dommages de I’ADN. (Figure 18.) [207]
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FIGURE 18 : Régulation de la voie ATM [207]
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L'expression des INcRNAs est globalement régulée par p53 ou par des facteurs de transcription
activés par la Iésion de ’ADN. Ces IncRNA, une fois activés, participent a la DDR en modulant

I'expression des génes en aval.

La voie ATM est activement impliquée dans la méiose dont sont issues les gametes. [208] Elle
est aussi importante au niveau du systeme immunitaire car elle répare les CDB survenant lors
de la recombinaison V(D)) des récepteurs lymphocytes B et T immatures qui permet de

produire un clone lymphocytaire unique [176,209]

La voie ATM joue un réle crucial dans le contréle et la suppression de 'instabilité génomique.
L'importance de la voie ATM est particulierement illustrée par des maladies génétiques
associées a des mutations affectant le gene ATM responsable de la maladie
neurodégénérative de |'ataxie-télangiectasie (AT) [210], des mutations du géne codant la
protéine Nbsl du complexe MRN conduisant a I'apparition du syndrome des cassures de
Nijimegan ou des mutations de Chk2 impliquées dans le développement de la maladie de Li-
Fraumeni [211]. Ces pathologies héréditaires sont généralement caractérisées par une
déficience immunitaire et une prédisposition au développement de divers cancers du fait de

I'instabilité chromosomique générée a la suite des dommages de I'ADN.

b. Lavoie ATR

Contrairement a ATM, la protéine ATR est fondamentale pour la survie et la prolifération
cellulaire du fait de son réle cruciale dans la surveillance de la progression de la réplication.
C’est un acteur nécessaire pour la protection cellulaire contre les stress réplicatifs intrinseques
a la phase S. Les études [212,213] ont démontré que sa suppression était |étale chez les
cellules embryonnaires a la fois murine et humaine. C’est ce constat qui a attiré les chercheurs

a I'étudier davantage.

ATR est activée par un large spectre de dommages a I'ADN, dont les CDB en plus du stress

réplicatif.

Les capteurs : Lorsque les ADN-polymérases sont bloquées au niveau des fourches lors de la
réplication de I’ADN, les hélicases continuent a relaxer ’ADN en amont de la fourche de
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réplication, conduisant a la production de longues régions d’ADN simple brin (ADNsb). Cet
structure de I’ADN va étre capté par plusieurs protéines RPA (Replication Protein A) qui
agissent comme des récepteurs du blocage de la réplication [204,212]. Ces protéines vont

avoir une double action :

e Chacune d’entre elle va recruter ATR sous forme d’hétérodimere ATR-ATRIP puis
I’activer par autophosphorylation.
e D’autre part elles vont recruter le complexe Rad17/RFC2-5 au niveau de I'extrémité

ADNsb/ADNdb.

Le complexe Rad17/RFC2-5 va recruter le complexe 9-1-1 (hétérotrimére RAD9-HUS1-RAD1)
sur I’ADNdb qui va étre phosphorylé par ATR. Enfin le complexe 9-1-1 phosphorylé recrute la
protéine TopBP1 (Topoisomerase binding protein 1) au niveau de ’ADNdb nécessaire a

I’activation totale d’ATR (en rose sur le schéma).

Ce processus d’activation en plusieurs étapes assure que la protéine ATR est activée
uniquement lorsque la jonction ADNdb/ADNsb et ’ADNsb sont présents simultanément,
fournissant un signal de dommage de I’ADN sécurisé et spécifique du stress réplicatif. (Figure

19)

Other targets

FIGURE 19 : La voie ATR [214]
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Les effecteurs : Une fois activé, ATR va déclencher une cascade de signalisations coordonnant
dans I'ordre chronologique I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN et le redémarrage

des fourches de réplication bloquées [212, 214].

Concernant la régulation du cycle cellulaire, elle commence par le recrutement et puis la
phosphorylation par ATR de la protéine Claspin. Une fois localisée au niveau de |'extrémité
ADNsb/ADNdb, la Claspin phosphorylé va recruter Chk1 et permettre son rapprochement avec
ATR. Par la suite ATR va phosphoryler Chk1 afin qu’il puisse se dissocier de la Claspin pour

interagir avec ces cibles nucléaires et cytoplasmiques. [215]
Ainsi, Chk1 induit simultanément :

e la dégradation de Cdc25A aboutissant a I'inhibition de Cdk2 (associée avec les cyclines
E et A pour le fonctionnement des origines de réplication)

e la séquestration de la phosphatase Cdc25C dans le cytoplasme sous forme inactive
(associée aux protéines 143-3), inhibant sa capacité a déphosphoryler et activer Cdk1,

et par conséquent inhibant également I’entrée en mitose

L'arrét prolifératif induit par la voie ATR repose principalement sur ces deux mécanismes
faisant suite a la phosphorylation des complexes régulateurs majeurs Cdk/Cycline par Chk1.
La conséquence est un arrét du cycle cellulaire en intra-S et G2/M, afin de ralentir la
progression de la réplication de I’ADN et de réparer ’ADN endommagé avant la mitose

[212,214,215].

Une fois le blocage du cycle établi, ATR peut recruter les mécanismes de réparation en
fonction du type de lésions. Notons qu’une fois la réparation effectuée, le redémarrage de la

fourche de réplication est ATR-dépendant.

La voie ATR a également pour effecteur les acteurs de signalisation de I'apoptose dont la
protéine Bid dans le cas de la persistance des dommages a I’ADN et/ou de I'absence de leur
réparation. Bid interagit avec la sous-unité ATRIP et RPA et facilite I'accumulation des

protéines ATR sur la chromatine durant le stress réplicatif. [216]

La régulation : A l'instar de la voie ATM, ATR est également soumise a des régulations par les
miARNs régulant I'expression d’ATR, Chk1, CDC25A. Tandis que Chkl est susceptible d’étre
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phosphorylée par d’autres voies de signalisation aboutissant a une modulation de sa fonction.

[206]

Par principe, la voie de signalisation ATR est particulierement active dans les cellules de fort
pouvoir prolifératif, c’est-a-dire lorsque les réplications sont rapides et nombreuses. C'est le
cas des cellules souches, des cellules du systeme immunitaire mais également des cellules
cancéreuses. Des mutations affectant les protéines de la voie ATR sont également associées
au développement de cancers ou de pathologies dégénératives. Les patients atteints du
syndrome de Seckel caractérisé par un retard de croissance intra-utérin, de retards mentaux

et de microcéphalie, présentent une mutation du géne codant la protéine ATR [181].

c. Dialogue croisée et travail commutatif ATR-ATM

ATM et plus particulierement ATR sont des acteurs critiques dans la réponse aux lésions
double brin de I'ADN et dans l'induction des checkpoints du cycle cellulaire. Ceci suggére
gu'elles ont une activité non redondante et que leurs fonctions transductives centrales sont a

la fois spécifiques pour chacune et complémentaire entre elles.

Le travail commutatif d’ATR et d’ATM peut se manifester pour une méme Iésion sur I’ADN.
Lorsqu’une CDB survient pendant la phase G1, c’est la voie ATM qui va s’initier en déclenchant
le mécanisme de réparation par jonction d'extrémités non-homologues ou NHEJ. C'est une
voie rapide et robuste active tout au long du cycle cellulaire mais faiblement efficace pour de
larges cassures. Lorsque la CDB survient pendant la phase S ou G2 les systémes transducteurs
ATR et ATM peuvent faire appel a un mécanisme de réparation plus perfectionné. Il s’agit de
la recombinaison homologue ou RH qui utilise un brin matrice homologue pour la réparation
et qui est initié par la dégradation, de part et d'autre de la cassure du brin d’ADN. Cette étape,

dite de résection, expose un ADNsb. [200,212]

Ainsi, ATM va reconnaitre dans un premier temps la CDB, puis réguler le cycle cellulaire et
initier la réparation par RH par la résection. Mais I'exposition d’'un ADNsb lors de cette étape
va progressivement activer ATR qui va phosphoryler des effecteurs Mrel1, CtIP, Exol qui vont
a leur tour inhiber progressivement ATM. Il y a donc un phénoméne de switch des voies ATM

vers ATR [217].
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Le dialogue croisé ou cross-talk des voies ATR-ATM s’articule autour de 4 points [218] :

e Le premier point repose sur le travail commutatif décrit ci-dessus dont la conséquence

directe est I'influence réciproque de leur localisation sur les lésions de I’ADN. D’une

part ATM entraine le recrutement d’ATR en initiant la résection de ’ADNsb au niveau

de la Iésion. Par ailleurs, ATR a la capacité de phosphoryler les histones H2AX en

réponse a un stress réplicatif ce qui recrute la protéine ATM sur des régions de la

chromatine adjacente aux fourches de réplication.

e ATR et ATM peuvent se phosphoryler de maniére directe et réciproque.

e ATR et ATM peuvent également affecter réciproquement la fonction et la localisation

de leurs effecteurs. En effet ATM peut phosphoryler TopBP1 et promouvoir sa liaison

avec ATR. ATM peut également recruter TopBP1 sur les foyers de foci yH2AX

directement de part et d’autre de la CBD. [217,218]

e Enfind’apres [219] méme s’il n’y a pas de redondance dans leurs fonctions respectives,

certaines conditions biochimiques entrainent une substitution de leurs roles. Par

exemple, lorsque la signalisation ATR est compromise lors d’un stress réplicatif,

I’effondrement des fourches de réplications va activer ATM. C’est un point essentiel

de la stratégie thérapeutique développé dans le chapitre lll.
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FIGURE 20 : Relation ATR/ATM [218]

d. La voie DNA-PK

La voie de signalisation DNA-PK (DNA dependant protein kinase) est une autre réponse aux

dommages de ’ADN de type CDB fonctionnant a tout moment du cycle cellulaire. Au niveau
biochimique, le complexe DNA-PK est un hétérotriméere composé de :

e 2 sous-unités Ku : Ku70 et Ku80 qui ont pour réle de se fixer a I'ADN et de rapprocher

les extrémités et de recruter les autres protéines impliquées dans le mécanisme du
NHEJ [199].

e Lasous-unité DNA-PKc qui porte I'activité kinase.

Du fait de son absence de lien avec la derniére partie, les mécanismes intimes de son
activation ne seront pas détaillés. Cependant, il est important de préciser qu’elle est la

principale voie d’activation du mécanisme de réparation de la jonction des extrémités non-
homologue (NHEJ) que nous détaillerons ultérieurement [214].
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Comme ATM, la voie DNA-PK est régulé par des mécanismes de phosphorylations,
d’ubiquitinylations mais également par des miARNs. [205, 206]. Elle serait d’'une importance
particuliere dans les phénomeénes de maturation du systéeme immunitaire notamment la
machinerie de recombinaison V(D)J. C’est un processus qui met en jeu des coupures double
brin de I’ADN et le r6le de DNA-PK protégerait les extrémités de I’ADN de I’action inappropriée
des nucléases cellulaires. Du fait de son implication dans ces processus de maturation du
systéme immunitaire, la mutation des génes codant la protéine DNA-PK cause une

immunodéficience sévere chez les patients T-B « SCID » [220,233].

3. Le couplage avec les systemes de réparations de ’ADN

Dans le cadre de la DDR, de nombreux processus cellulaires sont induits par I'activation
des voies de signalisation ATM, ATR et DNA-PK comme vue précédemment (section Il. B.1).
Parmi les nombreux effecteurs de ces voies on retrouve les acteurs des mécanismes de
réparation des dommages de I’ADN. Ces systemes de réparation sont spécifiques d’un type de
Iésion et sont étroitement couplés aux acteurs de régulation du cycle cellulaire. De ce fait, ils
sont cycle-dépendants. Chez les cellules eucaryotes, les différents dommages de I’ADN décrits
plus haut (section II.A.3) sont réparés par 5 mécanismes de réparations distincts par les

acteurs impliqués.

Pour les Iésions d’ADN simple brin, nous présenterons brievement :

e Laréparation par excision de base ou base excision repair (BER)
e La réparation par excision de nucleotides excision repair (NER)

e Laréparation des mésappariements ou mismatch repair (MMR)
Pour les Iésions touchant les deux brins d’ADN tel que les CDB, nous détaillerons :

e La réparation par jonction d'extrémités non homologues (NHEJ)

e La réparation par recombinaison homologue (RH)
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Il existe une sixieme catégorie de mécanisme de réparation de type ad hoc par réversion
directe, spécifique d’une altération biochimique précise. Il s’agit par exemple de la
photolyase pour les diméres de thymine, méthyltransférases pour O6-methylguanosine, 1-
methyladenosine, 3-methylcytidine, etc. Ce mécanisme ne sera pas détaillé dans la suite de

notre étude

Enfin, il existe une voie tolérance a l'altération, ce qui maintient I’erreur dans I’ADN, puis
dépassée lors de la réplication : il y a formation d’un trou qui peut étre comblé et réparé par

la suite sur la nouvelle chaine. [200]

a. Réparation des dommages simple brin de ’ADN

Les systemes de réparations des lésions simple brin sont tres efficaces chez les eucaryotes. lls
sont actifs tout au long du cycle cellulaire. En phase S et G2, ces mécanismes de réparation

sont ATR-dépendants.

i) La réparation par excision de bases (BER)

Elle est utilisé pour réparer les modifications chimiques d’'une a une dizaine de base azotées

survenues par oxydation, désamination ou alkylation et pour les CSB.

Elle se déroule en 4 étapes [222] :

e Une étape de reconnaissance, puis de suppression des bases endommagées par le
complexe I’ADN glycosylase/PARP-1 spécifique de la chaque base qui hydrolysent la
liaison N-glycosidique entre la base anormale et le désoxyribose créant ainsi un site
abasique ou AP (site apurique/apyrimidique)

e Les sites AP sont alors pris en charge par I'endonucléase APE1 qui clive la liaison
phosphodiester en 5’ du site abasique aboutissant a la cassure simple brin dans I’ADN.

PARP-1 recrute le facteur de réparation XRCC1.
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e A partir de cette étape, le BER s’engage dans la réparation des CSB qui se subdivisent

en deux voies distinctes selon la taille de la lésion :

- Réparation par bréche courte (short-patch) portant sur 1 nucléotide. XRRC1 va
recruter puis stabiliser 'ADN polymérase B qui va combler la breche d’un

nucléotide. Puis XRRC1 va recruter ’ADN ligase III.

- Réparation par breche longue (long-patch) portant sur 2 a 12 nucléotides.
XRRC1 va recruter plusieurs intervenant dont PNK, TDP1, I’ADN ligase | et les
ADN polymérases & et € mais également . D’abord il y a la synthése du brin en
position 3’ au niveau de la cassure par ’ADN polymérase désignée en utilisant
le brin d’ADN non-endommagé comme matrice. Puis le clivage des nucléotides
déplacés en 5 au cours du remplissage de la bréche par FEN1 (Flap
endonucléase 1).

e Enfin, le complexe XRCC1-ADN ligase | ou Ill recruté par PARP-2 effectue la ligation.

Notons que les protéines PARP-1 et PARP-2 sont définies comme des éléments clés dans ce
processus de réparation [187] Une déficience de ce mécanisme (par mutation de la
polymérase B et de la glycosylase MutY) est associée a une dégénérescence neurologique, un
dysfonctionnement du systéme immunitaire, un vieillissement prématuré et une

prédisposition a certains cancers [221].
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FIGURE 21 Les deux voies du systeme de réparation BER [222].
Détection par le complexe PARP-1 traitements des extrémités de la cassure, remplissage de la
bréche et ligation achevant la réparation de la lésion.

ii) La réparation par excision de nucléotides (NER)

Le systeme NER est principalement activé par les lésions liées a la structure de I’ADN induit
par des adduits volumineux de I’ADN, ou des pontages intra et inter-brins. Des études récentes

ont montré que ce systeme est couplé a la transcription des ARN. [223]
On distingue 2 types de NER :

e La réparation génomique globale (GG-NER) assurant la réparation des domaines

présentant des distorsions de I’"hélice d’ADN.
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e La réparation couplée a la transcription (TC-NER) corrigeant les dommages survenant
lors de I'étape d’élongation de la transcription des ARN, plus particulierement lorsque

I’ARN polymérase Il est bloqué a la suite d’une lésion sur le brin matrice.

Ce systeme se déroule en cinq étapes [224] :

e Les lésions sont reconnues soit directement par un complexe récepteur composé des
protéines XPC/RAD23B/CETN2/UV-DDB dans le systéeme GG-NER, soit indirectement
par ’ARN polymérase Il dans le systeme TC-NER.

e Le facteur de transcription TFIIH recruté au niveau de la lésion va procéder a
I'ouverture des deux brins d’ADN autour de la Iésion, du fait de 'activité hélicase de sa
sous-unité XPD générant ainsi 2 domaines d’ADNsb. La protéine RPA (replication
protein A) recouvre ’ADNsb non-endommagé.

e Le facteur TFIIH recrute une endonucléase spécifique, XPF-ERCC1 qui est dirigée vers
le brin d’ADN endommagé pour générer une incision en 5’ de la lésion. XPG est alors
activée et assure le clivage en 3’ de la Iésion libérant ainsi une région de 22 a 30
nucléotides comportant la lésion.

e La protéine trimérique PCNA (proliferating cell nuclear antigen) présente au niveau de
I'incision 5’ recrute les ADN pol afin de synthétiser fidélement la région d’ADN qui a
été excisée.

e Les ligases permettent de finaliser la ligature de I’ADN (Figure 22.)

Une déficience du mécanisme de réparation NER entraine une prédisposition a certains
cancers notamment chez les patients atteints de la maladie Xeroderma Pigmentosum
(résultant de la non-fonctionnalité du systéme NER), mais elle peut également étre impliquée
dans des défauts de développement neuronal associés a un vieillissement prématuré comme

cela a été décrit dans le syndrome Cockayne [225]
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FIGURE 22 : Le systéeme de réparation NER [224]

iii) La réparation des mésappariements des bases (MMR)

Le systéme de réparation MMR joue un role majeur dans la correction des erreurs survenant
lors de la réplication de I’ADN. Ce systéeme constitue la deuxieme ligne de défense contre les
erreurs de réplications, la premiére étant la relecture du brin nouvellement synthétisé par

I'ADN polymérase elle-méme.

e Chez les eucaryotes, la reconnaissance des mésappariements se fait par le complexe
protéique MutSa. MutSa va recruter MutLa présentant une activité ATPase et

endonucléase. Le transfert d’énergie via 'ATP permet au complexe MutS/MutL de
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glisser le long du brin d’ADN jusqu’a la protéine PCNA préalablement recrutée au
niveau de la cassure de I’ADN par le RFC (Facteur de réplication C).

e L’activité endonucléase de MutL est alors activée ce qui génére une nouvelle CSB a
proximité du mésappariement.

e |’'étape d’élimination de la région affectée par le dommage est assurée par
I’exonucléase 1 (Exol) qui dégrade le brin d’ADN muté depuis la cassure jusqu’a 150
nucléotides au-dela du mésappariement. Le brin d’ADN complémentaire non-muté est
protégé des nucléases cellulaires par I'association de protéines RPA.

e Le complexe de réparation se détache alors de 'ADN permettant le recrutement de
I’ADN polymérase 6 assurant la synthése de la portion d’ADN a partir du brin matrice
non-muté.

e Enfin, I’ADN ligase | assure la ligation de ce fragment d’ADN néosynthétisé au reste de

la molécule d’ADN.

L'inactivation de la voie de réparation MMR a la suite de la mutation des génes codant les
protéines MutS et MutL engendre une augmentation de la fréquence des mutations
spontanées dans la cellule et un accroissement de I'instabilité génétique, notamment dans les
régions de microsatellites, aboutissant au phénotype d’instabilité des régions microsatellites
(MSI) et prédisposant a la carcinogenese. Ainsi, une déficience de MMR est a I'origine du
syndrome de Lynch I, ou le Cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC). De méme,
il a été démontré que le syndrome de Turcot caractérisé par le développement d’une tumeur
cérébrale primaire associée a de multiples adénomes colorectaux chez I’enfant serait causé

par l'inactivation du MMR. [226]

b. Réparation des dommages double brin de ’ADN

Les stress réplicatifs et CSB sont les dommages les plus délétéres pour la cellule. Bien qu’elles
ne soient pas les plus fréquentes, elles sont a I'origine de la majorité des mutations et
aberrations chromosomiques. A la suite de leurs détections par les protéines traductrices
centrales ATM, ATR et DNA-PK décrit plus haut (section 11.2), les lésions double brin vont étre

prises en charge par 2 mécanismes de réparations de nature complexes dont certaines
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interactions entre les différents acteurs n’ont pas encore été élucidées. L'activation de ces 2
mécanismes de réparation dépend a la fois de la nature des dommages et de la phase du cycle

cellulaire.

Cassures doubles brins
Stress Reéplicatifs

Homologous Non-homologous
recombination end joining

FIGURE 23 : Activation des mécanismes de réparations des CDB. [227]

Le premier pas divergent entre les deux mécanismes de réparations est la résection terminale
du brin |ésé. Les protéines BRCA1 et 53BP1 jouent un réle dans la détermination de I'équilibre

entre les deux voies. 53BP1 limite la résection et favorise le NHEJ. [227]
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i) La réparation par jonction d'extrémités non homologues (NHEJ)

Le NHEJ est une voie de réparation des CDB actif a tout moment du cycle cellulaire. Mais il est
particulierement indispensable en phase G1 et au commencement de la phase S. Son
mécanisme repose sur la jonction entre les deux extrémités de la cassure dans ’ADN.

Le NHEJ comprend 2 voies distinctes par les acteurs protéiques, leur fidélité ainsi que leur

rapidité :

e Le NHEJ « classique » (c-NHEJ) dépendant de la voie DNA-PK.
e Le NHEJ « alternatif » (alt-NHEJ) indépendant des acteurs de la voie classique connu
également sous le nom de Microhomology-mediated end joining (MMEJ) au

fonctionnement complexe, encore mal élucidé.

La voie NHEJ classique ou c-NHEJ [229]

La c-NHEJ est un mécanisme dynamique, rapide, effecteur principal de la voie DNA-PK. Elle est
également mise en place par la voie ATM via I'activation de la protéine p53 et 53BP1 (p53-

binding protein 1). La voie de réparation se décompose en 5 étapes (Figure 24) :

e Enpremier lieu, les sous-unités Ku70/80 du DNA-PK procédent a la reconnaissance des
extrémités des CDB, puis vont recruter la sous-unité catalytique DNA-PKc

e Le complexe DNA-PK activé crée des foyers d’histone H2AX phosphorylé ce qui a pour
effet de relaxer la chromatine a proximité de la cassure. Il va parallelement recruter
les facteurs clés nécessaires a la ligature des extrémités de la lésion telle que ’ADN
ligase IV et ses cofacteurs XRCC4 et XLF qui vont alors former un complexe stable
formant un pont au niveau de la CDB. A partir de cette situation, deux cas de figure

peuvent se présenter :

1) Les 2 extrémités juxtaposées de la cassure peuvent étre directement reliées

2) Les 2 extrémités ne peuvent pas étre reliées correctement
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e Dansle cas numéro 1, le processus de ligation est assuré directement a I’ADN ligase IV

couplé aux cofacteurs XRCC4 et XLF.

Dans le cas numéro 2, il y a un nettoyage des extrémités 5’-phosphate et 3’-OH de la

CDB par PNK (Poly-Nucleotide Kinase).

e Le complexe DNA-PK s’autophosphoryle puis recrute et phosphoryle la protéine

Artemis ce qui actionne son activité endonucléasique. Artemis va digérer les structures

en épingle a cheveux. Cette résection participe au maintien de I'alignement des

extrémités de la cassure. Les extrémités simples brins générées sont ensuite

transformées en extrémités doubles brins par I’action des ADN polymérases A.

e Enfin, la ligation des extrémités doubles brins par le complexe ADN ligase IV/XRCC4

dont I'activité est stimulée par XLF.

Reconnaissance de la
CDB par I'hétérodimere
Ku

Assemblage et
stabilisation du complexe
NHEJ au site CDB

Pontage des extrémités
de la CDB

Maturation des
extrémités
(si nécessaire)

Ligation

Dissolution du complexe
NHEJ

CDB

FIGURE 24 : La réparation des dommages double brin de ’ADN de la voie jonction d'extrémités

non homologues classique [229].
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Si les extrémités juxtaposées peuvent étre liguées directement, le systéme passe directement

a I'étape 5.

Le NHEJ « alternatif » (alt-NHEJ) ou Microhomology-mediated end joining (MMEJ) [228]

Le MMEJ est un mécanisme de réparation qui n’est pas totalement élucidé tant sur sa fonction
gue sur ses acteurs protéiques. Cette voie dérivée du mécanisme c-NHEJ a été initialement
décrite comme une voie de secours permettant a la cellule déficiente de la voie classique de
survivre et sans pour autant devoir faire appel a la recombinaison homologue (RH). De ce fait,

elle fut initialement appelée « Backup-NHEJ » en référence a son role de voie de sauvetage.

Cependant, certaines études ont montré que le MMEJ était privilégié au c-NHEJ, méme si
celui-ci était fonctionnel. Le MMEJ n’apparait donc plus comme une voie de secours en attente
d’une défaillance de la voie classique, mais comme une voie indépendante disposant de son
propre champ d’action dans certains mécanismes cellulaires. Et bien qu’il ne soit pas
complétement élucidé, des études successives ont permis de décrire une ébauche de

mécanisme séquentiel (Figure 25) :

e La voie MMEJ est indépendante du transducteur DNA-PK de la voie classique. La
reconnaissance des CDB puis I'activation de la voie alternative s’effectue entierement
par la signalisation ATM.

e Une fois PARP-1 recruté au niveau de la breche, elle s’automodifie et recrute
successivement XRCC1, I’ADN ligase Ill, '’ADN polymérase B puis le complexe MRN qui
par I'activité endonucléase de la sous-unité Mrel1 effectue la résection des extrémités
de la cassure.

e Par la suite, le mécanisme MMEJ ligature des séquences micro-homologues de 5-25
paires de bases aux ADNsb déphasés dans l'alignement des extrémités. Ceux-ci
génerent des volets d’ADN sortant non-appariés qui sont clivés aboutissant a la
délétion de nucléotides.

e L’ADN polymérase B synthétise la séquence d’ADN qui lie les séquence micro-
homologues aux extrémités de la Iésion.

e Enfin, 'ADN ligase Il lié a XRRC1 catalyse la ligation.
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FIGURE 25 : La réparation des dommages double brin de ’ADN par la voie MMEJ [230]

Le c-NHEJ vs. MMEJ

Le NHEJ a souvent été décrit comme un mécanisme « error prone » c’est a dire sujet aux
erreurs, du fait qu’elle est fréquemment associée a la présence de petites insertions et de
délétions sur le site de la cassure, source de mutations [231]. Cependant, selon I'étude [230]
il s"avere que le mécanisme NHEJ classique repose sur une méthode intrinséquement fiable
ce qui la rend plutét conservatif de la séquence. Quant a la mutagénése résultant de son
action, elle viendrait de I'absence de complémentarité des extrémités qu’elle doit liguer. De
ce fait, la qualité et la fidélité de la réparation ne dépendrait pas du systeme c-NHEJ en lui-

méme mais serait plutot attribuable a la structure des extrémités de la CDB.

Ce n’est pas le cas de la voie MMEJ qui a la particularité de faire appel a des séquences micro-

homologues pour la réparation, ce qui est potentiellement générateur de délétions. Ce
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mécanisme ne prend pas en compte les paires de bases perdues pendant la cassure ou

supprimées pendant le clivage def volets simple brin afin de ligaturer ’ADN. Par conséquent,

ce processus n’est pas un mécanisme de réparation fidéle du fait de I'absence de vérification
de la cohérence de la séquence nouvellement synthétisée. De ce fait, il apparait que les
erreurs commises par le mécanisme NHEJ, qui sont sources de mutations sont essentiellement

dues a la voie alternative. [227]

La théorie générale actuelle de sélection de I'un ou de I'autre des mécanismes NHEJ repose
sur la nature méme des extrémités des CDB a réparer. De facon imagée le NHEJ s’adapte a la
cassure : si celle-ci est relativement « propre », le c-NHEJ est utilisé et la réparation ne génére
pas d’erreur ou trés peu. Au contraire, si la cassure présente des extrémités « compliquées »,

le MMEJ est préféré mais fera apparaitre des modifications de séquence. [232]

Cependant cette source de mutation est un mécanisme physiologique indispensable dans la
recombinaison des séquences V(D)J. Ce processus, par lequel la diversité des récepteurs des
lymphocytes B et T est générée dans le systeme immunitaire, couple des régions «variables»
(V), «diversité» (D) et «joignantes» (J) qui, lorsqu'elles sont assemblées, codent pour la région
variable d'un géne de récepteur de cellule B ou de cellule T. Contrairement au NHEJ classique,
dans lequel une réparation précise est le résultat le plus favorable, une réparation MME)J
sujette a erreur dans la recombinaison V(D)J est bénéfique du fait qu'elle maximise la diversité
dans la séquence codante de ces génes. Les patients présentant des mutations dans les genes
NHEJ sont incapables de produire des lymphocytes B et des cellules T fonctionnels et souffrent

d'immunodéficience combinée sévere (SCID). [176,233]

Plusieurs syndromes humains sont associés a un NHEJ dysfonctionnel. Les mutations touchant
I’ADN ligase IV et XLF provoquent deux syndromes SCID, distincts. Ces syndromes partagent
de nombreuses caractéristiques, y compris la radiosensibilité cellulaire, la microcéphalie, en
plus de SCID. Les mutations de la protéine Artemis provoquent également un SCID, sans
atteinte neurologique associé. La différence de gravité peut s'expliquer par les roles des

protéines mutées. [234]
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ii) La recombinaison homologue

La RH est le deuxieme mécanisme de réparation des CDB et celui des stress réplicatifs. C'est
une voie de réparation lente, et « fidele » a I'opposé de la voie NHEJ puisqu’elle répare I’ADN
endommagé a partir du brin d’ADN complémentaire non |ésé. La présence d'une chromatide
sceur est donc indispensable a la mise en ceuvre d'une réparation par RH. De ce fait, elle

n’est active que pendant et aprées la réplication c’est-a-dire en phase S et G2. [214]

Le mécanisme de réparation RH est un effecteur commun de la voie ATM et ATR selon

I'origine de la lésion. [204]

Mise en place de la RH [212,214]

e Une fois ATM/ATR activé au niveau des foci de foyers yH2AX, il y a recrutement de
Mdc1 qui recrute a son tour l'ubiquitine ligase RNF8 au niveau des CDB.

e RNF8 recrute une autre ubiquitine ligase RNF168 dont les effecteurs sont les histones
du foyer yH2AX. RNF168 étend les chaines d'ubiquitine liées aux histones.

e Ces chaines sont reconnues ultérieurement par RAP80, qui forme un complexe avec
BRCA1 et Abraxas.

o Enfin BRCAL recrute la protéine Rad 51 qui initie la RH.

Cette voie est coordonnée avec le recrutement de 53BP1 par RNF168 au niveau des
histones di-méthylés autour de la CDB. 53BP1 inhibe le recrutement de BRCA1 et donc

I'initiation de la RH. Cependant elle active la voie c-NHEJ décrite ci-dessus. [227]

Ceci démontre une coordination compléte des systemes de réparations des CDB en

intégrant un systeme de régulation réciproque. (Figure 26)
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FIGURE 26 : Mise en place de la RH [214]

Le mécanisme de la RH (Figure 27)

Le mécanisme de la RH s’organise en 3 étapes regroupant 7 réactions biochimiques :

Une phase pré-synaptique débutant par la prise en charge des extrémités de la CDB.
Une fois BRCA1 activée, elle recrute la protéine CtIP recrutant a son tour le complexe
MRN. CtIP stimule I’activité exonucléase de la sous-unité Mrell du complexe MRN,
qui permet de réaliser I'étape de résection des extrémités 5' générant ainsi de I’ADNsb
extrémités 3’. Les ADNsb seront stabilisés par le recrutement des protéines RPA.

Puis il y a un remplacement des protéines RPA par le complexe BRCA2/Rad51.
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Ce complexe stabilisé par Rad54 forme un nucléofilament capable de venir envahir la
chromatide sceur. Cette stucture est appelé D-loop.

e Une phase synaptique assurée par Rad51 qui recherche de la séquence matricielle
homologue sur le brin complémentaire et permet I'invasion du brin d’ADN reséqué au
niveau de I’ADN de la chromatide sceur.

e Une phase post-synaptique assurée par I’ADN polymérase 6 qui débute la synthese de
la séquence d’ADN complémentaire a I'extrémité du brin 3’, ce qui transforme la
structure D-loop en une double jonction de Holliday. Cette structure particuliere de
I’ADN sera finalement résorbée par des résolvases et des ligases achevant ainsi la
réparation. Enfin la Topoisomérase lll intervient pour éviter la génération de crossing-

over.
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FIGURE 27 : La réparation des dommages double brin de ’ADN par recombinaison
homologue [230]
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Une déficience du systéme de réparation RH est impliquée dans deux types de pathologies
majeures : de multiples cancers dont le plus reconnu est le syndrome héréditaire de

prédisposition au cancer du sein et de I'ovaire et dans I'anémie de Fanconi. [235]

Des insertions ou délétions des genes BRCA 1 et BRCA 2 sont a I’origine d’un risque accrue du
cancer du sein. Le produit protéique issue du géne BRCA 1 et/ou 2 muté est anormal et ne
fonctionne pas correctement. Ceci conduit a une incapacité cellulaire de réparer les CDB plus
une prolifération incontrélée du fait d’'un déficit du contréle du cycle cellulaire. Il existe une
spécificité tissulaire dans la survenue des cancer liés a ces mutations au niveau du sein et de
I'ovaire. La stratégie thérapeutique développée pour traiter le cancer lié a ces mutations fait

I'objet d’une description détaillée dans la section I1.C.3. [235]

Les malades qui ont deux copies mutées du gene BRCA2 développent une anémie de Fanconi
(FA). Ce syndrome décrit une maladie héréditaire autosomique récessive, caractérisée par un
retard de croissance, des difformités du visage, une fertilité affectée ainsi que des anomalies
squelettiques. Toutefois, la FA est surtout caractérisée par une insuffisance médullaire
aboutissant a une pancytopénie sévére et une prédisposition aux leucémies myéloides aigués.
Cette condition est causée par des niveaux extrémement réduits de la protéine BRCA2 dans
les cellules, que I'on nomme également FANCD1 ce qui permet Il'accumulation d'ADN

endommagé. [236]

Des mutations du gene BRCA2 entraine également un risque accru de cancer des ovaires, des

trompes de Fallope, de la prostate, du pancréas, ainsi qu'un mélanome malin.

Des mutations du géne Rad51 sont également impliquées dans la FA, dans le syndrome
héréditaire de prédisposition au cancer du sein et de I'ovaire et dans la maladie trés rare des

mouvements en miroir congénitaux.

iii)  La coordination des mécanismes de réparations double brin

Pendant la phase G1 du cycle cellulaire, seul le NHEJ classique et alternatif sont susceptibles
d’intervenir tout au long du cycle cellulaire du fait de I'absence de la chromatide soeur

indispensable a la RH. [237]
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A partir de la phase S du cycle cellulaire, les 3 mécanismes de réparations sont disponibles. De
ce fait la RH peut entrer en compétition avec le NHEJ. L'étude [239] démontre que le choix
entre ces 2 voies se fait au niveau de I'étape de résection des extrémités de ’ADN via deux

acteurs centraux :

e En phase GO/G1, la protéine BRCA1 existe a des niveaux trés bas dans la cellule. La
protéine 53BP1 responsable de I'induction de la voie NHEJ est capable d’inhiber la
protéine CtIP, et du méme coup empécher le processus de résection exécuté par le
complexe MRN, étape d’initiation de la RH.

e Enphase S/G2, les concentrations en BRCA1 augmentent et tendent a inhiber I’activité
de 53BP1, ce qui stimule CtIP, la résection des extrémités par le complexe MRN et

initiée la RH (Figure 28)
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FIGURE 28 : Les mécanismes de réparations doubles brins en fonction de la phase du cycle
cellulaire [237,238]
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C. LE CIBLAGE DES MECANISMES DE REPARATIONS

1. Les implications historiques de la DDR

Avant la perspective de son utilisation comme cible thérapeutique, il était communément

admis que la DDR était impliquée dans 3 aspects majeurs :

a. Troubles du développements et maladies congénitales

Comme il a été décrit tout au long de la section II.B., en plus du risque accru de carcinogénese

et d’hypersensibilité aux radiations, les mutations des genes codant pour les différents

mécanismes de réparations sont a |'origine de malformations, de nombreuses maladies

congénitales souvent trés graves et parfois incompatibles avec la vie. La figure 29 décrit

brievement les pathologies associées aux mutations des acteurs de la DDR. [221,225,233-236]
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FIGURE 29 : Les maladies congénitales liées aux mutations des différents acteurs de la DDR
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b. L'exploitation thérapeutique des anomalies de la DDR

Paradoxalement cet état de chaos génomique pro-tumoral fournit des opportunités
thérapeutiques. Les stratégies associant la radiothérapie et la chimiothérapie cytotoxique ont
déja été utilisées dans le passé pour prévenir la progression du cancer en exploitant

fondamentalement les altérations de la DDR. Plusieurs exemples illustrent ceci :

L'utilisation de sels de platine (carboplatine, cisplatine) associée au placlitaxel sont
fréguemment administrés chez les patientes atteint d’un cancer de I'ovaire avancé. Ces agents
alkylants induisent des ponts intra et inter-brins d’ADN, physiologiquement réparés par le
systeme NER et RH. Ces agents sont efficaces dans 40 a 60% des cancers aux stades avancées
de I'ovaire du fait de la défection du systéeme RH par mutation de BRCA1 et/ou BRCA2. Ce
méme traitement est trés efficace chez les patients atteints du CBNPC du fait de la déficience

du systéme NER par mutation de la protéine ERCC1. [240]

On retrouve cette stratégie dans le cas des cellules tumorales du glioblastome multiforme
déficientes en MGMT (O-6-Méthylguanine-ADN méthyltransférase). Le témozolomide est un
agent alkylant induisant des lésions en position 0% et N’ de la guanine et réparée en temps
normal par la MGMT. Cet agent s’avere étre efficace dans le glioblastome multiforme dans un
premier temps car le promoteur de la MGMT serait hyperméthylé réduisant ainsi son
expression. Les événements d'alkylation induits par témozolomide persistent incorrectement
dans la liaison guanine-alkylée/thymidine pendant la réplication. Le mésappariement

résultant est reconnu par le systéeme de réparation MMR qui induit la mort cellulaire. [241]

Une autre stratégie consiste a cibler directement un effecteur de la DDR dans les cellules
tumorales. Les inhibiteurs de la topoisomérase | et Il (Topo), que sont l'irinotécan et
I’étoposide respectivement, pourrait étre considérées comme « la premiere génération de
TC » de la DDR. Les topo | contrdlent la structure topologique de I’ADN en réalisant une «
décompaction » sélective et réversible de I’ADN super-enroulé indispensable aux différentes
fonctions de transcription, réplication, recombinaison ou réparation. Selon I'étude [242]

I’association d’un faible niveau d’expression des protéines BRCA1 et d’Aprataxine et un niveau
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d’expression élevée de la topoisomérase | définissent un potentiel biomarqueur prédictif de
réponse de l'irinotécan sur les tumeurs cibles. En effet cette spécialité est indiquée dans les
cancers du tube digestif ou elle est particulierement efficace du fait d’un déficit su systeme
RH (via BRCA1) et/ou su systtme NHEJ (via I’Aprataxine) associé a un niveau élévé

d’expression de la cible.

c. Larésistance aux cytotoxiques

Comme il a été vue précédemment, I'incapacité de la cellule tumorale a réparer les dommages
chimio induits peut déterminer sa sensibilité a I'agent cytotoxique. De la méme maniere la
résistance de la cellule tumorale aux agents cytotoxiques peut s’expliquer par des mécanismes
de réparation compétents procédant de maniéere directe (résistances aux platines) ou par des
phénoménes d’adaptations biologiques (résistances aux 5-FU et a l'irinotécan). En effet, bien
qu'il n'y ait pas de redondance entre les différentes voies de réparation, il peut y avoir sous la
pression de facteurs chimiotoxiques des phénoménes de compensation du mécanisme
défectueux par un autre mécanisme suboptimal assurant le phénomeéne de résistance. De ce
fait, le lien de cause a effet entre un mécanisme de réparation et son réle supposé dans les

résistances des dommages chimio induits est complexe et plurifactoriel.
Pour illustrer cette résistance prenons trois exemples :

De la méme maniere qu’un systeme NER défectueux induit une chimio sensibilité des cellules
tumorales aux sels de platines, ce systéme de réparation est a 'origine d’une résistance a ces
mémes agents lorsqu’il est effectif. La régulation positive de quelques acteurs clés du systeme
NER est suffisant pour induire une chimiorésistance. Ainsi un taux d’expression élevé des
protéines ERCC1 et XPA est associé a une résistance aux sels de platines dans les cancers
gastriques, de I'ovaire avancé et du CBNPC. De nombreuses études ont pu confirmer le role

déterminant du systeme NER dans la réponse aux chimiothérapies a base de platine. [243]

La Topo | a pour objectif de transformer le stade d’ADN super-enroulé au stade de géne

accessible a la transcription ou a la réplication. Pour ce faire, I'enzyme se fixe sur I’ADNdb,
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effectue une coupure simple brin et entraine une étape de relaxation par une rotation de 180°
du brin coupé autour du brin fixe pour permettre a ’ADN d’étre répliqué. Ce complexe Topo
I/ADNdb est appelé « complexe de clivage ». L’irinotécan s’intercale au niveau du complexe
de clivage. Le complexe ADN/Topo I/Irinotécan, est stabilisé par un ensemble de ponts
hydrogene entre I'lrinotécan et I’ADN d’une part et I'lrinotécan et la Topo | d’autre part. Ce
complexe ternaire empéche la religation du brin d’ADN, générant une cassure simple brin de
I’ADN ce qui inhibe la synthése correcte de I’ADN [244]. Cependant I'enzyme TdP1 (tyrosyl-
ADN phosphodiestérases) du systéme de réparation BER peut hydrolyser la liaison covalente
entre I'ADN et la topo | ce qui casse le complexe ternaire et court-circuite I'action de
I'irinotécan. Dans de nombreux types de cancers colorectaux, les niveaux d’expression de

TdP1 sont plus élevés que dans les tissus normaux. [245]

De méme, il a été démontré que la protéine PARP-1 régule I'activité de la Topo I. En effet lors
de l'activation du systéeme de réparation BER, la protéine PARP-1 catalyse la fixation de
polymeéres poly (ADP-ribose) sur une gamme de protéines cibles nucléaires dont la topo | et
PARP-1 elle-méme. Au sein du complexe ternaire, la fixation de polyméres poly (ADP-ribose)
sur la topo | déstabilise le complexe qui quitte la coupure, permettant la réparation de la

rupture d'ADN associé et favorise le redémarrage de la fourche de réplication [245,246].

Enfin, une déficience du systeme de réparation MMR, spécifiquement au niveau des génes
hMLH1 et hMSH2 sont a I'origine du phénotype d’instabilité des régions microsatellites (MSI)
retrouvé dans certains types de cancers du cbélon et de I'ovaire. Des études ont démontré que
les cancers MSI+ développent une résistance a une large gamme de cytotoxiques tel que les
anthracyclines, les agents alkylant (temozolomide, procarbazine), les antimétabolites et les
sels de platines. Ceci tiendrait au fait qu’en situation normale les dommages chimio-induits de
ces agents sur ’ADN serait reconnus par le systeme MMR qui apres plusieurs cycles de
réparations inefficaces, déclencheraient I'apoptose. Dans les cellules tumorales MSI+, Le
systeme MMR est incapable de reconnaitre les dommages chimioinduits sur I’ADN, ce qui

conduit a I'absence d’apoptose. [247]
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2. Rationnel du ciblage de la DDR dans la cellule tumorale

Bien que la DDR joue un réle dans une partie des résistances aux agents cytotoxiques, cela ne
suffit pas a la rendre une cible préférentielle dans le cadre du développement des TC. En
réalité, la DDR représente une source de cibles trés intéressantes par 3 aspects majeurs qui

different entre les cellules normales et tumorales.
a. La perte d’une ou plusieurs voies de la DDR

Le premier aspect est que toutes les cellules tumorales auront perdu tét au tard un ou
plusieurs mécanismes de la DDR. [248]. Une des étapes précoces de la tumorigenese est la
dérégulation de la prolifération cellulaire résultant souvent d'un stress oncogénique (gene
« driver ») [1]. Alors que dans les cellules normales, la DDR va constituer une barriere de
protection contre cette croissance incontrdlée, I'altération constitutive de cette barriére dans
les cellules tumorales entraine le maintien de ce stress oncogénique, une instabilité
génomique et surtout une plus grande dépendance aux mécanismes de la DDR fonctionnels
restants pour faire face aux dommages endogénes et exogenes. Ainsi une cellule cancéreuse
renfermant une déficience de la DDR devient ultra-dépendante d’une voie alternative pour sa
survie. Les acteurs de cette voie « de repli » constituent des cibles prioritaires. C'est sur cette

observation qu’a été fondée la stratégie de la |éthalité synthétique. [249,250]

Dans le contexte d’une mutation génétique d’une voie de réparation de I’ADN, exclusif de la
cellule tumorale, la stratégie de léthalité synthétique repose sur le ciblage thérapeutique d’un
second mécanisme de réparation par lequel la cellule cancéreuse est devenue addictive pour
sa survie. Le ciblage de cette voie est « synthétiquement l[étale » pour la cellule tumorale mais

épargne les cellules normales dépourvues de mutations. [249-251] (Figure 30)
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FIGURE 30 : Mécanisme de léthalité synthétique : La perte fonctionnel des voies de la DDR
pendant la transformation tumorale résulte d’une dépendance pouvant étre inhibé

spécifiguement par ciblage thérapeutique. |250]

C’est sur le concept de Iéthalité synthétique que repose la commercialisation en 2015 de
I'olaparib (Lynparza), le premier inhibiteur de la protéine PARP que nous développerons dans
la section suivante (11.D). Pour utiliser cette stratégie, il est indispensable de comprendre le
contexte génétique du type de cancer ciblé. Par principe, ce ciblage sélectif offre un avantage

significatif pour le patient par rapport aux approches des chimiothérapies conventionnelles

[249-251].
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b. L’augmentation du niveau d’agression endogene de ’ADN

Une conséquence directe de cette altération systématique de I'une ou plusieurs voies de la
DDR est une augmentation des facteurs agressifs endogénes de I’ADN par des réactions en
chaines, conduisant a un état cellulaire d'instabilité génomique. Cette instabilité s’appuie sur
une ou plusieurs Iésions chromosomiques, des modifications de la séquence (substitutions,
délétions, additions) ou de la structure (par cassures) de genes clés ou « drivers » doublées
de l'incapacité de la cellule a réparer ses dommages. Du fait de leurs roles dans la
coordination entre la réplication, la réparation, la régulation du cycle cellulaire, et la mort
cellulaire programmée, de nombreux acteurs de la DDR font parties de ces genes « drivers »
(également oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs). Dans le cellule tumorale
I'altération de I'un ou plusieurs de ces acteurs implique une défection des mécanismes de
réparation cellulaire, entrainant I'accumulation de mutations et du fait d’une dérégulation
du cycle cellulaire une entrée en mitose avec un ADN muté responsable de la survenue du

cancer et de sa progression. [173,252]

c. Une augmentation du niveau des stress réplicatifs

Le deuxieme aspect repose sur I'exploitation thérapeutique du niveau élevé des stress
réplicatifs caractéristiques des cellules tumorales. [253,254]. Plusieurs facteurs sont a I'origine

de ce phénomeéne :

e Une déplétion du pool de nucléotides nécessaires a la réplication

e Une altération du checkpoint du cycle cellulaire G1/S résultant de mutation de
protéines CdK D (cyclin-dependent kinase), de surexpression des Cyclines E, d'un
déficit de pRB (protéine du rétinoblastome qui contréle le point de passage de GO a
G1), etc. [255]

e L’inactivation du checkpoint G1/S entraine I'entrée prématuré de la cellule en phase S

e Le début de la réplication avec un déficit du matériel réplicatif
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e Une surexpression du produit des oncogenes mutés MYC et/ou KRAS qui stimule le
recrutement des séquences ORI (séquences d’initiation) et augmente la production

des ROS. [256]

Ces dommages de I'’ADN font appels a la voie ATR-Chk1l de la DDR et une activation du
mécanisme de la RH comme il a été vu précédemment. Au cours d’'un traitement par

chimiothérapie, le stress réplicatif de la cellule tumorale s’accroit par [195,197,198] :

e Cassures simples et doubles brin d’ADN direct par radiothérapie

e Déplétions supplémentaires du pool de nucléotides par inhibition de leur synthése par
les antimétabolites (gemcitabine et 5-FU)

e Productions de ponts intra et inter-brin, et une augmentation importante des ROS par
déplétion du glutathion sous sels de platines

e Blocages de la fourchette de réplication par l'irinotécan et le topotécan qui entraine

un découplage de I’ADN polymérase de de I’hélicase.

Les facteurs de stress réplicatifs intrinséques expliquent les raisons pour lesquelles les cellules
tumorales sont plus sensibles aux stress réplicatifs chimio-induits que chez les cellules saines.
Malgré cela, la chimiothérapie garde un index thérapeutique étroit qui engendre une toxicité
dose-limitante particulierement importante dans les tissus a potentiel prolifératif élevé

comme les cellules hématopoiétiques, de la muqueuse gastrique et folliculaire du cheveu.

La stratégie thérapeutique repose donc sur le ciblage de la DDR spécifique du stress réplicatif

dans la cellule tumorale pour :

e Accroitre le niveau de stress réplicatif jusqu’a atteindre un niveau léthale

e Sauvegarder les cellules saines moins sensibles a ce ciblage

Ainsi I'étude détaillé de la voie ATR a permis de cibler 4 acteurs permettant d’exploiter le

niveau élevé de stress réplicatif dans les cellules tumorales [255,257] :

e ATR lui-méme, protéine centrale de la DDR qui coordonne la réplication, la réparation,
le cycle cellulaire et le métabolisme des nucléotides.

e Son effecteur direct Chk1 responsable du checkpoint G2/S du cycle cellulaire

e Les Cyclines-dépendantes kinases (Cdk let 2) responsable du checkpoint G2/M et

dans l'initiation de la réplication
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e La protéine WEE1 antagoniste des CdK

La 1°© cible fera I'objet de I’étude de la section IIl.

La combinaison de ces 3 facteurs fait apparaitre une singularité de la cellule tumorale ce qui
rend la DDR une cible tres pertinente dans le cadre des stratégies thérapeutiques anti-

cancéreuses. (Figure 31)

CIBLAGE DE LA DDR

FIGURE 31 : Les 3 points clés qui justifient le ciblage de la DDR [250]
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3. Applications

a. L'olaparib, le premier inhibiteur de la protéine PARP

En 1994, le séquencgage de I’ADN des cellules tumorales du cancer du sein et de I'ovaire [258]
a mis en évidence plusieurs mutations des génes BRCA 1 / 2 avec une fréquence extrémement
variable en fonction des sous-groupes de populations. Dans la population porteuse de ces
mutations, le risque de développer un cancer de I'ovaire est de 40% (gBRCA1) et de 15%

(gBRCA2) tandis que celui du sein atteint les 65% (gBRCA1) et 47% (gBRCA2) [259].

Selon I'étude [260], il existe une spécificité tissulaire dans la survenue du cancer lié a ces
mutations reposant sur le controle qu’exerce les cestrogenes sur la survie des cellules
déficientes BRCA 1 / 2. En situation normale, lorsque le niveau des ROS augmente, les
protéines BRCA 1 / 2 interagissent avec le facteur de transcription NRFA2 qui active le
métabolisme anti-oxydant. La perte fonctionnelle de BRCA 1 / 2 dans les cellules épithéliales
mammaires et ovariennes entraine une accumulation des ROS, mais qui est compensée par

I'activation du facteur NRFA2 par les cestrogénes ce qui maintient les cellules mutées en vie.

Les protéines BRCA1 / 2 sont des acteurs primordiaux dans l'initiation et la transduction du
systéme de réparation RH en réponse aux CDB et aux stress réplicatifs et dans I'activation du
checkpoint cellulaire G2/S comme il été détaillé dans la section 11.3.b.ii. Les mutations des
geénes BRCA1 / 2 aboutissent a la formation de produits géniques inefficaces. La mise ne place
du systéme de réparation RH devient impossible entrainant I'accroissement des agressions
endogenes de I’ADN, 'augmentation et la persistance des stress réplicatifs et finalement a
I'instabilité génomique précédemment décrit en 11.C.2. De ce fait, la cellule pré-tumorale
devient largement dépendante des autres voies de réparation de I’ADN et tout
particulierement du systeme de réparation BER dont 'un de ces acteurs centraux est la

protéine PARP-1.

La protéine PARP-1 a initialement été décrite comme capteur des CSB de I’ADN faisant suite a
une modification chimique d’une ou plusieurs bases azotées. Elle permet le recrutement de

nombreux transducteurs dont le facteur XRCC1 et les ADN polymérases. Pour ce faire, elle fixe
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la cible et réalise la polymérisation d’une chaine de résidus ADP-ribose sur la chromatine et

/ou sur les protéines cibles selon la réaction suivante [222,223] :

NAD* + (ADP-D-ribosyl),—accepteur = nicotinamide + (ADP-D-ribosyl)..1—accepteur + H*

Une fois la chaine d’ADP-ribose synthétisée, la protéine PARP-1 change de conformation et

se libere du site de réparation.

Ainsi, ce phénomeéne d’ultra-dépendance du systeme BER et de |la protéine PARP-1 pour la
survie des cellules déficiente BRCA let 2 est exploité dans le cadre d’une stratégie

thérapeutique de Iéthalité synthétique décrite dans la section II.C.2.a

En 2015, le laboratoire Astra Zeneca commercialise I'olaparib (Lymparza®), un inhibiteur
compétitif du NAD+ sur les protéines PARP-1, 2 et 3 empéchant la polymérisation des

résidus ADP-ribose et la réparation des CSB via le systeme BER. [250] Il en résulte :

e Le blocage de PARP-1 qui reste piégé sur le site des CSB. Du fait de I'absence de
changement de sa conformation, PARP-1 est incapable de quitter ’ADN. Ce complexe
bloque la fourchette de réplication entrainant la mort cellulaire.

e La persistance sur ’ADN des CSB a I’état de lésions. Pendant la phase S, la réplication
de I’ADN transforme les CSB non-réparées en CDB |léthales (lesquelles sont réparés

en temps normal par le systéme RH.)

Devant l'inhibition de PARP-1, les mécanismes de réparations restant ne sont plus en mesure
de prendre en charge les dommages de I’ADN. L'olaparib est responsable de la |étalité

synthétique de la cellule. (Figure 32)
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FIGURE 32 : Application de stratégie de |éthalité synthétique chez les cellules déficientes

BRCA 1 /2 par l'utilisation d’un inhibiteur de la protéine PARP-1 [250]

Parallélement au succes clinique de I'olaparib, 4 inhibiteurs de la protéine PARP sont en
court d’évaluation dans de nombreux essais cliniques a la fois en monothérapie et en
association avec des agents endommageant I’ADN. Il s’agit du veliparib, niraparib, rucaparib,
et talazoparib. lls différent par la biodisponibilité, I’affinité sur le domaine de fixation du
NAD+ et la capacité de pouvoir piégé PARP sur I’ADN. De récentes études montrent que les
variations des pouvoirs cytotoxiques des inhibiteurs PARP seraientt plus corrélés au blocage

de PARP sur I’ADN qu’aux multiplications des CDB. [262,263]

b. La combinaison des inhibiteurs de la DDR avec les agents anticancéreux

i) La chimiothérapie [261]

La chimiothérapie anticancéreuse reste le standard thérapeutique de nombreux types de

cancers aux stades précoces en situation néoadjuvante, adjuvante ou concomitante a la
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radiothérapie. A I'ére de I'optimisation des schémas thérapeutiques, la combinaison de la

chimiothérapie avec les TC s’inscrit dans 2 types d’interactions pharmacologiques :

- La synergie additive, lorsque la combinaison des deux types d’agents développe une

activité antitumorale supérieure a I'addition des activités antitumorales des deux

agents administrés séparément pour une méme dose.

- Lasynergie potentialisatrice ou sensibilisation lorsque la TC possede une faible activité

antitumorale, mais augmente significativement celle de I’'agent cytotoxique.

Dans ces deux situations, la combinaison permet, de maniére variable, de diminuer

I’exposition de I'agent cytotoxique aux cellules saines. Cependant |'association peut s’avérer

périlleuse, lorsque les toxicités se potentialisent ou s’additionnent. De nombreux essais

cliniques évaluant la combinaison des deux types d’agents ont d{ s’arréter du fait d’'une

toxicité trop importante notamment au niveau médullaire et intestinale. [264]

Dans le cas du ciblage de la DDR, le choix de la TC doit s’aligner sur le mécanisme de réparation

sollicité par le dommage chimioinduit de I'agent cytotoxique. Curtin et al. [249] a formulé dans

un tableau, ce lien théorique permettant de déterminer le mécanisme de réparation a cibler

en fonction de la chimiothérapie choisi.
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TABLEAU 17 : Lien théorique des mécanismes de réparations sollicités par les dommages de

I’ADN chimio-induits.
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Devant la lecture de ce tableau, I'ensemble des dommages chimio-induits par le
temozolomide, les inhibiteurs de la topo I, les antimétabolites et les radiations sollicitent le
mécanisme de réparation BER (dont la protéine PARP-1). De ce fait, ces agents cytotoxiques
peuvent constituer une combinaison théoriquement synergique avec les inhibiteurs PARP-1
(PARP-i). Ce lien s’est confirmé au cours de I'essai clinique de la Phase I/1l de Middleton et al.
[265] évaluant la combinaison temozolomide/veliparib qui a montré une augmentation de la
PFS de 3.7 (20mg de veliparib) et 3.6 mois (40mg de veliparib) vs. 1 mois pour le placebo.
(NCT00804908) D’autres combinaisons sont en cours d’évaluation autour de 16 essais
cliniques, alors que certains essais ont di étre arrétés prématurément du fait d’'une toxicité
trop importante. Cependant, il faut préciser, que les doses de chimiothérapies étaient
administrées a des dosages standards alors que les concentrations des PARP-i ont été
progressivement augmentées ce qui confirme le caractére additif/potentialisateur de

I’association.

Plusieurs stratégies ont été mises en place pour diminuer au maximum les toxicités. L'une
d’entre elles, est d’installer des intervalles de temps entre 'administration des deux agents.
Dans I'étude d’O’Connor et al. [266], la cisplatine donnée en premier suivi d’un intervalle de
3 jours avant I'administration de |'oliparib permet d’augmenter la survie des promoteurs
myéloides in vitro par rapport a une administration le méme jour. Une autre stratégie
suggérée par Weiss et al. [267], est d’associé aux PARP-i, une chimiothérapie bio-guidée sur
la cible par des nanoparticules. La formulation CRLX101 développé par [268] a pour objectif
de délivrer l'irinotécan directement sur I'endothélium tumoral ce qui limiterait son passage

systémique.

ii) La radiothérapie [269]

La radiothérapie constitue la pierre angulaire du traitement de plus de la moitié des cancers.
De grands progres ont été réalisés ces derniéres années afin d’optimiser la radiotoxicité des
cellules tumorales tout en protégeant au maximum les cellules saines. Parmi eux, nous
pouvons citer la planification des séances et le fractionnement des doses, le positionnement
du patient et I'administration des doses guidées par I'imagerie, et enfin 'augmentation de la
radiosensibilité des cellules tumorales par |'utilisation concomitante de la chimiothérapie.
[269]
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Cependant la toxicité aigué et les effets secondaires a long terme sont les facteurs limitants
pour la délivrance de la dose de rayonnement suffisant pour le contrdle locale les tumeurs.
Ceci est en partie due a l'utilisation d’agents cytotoxiques non-spécifiques qui sensibilisent a
la fois les cellules saines et les cellules tumorales aux radiations. De ce fait, la sélectivité des
agents radio-sensibilisants est un parameétre primordial pour concevoir des schémas
thérapeutiques efficaces. Le développement des TC et plus spécifiquement celles qui visent
la DDR répondent a cette problématique dans le but de rendre les dommages de radio-
induits de ’ADN irréparables pour la tumeur tout en diminuant considérablement les effets

indésirables.

L'utilisation des inhibiteurs de la DDR, en concomitance avec la radiothérapie, repose sur 3

effets synergiques [269] :

e Au niveau moléculaire, la cytotoxicité des rayonnements ionisants repose sur
I’'accumulation des CDB de I’ADN létales pour les cellules tumorales. Or inhiber
sélectivement les mécanismes de réparation de la cellule tumorale, revient a
maximiser les dommages de I’ADN radio-induit. C’est le cas des PARPi qui induisent
une augmentation des CDB via un double mécanisme (section 11.3.A) particulierement
efficace chez les cellules mutées BRCA 1 / 2 dans le cadre d’un mécanisme de

[éthalité synthétique.

e Au niveau cellulaire, I'efficacité des rayonnements ionisants repose sur
I’'accumulation des dommages de I’ADN pendant la phase S du cycle cellulaire. En
effet, les cellules tumorales possedent un fort pouvoir prolifératif. Or, plus le
potentiel prolifératif est important, plus la radiosensibilité est importante. De
maniére statistique, la proportion de cellules en réplication est plus importante dans
la tumeur que dans les tissus sains. Par conséquent, inhiber sélectivement les
mécanismes de réparation les plus sollicités pendant la phase S du cycle cellulaire
revient d’'une part a accroitre la radiosensibilité des cellules tumorales tout en
diminuant I'exposition des tissues sains aux radiations. C'est le cas des PARPi dans le
cadre des cellules tumorales mutées BRCA 1 / 2 déficiente en systéme de réparation
RH qui n’ont plus les moyens de répondre face aux stress réplicatifs et aux CDB de la

phase S. [250, 264, 269]
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e Au niveau tissulaire, par les potentielles propriétés vasoactives des inhibiteurs de la
DDR. En effet I'olaparib et le veliparib, aurait un effet vasodilatateur sur la circulation
intra-tumorale ce qui permet d’une part d’améliorer la diffusion des molécules
cytotoxiques, et d’autre part de diminuer I’hypoxie au sein de la tumeur qui est un
facteur de radiorésistance et de mauvais pronostic pour de nombreux cancers
solides. De ce fait, I'utilisation des PARPi dans les tumeurs hypoxiques permet

d’améliorer la radiosensibilité de la tumeur. [264, 269]
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c. Apport de I'aspect computationnel dans I’exploration des défauts de la DDR

Dans I'ére de la personnalisation du traitement et de la médecine de précision, caractériser et
prédire les effets des rayonnements ionisants sur les cellules saines et tumorales sont des
objectifs tres pertinent. A ce titre, la modélisation mathématiques des systémes biologiques
est devenue au fil des années incontournable. Dans le cadre du traitement par radiothérapie,
le modele mathématique largement utilisé en clinique repose sur une formule linéaire-
guadratique qui permet d’estimer la probabilité de survie des cellules apres irradiation. La
formule définie la survie S en fonction de la dose D de rayonnement recu, et de deux

parameétres d’ajustement empirique a et 8 [270] :

S:e_aD'BDZ

A partir du modeéle, le calcul de plusieurs paramétres permet de déterminer la radiosensibilité
du tissu traité (dont le parametre SF2 pour Fraction Survivante a 2 Gray). Cependant, le
modele linéaire-quadratique est mal adapté pour expliquer les raisons sous-jacentes aux

réponses variables d’'un cancer exposé aux radiations.

En effet, la radiosensibilité d’un cancer n’est pas homogéne au sein d’un individu du fait d’une
poly-clonalité intra-tumorale. Cette hétérogénéité se reflete dans la diversité des réponses de
la tumeur aux radiations et aux TC résultant d’un équilibre entre clones sensibles et agressifs.
Pour appréhender cette diversité des réponses cliniques, R.J Flassig et al. [271] suggérent
d’explorer la réponse aux dommages a |'échelle cellulaire. lls proposent d’intégrer les
parameétres déterminants la DDR sollicités par I'exposition aux radiations, dans un modele
mathématique appelé « modele de réponse ». Dans un second temps, il s’agit d’assimiler ce
modele de réponse a un modele de survie comme celui cité au-dessus. Ainsi, les prédictions
de survies cellulaires dépendront des parametres de la réponse aux dommages de I’ADN

(DDR).

Le modele de réponse repose sur I'analyse de la contribution dynamique de I'ATM et de la
DNA-PK dans la phosphorylation des histones H2AX, étape initiale de la détection des CDB

dans I'ADN. Voici la méthode utilisée :
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i)  Constriction du modéle mécanistique de la DDR [271]

Les auteurs ont construit un modele mécanistique du réseau de signalisation reflétant la
réponse aux CDB de I’ADN (étant les plus délétéres) avec 4 voies effectrices (Figure 33) :

e Lesvoies A et B en fonction de la localisation de la voie catalytique d’ATM

e Lesindices 1 et 2 en fonction de la cinétique du mécanisme de réparation (rapide pour le

systeme NHEJ, et lente pour le systéme RH et MMEJ)
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FIGURE 33 : Modeéle du réseau des voies de signalisations de la DDR. A la suite d’une simulation
d’exposition aux radiations, le modéle s’active autour de 4 voies: Al, B1 (voie rouge,
réparation fidele du systéme NHEJ, cinétique rapide) et A2, B2 (voie noire, réparation infidele
du systeme NHEJ, activation des systéemes RH/MMEJ, cinétique lente). Les rectangles
représentent des états de transitions. La probabilité de passage d’un état de transition vers
un autre suit une loi normalep ~ N (0; 1).

Abbreviations: IR ionizing irradiation; DDNA1 initial, damaged DNA; RC11 Ku70/80 to DDNA1 association; RC12
Ku70/80-DNA-PKcs complex; RDNA1/2 repaired DNA (cNHE J/ aNHEJ or HR); RC20 MRN complex to DDNA1
association; RC21|ATM MRN-ATM complex at damage site; RC22 RAD52 mediated repair complex; DDNA2,
unsuccessful cNHEJ repair moved to aNHEJ/HR
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Si les dommages sont réparés fideélement par le systeme NHEJ, |a totalité de I’ADN est engagée
dans la réparation qui suivra la cinétique rapide (1). Si la réparation est infidelement réparée
par le systeme NHEJ, une partie de I’ADN (DDNA2) sera prise en charge par les mécanismes
MMEJ et RH et suivra la cinétique lente (2). Ainsi les voies effectrices de réparation du modele

sont soit Al, B1, A2 ou B2.

ii) Calibration du modeéle a I'aide d’expérience in vivo [271]

Une fois les probabilités de passage entre les états de transition identifiés grace a la
littérature, le modeéle est calibré a partir d’expérimentations in vivo (sur des cellules
MDCK) afin d’obtenir une « variation de yH2AX en fonction du temps » de référence. Les
résultats de ces expériences ne seront pas développés notre analyse.

Puis le modele est testé au moyen de trois simulations ou OED (optimal expérimental

design) avec le méme protocole de dosage que celui utilisé in vivo :

e Lasimulation OED-0 repose sur I'administration de 5 doses croissantes : 0.5, 1, 2, 5, et
40 Gy (GRAY). Le systeme est remis a I'état initial aprés chaque dose. La stimulation du
modele par irradiation virtuel déclenche la formation des yH2AX via les 4 voies

effectrices. Ces réponses virtuelles sont comparées aux réponses in vivo (courbe data)

(Figure 34)
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FIGURE 34. Simulation OED-0 : enregistrement des variations des yH2AX au cours de temps

pour 5 régimes de dose
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e La simulation OED-1 repose sur un schéma d’irradiation a double impulsion selon la

figure 35. La 1% impulsion est de 1 Gray suivi 6h plus tard (D) d’une 2¢™¢ impulsion de

20 Gray (D). La formation des histones yH2AX est biphasique conformément au

schéma d’irradiation.
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FIGURE 35. Simulation OED-1 : enregistrement de la variation des yH2AX au cours de temps

Dans les deux types de simulations, toute les courbes se confondent. De ce fait, il est

impossible de distinguer les différentes voies effectrices et les contributions respectives

d’ATM et de DNA-PK dans l'initiation de la réparation de ’ADN.

e De ce fait, la simulation ODE-2 reprend le méme schéma d’irradiation que dans Ia

simulation ODE1, mais utilise en plus deux inhibiteurs kinases sélectifs Nu7441 et

Ku55933 de DNA-PK et d’ATM respectivement. Les drogues sont administrées 30 min

avant la 1° impulsion selon trois modes : Nu7441 seul, Nu7441/Ku55933 combinég,

Ku55933 seul a la concentration de 1 uMolaire (Figure 36)

149



.5, POStOED Il yH2AX 15 POStOED Il yH2AX 15, PoStOED Il yH2AX

X * . +
= s — e
9 | 2 o© 1 EE 3 N z
¥ : 3 TR \
g A A\ y 8 ay 8 \ &
- os# 1\ "\ 2 05 ap 0.5 1 o
| \ ~ W = W
\. l J* + & ? g
| N N § |
AN | |- NV A\
0 200 400 600 0 200 400 600 0 200 400 600
time [min] time [min] time Iminl

FIGURE 36 : Simulation OED-2 : enregistrements des variations des yH2AX au cours de temps.
Nous remarquons que lorsque les 2 inhibiteurs sont ajoutés simultanément, une voie
effectrice initiant la réparation persiste (A2). Il s’agit d’'un modéle qui ne correspond pas a une

réponse physiologique réelle.

Les équations différentielles des 3 simulations (ODE) et I’estimation des parametres par

minimisation itérative de la fonction critére ne seront pas détaillés.

iii) Evaluation de la contribution d'ATM et de la DNA-PK dans la phosphorylation des histones

H2AX. [271]

» Modélisation de la réponse aux radiations dans la cellule saine.

Une fois le modele calibré, il est testé au moyen de 4 simulations ; chacune d’entre elle est

décrite par une impulsion de 4 doses différentes variant de 1 a 100 Grays (Figure 37)

Selon les prédictions du modeéle, la phosphorylation de yH2AX est biphasique
indépendamment de la dose, suivant une premiére phase rapide et de faible amplitude initiée
par DNA-PK, et une deuxieme phase plus lente et de grande amplitude en fonction de la dose

associée a ATM.
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Dans les 4 simulations, la DNA-PK s’active rapidement dans les 2 a 10 premieres minutes puis
s’atténue a partir d’'un temps t qui apparait relativement homogene en fonction de la dose.
Cette atténuation suit I'activation soudaine et prolongée d’ATM qui semble prendre le relais

pour l'initiation de la réparation comme en témoigne les deuxiemes pics des yH2AX.
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FIGURE 37. La variation des concentrations de DNA-PK et d’ATM au cours de temps suit celles

des histones yH2AX.

Cette coordination de la prise en charge successive des CDB radio-induites par DNA-PK puis
ATM sont en concordance avec la littérature [272]. En effet, la réponse physiologique
cellulaire aux CDB commence par une prise en charge rapide et bréve de DNA-PK puis, une
activation lente et prolongée de la voie ATM amplifiée par des phénomeénes

d’autophosphorylation expliquant la forte augmentation des yH2AX particulierement pendant
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la phase G1 du cycle cellulaire. Cette concordance rend le modeéle construit fidele a la

physiologie cellulaire.

Cependant, cette coordination des mécanismes de réparation peut étre altérée au sein de la
cellule tumorale comme nous I'avons décrit plus haut (section II.C.2a). Ceci du fait de
mutations aléatoires, sur les genes codants pour les acteurs de ces systemes. C’est le cas des
cellules tumorales du cancer du sein et de I'ovaire mutées BRCA 1/ 2 qui sont dans l'incapacité
d’initier le systeme de RH. De ce fait, les auteurs ont voulu simuler grace a leur modele, la
réponse cellulaire aux radiations dans les conditions tumorales c’est-a-dire lorsque l'initiation

de la réparation par DNA-PK ou ATM est défectueuse.

» Modélisation de la réponse aux radiations dans la cellule mutée

Ainsi, la simulation reprend le méme protocole d’irradiation que précédemment (1 impulsion
de 4 doses différentes entre 1 et 100 Grays), mais elle utilise en plus deux inhibiteurs kinases
sélectifs de DNA-PK et d’ATM selon 3 modes. La variation des yH2AX au cours de temps est

enregistrée. (Figure 38)
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FIGURE 38 : Enregistrements des variations des yH2AX au cours de temps par exposition de

doses croissantes. Simulations d’inhibitions d’ATM et de DNA-PK selon 3 modes
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Dans la premiere simulation, aucun inhibiteur n’est administré. On retrouve donc la
coordination entre DNA-PK rapide et bréve et d’ATM lente et prolongée dans le temps comme

vue précédemment.

Dans la deuxiéme simulation, les auteurs simulent "administration d’un inhibiteur sélectif
d’ATM avant l'irradiation. De ce fait, seul DNA-PK peut-étre a |'origine de la phosphorylation
des H2AX. Il est alors intéressant de voir que I'augmentation des yH2AX s’effectue malgré tout
de la maniere qu’en situation normale, c’est-a-dire lorsqu’ATM n’est pas inhibé. La cinétique
des yH2AX est a la fois rapide et prolongée dans le temps mais également avec la méme
amplitude qu’ATM. Ceci témoigne donc d’un phénomene de compensation de DNA-PK
lorsque ATM est inhibé. En effet, DNA-PK conserve son activation rapide mais compense
I’'absence de coordination avec ATM par une activité plus longue et proportionnelle a la dose

et donc aux dommages radio-induits.

Dans la troisieme simulation, nous observons que ce phénoméne de compensation n’est pas
réciproque. En effet, lors de I'administration d’un inhibiteur sélectif de DNA-PK, il n’y a aucune
augmentation des yH2AX les premiéres dizaines de minutes suivant l'irradiation. On retrouve

une augmentation lente et prolongée des yH2AX initiée par |’activation d’ATM.

Dans la quatrieme simulation, les deux inhibiteurs sont administrés avant l'irradiation. On

observe une réponse résiduelle tardive.

Le phénomeéne de compensation de DNA-PK en I'absence d’ATM généré par le modele doit
faire I'objet de d’explorations plus approfondies pour pouvoir émettre des hypothéses
cliniques. S'il s’avere que cette compensation s’exprime sous une forme d’une dépendance
pour la voie DNA-PK de la cellule tumorale au phénotype ATM déficient concernant la
réparation des CDB radio-induites, on peut imaginer, qu’un ciblage de la voie DNA-PK serait

pertinent.

Finalement, I'utilisation de modeles mathématiques peut étre un outil permettant d’explorer
le comportement de la DDR dans différentes situations délétéres ou mutationnelles de la
cellule, soumise a un traitement. De plus, I'intégration de ce genre de modéle dans un modele
de survie permettrai de délivrer une dose de radiations optimale et localisée sur les sous-

clones aux phénotypes radiosensibles seulement.
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d. Rationnel du ciblage de la voie ATR-Chk1

Comme nous I'avons vu précédemment (section 11.B.2b), ATR est un acteur central de la
DDR, indispensable dans la progression de la réplication par son role protecteur contre les
stress réplicatifs intrinseéques a la phase S. |l coordonne la réplication avec la réparation de
I’ADN tout en régulant le cycle cellulaire via son effecteur Chkl1 en 2 points : entre les phases
S/G2 et G2/M entrainant I'inhibition de I’entrée la cellule en mitose le temps de la
réparation. De plus, lorsque les dommages sont trop importants, ATR participe a I'induction

de I'apoptose via son effecteur Bid. [204, 212-215]

Des études ont démontré que la délétion homozygote d'ATR ou de CHK1 conduit a une
|éthalité embryonnaire pré-implantatoire, et aucun humain vivant n'a été identifié comme
complétement dépourvu de fonction ATR ou CHK1. Tous ces éléments font d’ATR un acteur

crucial pour le maintien de l'intégrité de la cellule eucaryote. [212,213]

Cependant, dans le cadre du chaos génomique régnant au sein de la cellule tumorale, il
existe une dérégulation caractéristique de la DDR ayant pour point commun d’entrainer un

avantage prolifératif. Cet avantage prolifératif fait intervenir la protéine ATR en 3 points :

1- Le phénotype de la cellule tumorale repose sur un déséquilibre entre signaux
oncogéniques et antiprolifératifs au niveau du cycle cellulaire. Trés souvent il s’agit
de la mutation du gene suppresseur de tumeur p53 (effecteur de la protéine ATM)
et/ou d’un déséquilibre dans les cyclines, et leur kinases cycline-dépendantes (CDK)
et leurs inhibiteurs [173,262,273] associé a la suractivation des oncogénes type Myc
et RAS [256]. La combinaison de ces facteurs aboutit a la perte du point de contréle
G1/S du cycle cellulaire. De ce fait, les cellules tumorales sont beaucoup plus
susceptibles d'entrer en phase S avec une probabilité de stress réplicatifs accrus, et
une augmentation des CDB associées a la réplication [274]. Elles ont donc tendance a
étre beaucoup plus dépendantes que les cellules normales au point de contrdle S/G2
pour s'assurer que ces dommages ne sont pas transmis aux cellules filles. Par
conséquent, inhiber le point de controle S/G2 dans la cellule tumorale, ce qui revient

a inhiber la voie la voie ATR / Chk1 qui I'active, apparait étre une cible pertinente.
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2- D’autre part, il est reconnu qu’au sein de la cellule tumorale, I'hypoxie est facteur de
résistance a la chimio et radiothérapie. [264, 269, 275] Parallelement, I'hypoxie
cellulaire est a I'origine d’'une augmentation du stress réplicatif [276] et donc d’une
dépendance particuliére a la protéine ATR. De ce fait, cibler la voie ATR / Chk1 peut

apparaitre comme sensibiliser la cellule tumorale aux agents endommageant I’ADN.

3- Enfin, des études in vitro et in vivo ont montré que la cellule tumorale pouvait étre
déficiente de la voie ATM / Chk2 ce qui les rend beaucoup plus dépendantes de la
voie ATR / Chk1 que les cellules normales pour la coordination de la réparation et la

régulation du cycle cellulaire [196,204,212]

Ces arguments ont poussé a I’exploration plus approfondie de la voie ATR / Chk1 au travers

de plusieurs points :

Les premieres études de validation de I'ATR et du CHK1 en tant que cibles anticancéreuses
ont été réalisées via des études in vitro par des moyens génétiques. Les études [277-278]
ont testé l'inactivation d’ATR par transfection d’un géne ATR mutant ATR-KD (« dead
kinase »). Cette transfection n’a pas eu d’effets cytotoxiques directes mais a rendu les
cellules sensibles a une grande variété d'agents endommageant I'ADN, dont les radiations,
les agents alkylants (méthyl-méthane sulfonate, cisplatine), les poisons des Topo | et Il
(topotécan, SN-38, étoposide, doxorubicine) et les antimétabolites (hydroxyurée). Les
études d'inactivation de Chk1 ont été principalement réalisées par |'utilisation des siRNA ou
shRNA knockdown de I'expression de CHK1, sensibilisant également les cellules a divers
agents endommageant I’ADN : topoisomérases | et Il (SN-38, étoposide, doxorubicine),
antimétabolites (cytarabine, 5-fluorouracil), gemcitabine) et antibiotiques anticancéreux

(lidamycin) [279-282]

De plus, dans certaines études, la régulation négative de I'ATR ou du CHK1 sensibilise
significativement plus les cellules déficientes en p53 que les cellules compétentes en p53, ce
qui conduit a penser que le ciblage de la voie ATR-Chk1 serait particulierement efficace dans
les cellules présentant une p53 déficiente. Par exemple, la régulation a la baisse de CHK1 et
de ATR a sensibilisé les cellules HCT-116 déficientes en p53 aux dommages de I'ADN dans une

plus grande mesure que les cellules de type sauvage HCT-116 p53 [196,203,213].
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Du fait de la place centrale que tient ATR dans la physiologie cellulaire normale et dans la
survie de la cellule tumorale comme en témoigne les expériences in vitro citées plus haut, la
recherche scientifique s’est orientée dans le développement d’inhibiteurs sélectifs des
protéines ATR et Chkl comme éventuels potentialisateurs des agents endommageant ’ADN

gue sont la chimiothérapie et la radiothérapie.

Les premiers agents développés avaient une faible spécificité inhibant a la fois ATR, ATM, DNA-
PK, et d’autres protéines de la famille PI3K. Mais ceux développés récemment se sont avérés

a la fois plus sélectifs et plus puissants.

e. Le développement des inhibiteurs ATR (ATRi)

L'induction nucléaire de la phosphorylation de H2AX strictement ATR-dépendant, (c’est-a-dire
indépendant d’ATM ou de DNA-PK), fut un indicateur fiable et efficace pour tester les
molécules candidates possédant une activité ATRi. Cependant, le criblage moléculaire des
ATRi a été limité du fait que I'activité kinase d’ATR soit spécifique de la phase S et G2 du cycle
cellulaire. [283]. Initialement développé en tant qu’inhibiteur de CDK2, NU6027 est le 1°¢
agent évalué pour son activité ATRi mais il fut abandonné du fait de sa faible sélectivité. [284].
Par la suite, I'agent inhibiteur ETP-46464 bien plus sélectif que NU6027 a été identifié (ATR
IC50 = 25 nM) [283] mais ses propriétés pharmacocinétiques médiocres ont empéché la
poursuite de son développement. Une méthode de criblage plus spécifique, et une
modification structurale d’une fonction aminopyrazine d’un composé précurseur, le VE-821
(ATR IC50 = 26 nM), ont conduit a l'identification du VE-822 (ATR IC50 = 0,2 nM). La
modification structurale du composé précurseur a permis au VE-822 d’augmenter son activité
inhibitrice par 100 pour ATR mais également pour ATM et DNA-PK. Cependant sa sélectivité
pour ATR sont restés assez élevé pour pouvoir continuer son développement [285]. Les
résultats de ses études in vivo et son profil toxicologique favorable ont conduit au lancement
du VE-822 (renommé VX-970) en tant que 1°" agent ATRi a entrer dans les essais cliniques.
Plus tard, d’autres ATRi ont été identifiés tel que I’AZ20 (ATR IC50 =5 nM) ou encore AZD6738
(ATRIC50 =1 nM) (Tableau 18)
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ATR Inhibitors
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TABLEAU 18 : Les inhibiteurs sélectifs de la protéine ATR (ATRi) [286]

d. Etudes précliniques du VX-970

Les études précliniques in vivo et in vitro, du VX-970 ont majoritairement confirmé un effet

chimio-sensibilisant des agents cytotoxiques par un mécanisme qui semble étre une

amplification des stress réplicatifs et/ou une létalité synthétique lorsque le phénotype est

ATM déficient. Cependant, il pourrait également avoir une activité cytotoxique en tant

gu’agent unique selon certaines conditions phénotypiques de la cellule tumorale. [287]

157



i) In vitro

In vitro, le VX-970 a potentialisé jusqu’a 10 fois, I'effet cytotoxique du cisplatine et du
carboplatine dans les cellules tumorales du c6lon humain mutantes p53 ou déficientes en ATM
[81]. Cet effet chimio-sensibilisant au cisplatine s’est confirmé chez des lignées cellulaires de
cancer du poumon avec un effet prononcé chez les cellules mutantes p53 [288] mais
également sur un panel de lignées cellulaires tumorales ovariennes, endométriales et

cervicales.

De méme, le VX-970 a démontré une activité synergique significative avec des agents
antimétabolites, en particulier la gemcitabine, dans les cellules tumorales du célon et du
poumon avec un effet semblable a celui observé au cisplatine [289]. Le VX-970 potentialise
également la cytotoxicité de la camptothécine et d'un poison expérimental de topoisomérase
le LMP400 dans les cellules tumorales du c6lon et du sein, avec des effets plus marqués sur
les phénotypes mutants p53 [290]. Cet synergie est retrouvé, avec |'étoposide et le SN-38,
dans un panel de cellules tumorales du poumon, mais pas autant que celui observé avec la

gemcitabine et le cisplatine [288].

L'une des perspectives intéressantes qui fait déja I'objet d’essais cliniques, est I'association
d’un ATRi avec un PARPi. En effet, les PARPi possédent une activité antitumorale chez les
cellules mutées BRCA 1 / 2 déficientes en mécanismes de réparation RH par un mécanisme de
|étalité synthétiques. Hors I’activation de BRCA et donc la mise en place de la RH dépend
majoritairement d’ATR pendant la phase S. Par conséquent, il est prédit que la perte d'ATR
par un inhibiteur conduirait a un phénotype BRCA-like sensible a I'inhibition PARP, semblable
aux cellules tumorales BRCA mutées. Il a été démontré que les ATRi NU6027 et VE-821
potentialisent I'activité cytotoxique des inhibiteurs de la PARP (rucaparib et véliparib) dans

deux lignées cellulaires cancéreuses de type sauvage BRCA [291].

L'étude de Pires et al. [292] a démontré que les ATRi augmentent la cytotoxicité des
rayonnements ionisants seul ou en association avec des agents cytotoxiques. Le VX-970 a
induit une augmentation significative de la mort cellulaire radio-induite dans une grande
variété de lignées cellulaires cancéreuses, dont le cancer du col de I'utérus, le cancer du sein

triple négatif, du cOlon, et ORL. L’étude a montré que la radio-sensibilisation en VX-970 a été
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observée en conditions hypoxiques, ce qui semble étre décisif du fait que les cellules
hypoxiques ont tendance a présenter un phénotype agressif souvent résistant a la radio-

chimiothérapie. [264, 269, 275]

i) In vivo

In vivo, le VX-970 potentialise I'activité antitumorale de l'inhibiteur de l'irinotécan, chez des
souris porteuses de xénogreffes de cancer du célon humain [290]. Les souris ont été traitées
avec injection intra-péritonéale d’irinotecan au jour 0 d'un cycle de 4 jours et d’'une prise orale
de VX-970 sur trois jours consécutifs. La combinaison avec le VX-970 a significativement
augmenté l'activité cytotoxique de l'irinotécan sans augmenter notablement la toxicité de
I'irinotécan. L'ATRi aurait été toléré, sans effets toxiques supplémentaires observés sur
I'irinotécan seul [290]. Le VX-970 améliore significativement I’efficacité du cisplatine dans 6
modéles de xénogreffes de tumeurs pulmonaires sur 7 sans augmentation de l'intoxication,
(mesurée par perte de poids) par rapport au traitement au cisplatine seul [288]. Dans cette
étude, la combinaison a conduit a une inhibition compléte de la croissance tumorale dans 3
modeles insensibles au cisplatine et a une régression tumorale dans un modele sensible au

cisplatine persistant pendant trois semaines apres l'arrét du traitement.

Cependant le VX-970 en agent unique, n’a pas déployé d’activité antitumorale sur les mémes

types de modeles in vivo.
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PARTIE Ill : DEVELOPPEMENT DU
PREMIER INHIBITEUR DE LA PROTEINE
ATR : LE VX-970
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Les récentes autorisations de la FDA pour la commercialisation des inhibiteurs PARPi:
I'olaparib (Lynparza), le rucaparib (Rubraca) et le niraparib (Zejula) dans le cancer du sein et
de I'ovaire mutés BRCA 1 /2 témoignent de la pertinence et I'intérét du ciblage de la DDR
pour traiter certains cancer. Par ailleurs, les arguments sur lesquelles reposent ce ciblage
(section I1I1.C.3.d) et les résultats précliniques développées dans la section précédente
démontrent que I'axe ATR-Chk1 est une cible attrayante dans le but d’accroitre la radio- et
chimio-sensibilité de diverses tumeurs solides, en combinaison avec des agents cytotoxiques
ou des TC pertinentes avec une réponse particulierement marqué chez les phénotypes p53

muté et/ou ATM déficient.

A.L’ESSAI CLINIQUE DE PHASE | EVALUANT LA COMBINAISON
VX-970 + GEMCITABINE

En 2012, le laboratoire Vertex Pharmaceuticals recoit le feu vert pour lancer de
développement clinique « first-in-human » du VX-970 (récemment acquis par Merck) au cours
d’une phase | (NCT02157792) toujours en phase de recrutement. Les résultats préliminaires
de cette étude ont fait I'objet d’un poster lors du congrés annuel de I’ASCO de 2016. Nous les

présentons ici. [293]

C’est un essai multicentrique, open-label, concernant des patients de 18 ans ou plus, atteint
de cancer solide aux stades avancés. Les patients n’ont recu aucun traitement pour leur cancer
dans les 4 semaines avant la date de leur entrée dans I’étude. Les objectifs de cet essai clinique

sont:

1. Evaluer l'innocuité et la tolérance du VX-970 selon un schéma de multiple escalade de
dose.

2. Déterminer la dose maximale tolérée (DLT) et la pharmacocinétique du VX-970
lorsqu'il est administré en combinaison avec les agents cytotoxiques, puis évaluer la
réponse tumorale.

3. Identifier les biomarqueurs d’ADN, d’ARN ou sanguins potentiellement corrélés avec
la pharmacocinétique, la pharmacodynamie, les résultats du traitement et/ou les

effets indésirables.
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L’essai comprend 3 bras :

® Bras A: Comporte des doses croissantes de VX-970 administré par voie IV selon un
schéma d’escalade de dose « 3+3 » en association avec la gemcitabine chez les sujets
atteints de tumeurs solides selon le planning de doses : gemcitabine j1, j8 + VX-970

j2, j9 sur un cycle de 21 jours.

e Bras B : Comporte des doses croissantes de VX-970 administré par voie IV selon un
schéma d’escalade de dose « 3+3 » en association avec la cisplatine chez les sujets
atteints de tumeurs solides selon le planning de doses : cisplatine j1 + VX-970j2, j9 sur

un cycle de 21 jours.

e Bras C: Il se divise en 2 sous-bras :

- Cl1: Comporte des doses croissantes de VX-970 administré par voie IV selon
un schéma d’escalade de dose « 3+3 » en association avec la gemcitabine chez
les sujets atteints de CBNPC avec un phénotype p53 muté et/ou ATM déficient
selon le planning de doses cisplatine j1 + VX-970j2, j9 sur un cycle de 21 jours

- C2: Comporte des doses croissantes de VX-970 administré par voie IV selon
un schéma d’escalade de dose « 3+3 » en association avec la cisplatine chez
les sujets atteints de cancers du sein triple négatifs avec un phénotype BRCA
1 / 2 non muté (wild type) selon le planning de doses cisplatine j1 + VX-970

j2,j9 sur un cycle de 21 jours

Les 3 bras comportent une phase de sécurité de démarrage par 'administration deVX-970 en

monothérapie.

Les résultats préliminaires présentés lors du congres annuel de I’ASCO de 2016 concernent le

bras A seulement (association VX-970 + gemcitabine). [293]
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RESULTATS :
Le nombre moyen de cycle réalisé par patient était de 4.

52 patient ont été enrolés dans le bras A de I’étude. Mais seulement 50 patients ont été traités
par la combinaison VX-970 + gemcitabine. Parmi les 50 sujets, 35 ont complétés I'étude, 12

sont sortis de I’étude en cours de route, 3 était toujours dans I'étude.

Au cours des cycles de traitement, 26 patients sur 50 ont fait I'objet d’effets indésirables de
grade supérieur ou égale 3 (52%). La DLT se réalisa chez 4 patients, la MTD ne fut jamais

atteinte. Parmi les 4 patients ayant fait I'expérience de la DLT :

e 2 patient ont atteint une thrombocytopénie de grade 3 a la dose de 72
mg/m? de VX-970 / 875 mg/m? de gemcitabine

e 1 patient a atteint une élévation des transaminases de grade 3 a la dose de
30 mg/m? de VX-970 et 500 mg/m? de gemcitabine

e 1 patient a atteint une élévation des transaminases de grade 2 et une
élévation des phosphatases alcaline de grade 3 a la dose de 140 mg/m? de

VX-970 et 500 mg/m? de gemcitabine (Tableau 20)

’escalade dose de gemcitabine fut arréter a 1000 mg/m? du fait d’une toxicité hématologique
cumulative. La dose recommandée de I"association pour la phase 2 est de 1000 mg/m? de

gemcitabine et 210 mg/m? de VX-970.

Le VX-970 offre un profil de toxicité plutdt bon avec une MTD (dose maximale tolérée) jamais
atteinte (ou qui n’a pu étre atteinte avec la gemcitabine), une DLT (toxicité dose limitante)
pour seulement 4 patients sur 50 et un arrét de I'escalade des doses a cause de la toxicité de
la gemcitabine. La dose standard de gemcitabine est comprise entre 1000 a 1250 mg/m? ce
qui correspond a celle utilisé dans la combinaison. Hormis la toxicité hématologique chimio-
induite par la gemcitabine, la majorité des effets indésirables sont d’ordres hépatiques, ce qui
laisse supposer un métabolisme hépatique important. La combinaison du VX-970 avec la

gemcitabine est bien globalement bien toléré.
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Table 3. VX-970 + Gemcitabine Dose Escalation

VX970 Dose, Gemcitabine Dose, Patients Treated/ Mo. of Patients With DLTz
mig/m? mgfm? DLT Evaluable, n (DLTs)
18 a7k 33
34 a7h 33
2 (grade 4 thrombocytopenia;

2 875 76 grade 3 elevated ALT and fatigue)
&0 a7s 4/3
90 500 bk 1 igrade 3 elevated AST)

1 (grade 2 elevated AST, grade 3
140 S00 8/ clevatod ALT, grade 2 elevatad ALP)
210 500 33
210 750 33
210 B75 116
210 1000 b/'6

ALF, alkaline phosphatase; ALLL alanine aminolransierase; A5, aspartate aminolranslerase.

TABLEAU 19 : La DLT est survenue chez 4 patients

Au niveau clinique, les meilleures réponses tumorales globales selon les criteres RECIST (Best

Tumor Overall Response) ont été I'obtention d’une Réponse Partielle (PR) chez 4 patients. Ces

réponses partielles ont été retrouvées dans un cancer du sein, un cancer de la téte et du cou,

un CBNPC et carcinome d'origine inconnue. (Figure 39)

La meilleure réponse globale (BOR) se définie comme la meilleure réponse enregistrée depuis

le début du traitement de I'étude jusqu'a la progression / récurrence de la maladie

Change From Basaline (%)

Maximum Change From Baseline in Sum of Tumor Lesion Diameters

&hd
50 .
204 RECIST
PR
104 A5 b 23 30 38 44 oy 50 55 g
VX970 Gemeitabine VX970 Gemeitabine 25 11
1B mg/m?  B75 mg/n W 140 mg/m® 500 main?
40 NSCLC -
B 3 mgim? BTS modm? W A0 mg/m? 500 mog/m? o~
Unknown primary
W 72 mgim? RIS mg/mé B A0 mgim? 750 mgd?
704
S0mgin? 875 mg/n? B 210mg/m® 875 mgin? Hoad/nack cancar
m“u(m:r WW",' .210 "gfm:! 1[".1]!1@"1’ | HIL'nJhl cancer

(]

FIGURE 39 : Réponse tumorale du traitement VX-970 + gemcitabine. 4 patients ont un statut

PR sur une moyenne de 12 semaines
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La durée de la survie sans progression (SSP) chez de nombreux patients dépassait 12 semaines,

ce qui était la principale période de suivi de cette étude.
Dans une comparaison non randomisée des patients, la SSP médiane était de :

e 8,3 semaines chez ceux traités par une dose de VX-970 < 90 mg/m2 + gemcitabine 875
mg/m2

e 29,3 semaines chez ceux traités par VX-970 > 90 mg / m2 avec gemcitabine 500 mg/m?2

Sur le plan pharmacocinétique, le profil du VX-970 est plutét linéaire avec une
proportionnalité entre les doses administrées et les concentrations sériques. Cette linéarité
se retrouve au niveau de I'exposition (I'aire sous la courbe temps-concentration-temps, AUC-

>0-o0) et de la concentration maximale (Cmax).

La demi-vie terminale est de =16 h ce qui représente un temps relativement court dans le

champ des TC orale.

Mais surtout, il semble que la gemcitabine n’ait aucun effet apparent sur Ia
pharmacocinétique du VX-970, ce qui est un excellent parameéetre. De ce fait aucune

adaptation posologique ne semble nécessaire (Figure 40)

Le poster ne fait cependant pas état de biomarqueurs prédictifs de la réponse ou d’effet

indésirables.

Figure 2. Pharmacokinetics of Combination VX-970 + Gemcitabine

VX-970 Plasma Concentrations After Administration of VX-970 Alone and in Combination With Gemcitabine

:Er 10000 4

& == 90 mg/m? VX-970 + Gemcitabine (Cyde 1)

'E" =0~ 210 mag/m? VX-970 + Gemcitabine (Cycle 1)

] =B 90 mg/m* VX970 Alone (Lead in)

g 10004 ~@~ 210 mg/m? VX-970 Alane (Lead in)

.

Q

5]

g 100

o

b —

E -

BETE

B

-

=

3

= 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Mominal Time (k)

FIGURE 40 : Logarithme des profils cinétique du VX-970 associé a la gemcitabine
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Ces bons résultats dans la globalité sont a modérés du fait qu’ils sont préliminaires. La fin de
I’étude permettra de poser un jugement plus fiable. D’autre part I'existence de possibles

conflits d’intéréts entre les auteurs et le laboratoire sponsor de I'étude.

B. MODELISATION PHARMACOCINETIQUE

Dans le souci d’approfondir les caractéristiques pharmacocinétiques du VX-970, nous avons

tenté de de construire un modele décrivant le comportement du composé dans I'organisme.

Pour ce faire nous avons réalisé une étude de population en utilisant les 4 profils cinétiques
du poster décrivant les résultats préliminaires de la phase I. Bien que le nombre de profils soit
suboptimal pour construire une étude pharmacocinétique de population, cela permettra

d’émettre une description approximative du VX-970 dans le plasma humain.

1. Analyse des profils cinétiques

Les courbes temps/concentrations montrent une décroissance en deux phases : une rapide et
une lente ce qui correspond de maniere schématique a une phase de distribution et une phase
d’élimination. Cette cinétique peut se décrire par un modeéle a deux compartiments : un
compartiment central ou a lieu I'administration du VX-970 et sa distribution dans I'organisme
(compartiment sanguin systémique) et un compartiment périphérique responsable de la

décroissance lente (compartiment effecteur).

2. Digitalisation des données

Pour extraire des observations temps-concentrations a partir des profils cinétiques du poster

nous avons utilisé le logiciel Engauge Digitizer® (version.9.8) permettant de digitaliser le
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graphe temps/concentrations en valeur numériques en prenant bien soin de « dé-logué » les

profils cinétiques et de choisir les axes abscisse/ordonnée et les unités des mesures.

[ ) P Close
o SN LNOCT NS CORCERITITOSYIRMA TN ANE CIAMTESmMIOOSEmNIAn. - = o o0 Y i ne rimy

* Gemcitabine had no apparent effect on VX-970 pharmacokinetics (Figure 2

Figure 2. Pharmacokinetics of Combination VX-970 + Gemcitabine
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Mos 508 VRS

FIGURE 41 : Digitalisation des profils cinétiques en observations temps/concentration.

3. Choix de la structure du modele

Etant donné la décroissance biphasique des profils cinétiques, nous choisissons un modeéle a

2 compartiments. L'administration du VX-970 s’effectue dans le compartiment central.

VX-970

Y

Compartiment

Compartiment
Central . Périphérique

Elimination

FIGURE 42 : Représentation d’'un modele a 2 compartiments.

167



4. Choix des parameétres du modeéle

Pour réaliser cette étude de pharmacocinétique de population nous avons utilisé le logiciel
Monolix (v. 2016). Pour choisir les parametres du modele permettant de décrire le plus
fidelement possible les variations de concentration du VX-970 en fonction du temps, nous
avons testé nos données avec plusieurs types modeles a 2 compartiments dans bibliothéque
du logiciel de modélisation Monolix (v.2016). Le choix s’est porté sur deux types de

parametres :

1) Un modele régit par des micro-constantes (M_micro) : les constantes d’échanges entre
les compartiments k1->2, k2->1, le volume V du compartiment central, et la constante
d’élimination k.

2) Un modéle régit par des constantes physiologiques (M_physio) : la clairance inter
compartimentale Q, les volumes des compartiments central V1 et périphérique V2 et

la clairance Cl.

5. Choix du modele de l'erreur
Il existe 3 types de modele de I'erreur résiduelle :

e Le modeéle additif (homoscédastique)
e Le modeéle proportionnelle (hétéroscédastique)

e Le modele combiné

Apres une trentaine d’essais (run) sur le logiciel, avec les différentes combinaisons possibles,
entre le choix des parametres et le modeéle de I’erreur et les valeurs initiales, nous avons choisi
le modéle M_physio a 2 compartiments régit par 4 parametres physiologique (V1, Q, V2 et Cl)

et un modele d’erreur proportionnelle. Ceci grace a la comparaison de 2 critéres :

e Le critere de la vraisemblance (likelihood criteria = -2loglLL) qui fut plus élevé pour
M_micro que pour M_physio traduisant une estimation des parametres moins précise

pour M_micro.
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e Les valeurs des R.S.E (Roots square error) des parameétres plus élevés pour M_micro
gue pour M_physio témoignant d’un écart plus grand entre les concentrations prédites

et les concentrations réelles pour M_micro notamment pour la clairance.

6. Fixation de la valeur des parametres

Du fait, de I'effectif suboptimal de notre étude, la variabilité interindividuelle de certains
parametres reste élevée. Pour y remédier, nous avons fixé la valeur des parameétres qui ont

une grande variabilité afin qu’elle s’annule. (Fixation de la valeur de Q et V2)

7. Résultats
Nous avons 4 équations paramétriques :

e Cl_pop =65.4 Litres/heure £ 0.194
e V1 pop =139 Litres £ 0.35
e Q_pop =296 Litres/heure £ 0

Parameétres fixées, variabilité inter-individuelle
e V2 pop=820%+ 0

nulle.
Les graphes suivants ont permis de valider le modéle ainsi choisi :
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FIGURE 43 : « Fits » individuels. Il y a une correspondance relativement correcte entre les

concentrations observées (croix bleues) et les concentrations prédites (courbe verte)
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FIGURE 44 : Observations vs. Prédictions. Nous pouvons voir que les prédictions (courbes

turquoises) suivent le nuage des observations (points bleues)
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FIGURE 45 : VPC pour Visual Predictive Check. L’'ensemble des prédictions de concentrations

du modele sont contenus dans les intervalles quantiles.
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Concernant la valeur des parameétres de population estimés :

Si I'hypothese d’un métabolisme d’élimination hépatique est confirmée, la clairance du VX-
970 est proche de la valeur du débit hépatique (90L/h?), ce qui implique un coefficient
d’extraction hépatique élevé (0.72) traduisant une faible fixation protéique plasmatique (la

fraction libre est captée par les hépatocytes).

Le volume V1_pop peut étre assimilé au volume de distribution apparent qui est relativement
important dans notre étude (139 Litres). Si cette estimation s’avére étre juste, cela traduit une
forte distribution tissulaire dans le compartiment périphérique et dans le méme sens, une

faible fixation protéique plasmatique.

Notons que le principal biais de cette étude de population est le faible nombre de sujet. A cela
vient s’ajouter les erreurs expérimentales que nous avons pu commettre et qui viennent
s’additionner aux erreurs expérimentales commises par les auteurs du poster, du fait de

I’extraction de leurs données.
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C. LA VALIDATION D’UNE METHODE ANALYTIQUE DE DOSAGE
DU VX-970 DANS LE PLASMA HUMAIN PAR LC-MS/MS

En Juin 2016, le VX-970 faisait I'objet de 9 essais cliniques. (Tableau 20) [286] Cependant,
aucune validation d’une méthode de dosage du VX-970 dans le plasma humain n’avait fait
I'objet d’une publication dans un journal scientifique, bien que ce soit une étape préliminaire

indispensable pour la réalisation des essais cliniques.

Target, Agent Phase Combination Indication NCT No.
1 irinotecan Advanced solid tumours NCTO2595931
1 \"[.\.Iiparih + Ciﬁp]al‘in Advanced solid tumours MNCTO2723864

Advanced small cell lung,
1/2 Topotecan cervical, endometrial, ovarian NCTO2487095
CAMCETS

Advanced ovarian/fallopian
2 Gemgeitabine tube/ primary peritoncal NCTO2595892

ok OC/Fr/rre
ATR-VX-970, intravenous, Vertex cancer(OC/FI/PF)

pharmaceuticals (recently licenced Lo 2 Carboplatin/Gemcitabine Advanced OC/FT/PP NCT02627443
Merck KGad, Germany)

2 Cisplatin/Gemeitabine Advanced urothelial cancers NCT02567409
Locally dvanced HPY
1 Cisplatin/ Radiotherapy negative 5CC head and neck NCT02567422
cancers
1 Whliﬂc brain Non- small cel I. lung cancers NCTO2589522
radiotherapy with brain mets

Multiple parts including
pA3mut NSCLC, triple NCTO2157792
negative breast cancers

Gemeitabine, Cisplatin,
Etoposide, Carboplatin

TABLEAU 20 : Etudes ouvertes et a recrutement actif évaluant le VX-970 en 2016 [286]

Dans le <cadre du développement clinique du VX-970, le Ilaboratoire de
Pharmacocinétique/Pharmacodynamique du University of Pittsburgh Cancer Institute dirigé
par le Dr Beumer a répondu a un appel d’offre pour développer la validation de cette

méthode.

En support des essais cliniques en cours, et dans |'objectif de permettre les analyses
pharmacocinétiques a venir, nous avons publié la validation d’une méthode analytique par LC-

MS / MS pour la quantification précise, sensible et fiable du VX-970 dans le plasma humain.
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La validation a été effectuée conformément aux directives de la FDA pour la validation de
méthode bio-analytique. Cette méthode pourra étre utilisée pour quantifier le VX-970 dans

des échantillons de plasma provenant d'essais cliniques en cours et a venir.

1. Le VX-970

Le VX-970 est une molécule organique qui se présente sous deux formes : la forme basique
libre (463.55 Da) et la forme ionisée lié a I'acide chlorhydrique HCl (500.01 Da). Son pKa est

de 9,15. Elle est donc sous forme saline au pH physiologique. (Figure 46.)

NH2 'O"_'_N
HCI
|
= N
0—8=0

FIGURE 46 : Structure chimique du VX-970

D’apres les études de relations structures-activités du précurseur, le VE-821, le domaine actif

du VX-970 pour ATR repose sur I’hétérocycle izoxazole.

Sous forme anhydre, le VX-970 se présente sous la forme d’une poudre jaune. En solution
cette couleur jaune persiste ce qui la rend photosensible. Par conséquent, il a fallu adapter la

luminosité et le matériel utilisés conformément a cette caractéristique.
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2. Les solvants

La solution mere du VX-970 était titrée a 1mg /mL dans le DMSO (diméthylsulfoxide).
Concernant les solvants d’élutions utilisés pour ’'HPLC, nous avons comparé, dans le cadre du
solvant fort, I’éthanol et I'acétonitrile. Aprés plusieurs essais couplés a la spectrométrie de
masse, aucune différence d’ionisation n’est apparue. De maniere empirique, nous avons choisi
I’acétonitrile car :
e |l permet une meilleure précipitation des protéines plasmatiques apres centrifugation
e |l provoque généralement moins de pression dans la colonne
e |l offre une force d’élution plus importante
De ce fait, I'ensemble des solutions filles a savoir : la gamme d’étalonnage, les points de
controles et I’étalon interne ont été diluée puis conservé dans I'acétonitrile.
L'eau a été choisie comme solvant faible. L’ajout de 0,1% d’acide formique dans chacun des
deux solvants permet d’augmenter l'ionisation dans le spectrometre de masse.
Des études préalables ont démontré la stabilité du VX-970 dans le plasma. De ce fait, la
matrice utilisée pour la méthode analytique fut le plasma traité par EDTA. Au cours de |'essai

nous avons réalisé une validation croisée des anticoagulants avec I’héparine sodique.

3. Le spectrometre de masse

Le spectrometre de masse a été utilisée en tandem, avec un triple quadripéle. Cette structure
repose sur l'association de deux analyseurs quadripolaires en série, séparés par une cellule de
collision souvent constituée d'un quadripdle plus court. Utilisée avec le mode MRM (Multiple
reaction monitoring), elle permet une double sélectivité avec une premiere analyse de I'ion
parent et une deuxieme analyse de I'ion produit faisant de ce mode, une méthode de choix
pour une quantification sensible.

L’étalon interne utilisé pour la validation de la méthode fut le [d7]-VX-970 (Figure 47).
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FIGURE 47 : L’étalon interne [d7]-VX-970

Le [d7]-VX-970 a la méme structure chimique que le VX-970, mais il possede 7 deutériums a

la place des hydrogénes. Il a donc une masse égale a celle du VX-970 + 7 Da.
Le VX-970 réalisa une trés bonne ionisation (ANNEXE 1V) :

e m/zduVX-970 = 464.3 Da> 433.5 Da pour l'ion produit
e m/zdu[d7]-VX-970 = 471.3> = 440.3 Da pour I'ion produit

soit une perte massique de 31 Da pour les deux composés.

4. L'HPLC

La chromatographie a été réalisé en phase inverse.

Comme cité précédemment, la phase mobile de la chromatographie a été un mélange variable

d’acétonitrile et de d’eau avec 0.1% d’acide formique dans les deux solvants.

Pour accélérer le processus de passage du VX-970 dans la colonne, il a fallu jouer a la fois sur

les parametres de gradients et de débits des solvants (Figure 48,49).
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GRADIENT SOLVENT

——Solvent A: AcetoN/o.1 FA Solvent B : Water/ 0.1 FA
n 9° 80 8%
KJ 8o 20 70
= 70
E 60
= 50
L
a 40 3/ \O
g 30 20 20
20
CO> 10
= o
2.1 2.6 3.1 3.6 4.1
TIME

FIGURE 48 : Le gradient des solvants pompés en pourcentages en fonction du temps par cycle

d’analyse.
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FIGURE 49 : Le débit des solvants pompés en fonction du temps par cycle d’analyse
Pour la méthode en phase inverse nous avons comparé 3 colonnes :

e Luna Phenylhexyl (50 x 2.0 mm, 3um), k' = 3.5
e Synergi Hydro RP 80A (50 x 2.0 mm, 4 um), k' = 4.36
e Synergi Polar RP 80A (50 x 2.0 mm, 4 um), k'=4.56

Les deux premiéres colonnes sont responsables de pics asymétriques et de hautes pressions
dans la colonne. De ce fait, la 3™ colonne fut choisie. Le choix a été confirmé ultérieurement

par le calcul du facteur de sélectivité (a=2.98) et du facteur de résolution (Rs > 5).
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5. Directives de la FDA pour la validation de méthode bio-analytique

Les recommandations de la FDA pour la validation d’une méthode bio-analytique repose sur

7 parameétres :

e |'exactitude c’est-a-dire la proximité entre la concentration réelle et la concentration
dosée par la méthode.

e laprécision c’est-a-dire la proximité entre les différentes valeurs de concentrations des
mesures individuelles effectuées par la méthode

e la récupération compare la concentration d’une solution de VX-970 extraite d’un
échantillon de plasma et la concentration d’'une méme quantité de VX-970 ajouté
avant I'extraction. Cette comparaison permet d’évaluer I'effet de matrice potentiel sur
le dosage de I'analyte.

e la spécificité, compare 6 lots individuels de plasma humain sans contréle traités et
analysés pour étudier les interférences potentielles des composants de la matrice avec
le dosage de I'analyte

e la sensibilité, évalue le rapport de I'aire sous la courbe de la grandeur mesurée a la
valeur correspondante de la concentration de I’élément a doser.

e lareproductibilité, compare les résultats individuels obtenus sur le méme échantillon
soumis a |'essai dans des laboratoires différents et dans les conditions suivantes :
analyste différent, appareil différent, jour différent ou méme jour

e la stabilité compare les concentrations de plusieurs solutions selon les différentes
conditions physiques : 8 mois dans les conditions de stockage a -80°C, 6h dans les
conditions de manipulation a température ambiante, 3 jours dans des les conditions
de congélation/décongélation, 4h dans le plasma a température ambiante, aprés
réinjection dans I'appareillage 3 jours aprés une premiere injection. L’'ensemble de ces

échantillons est comparé a un échantillon fraichement décongelé et analysé.

La publication est en annexe lll.
Peu de temps apres la fin de la validation de la méthode, le centre anticancéreux de Pittsburgh
faisait son entrée dans |'essai clinique multicentrique de phase | (NCT02595931) évaluant la

combinaison VX-970 + irinotécan. Le 1" patient traité par la combinaison eu lieu en juin 2016.

177



CONCLUSION

Les derniéres années, ont vu opérer un changement de paradigme dans la prise en charge du
cancer en passant d’une cancérologie « d’organe » a une cancérologie « stratifiée » et qui de
nos jours, devient une cancérologie « personnalisée » dans laquelle les TC jouent un réle
primordial. Cette nouvelle cancérologie s’intégre dans la médecine de précision qui est guidée,
dans la mesure du possible, par les caractéristiques moléculaires de la tumeur propre a chaque
patient notamment grace aux biomarqueurs permettant d’identifier les patients porteurs de

I’'anomalie moléculaire a cibler.

Initialement restreinte a un nombre limité de patients, I'utilisation des TC s’est généralisée a
tous les stades de la pathologie pour la grande majorité des localisations tumorales grace a la
découverte de nouvelles cibles et de mécanismes communs a la cancérogénése, ce qui tend a
pouvoir traiter un nombre beaucoup plus grand de sous-groupes de patients. Aujourd’hui les
TC représentent plus d’un quart des spécialités antitumorales, dans 98 indications
thérapeutiques, ciblant 24 voies oncogéniques. Que ce soit le traitement de la LMC (imatinib)
et du cancer du sein HER2+ (trastuzumab) il y a plus de 10 ans, ou I'avenement des CAR-T plus
récemment, le ciblage thérapeutique de précision est a |'origine de révolutions dans la prise
en charge de nombreux cancer. A l'avenir, une nouvelle vague de bouleversement
thérapeutique est attendu, notamment en 1° ligne, du fait de la récente mise sur le marché
des agents de I'immunothérapie spécifique qui apparait déja étre révolutionnaire par leurs
spectres d’activités et pour le taux de survie globale gu’elles engendrent chez les patients
traités. Cependant la Financial Toxicity qu’entraine I'utilisation des TC, interroge sur la
soutenabilité des systemes de soins a maintenir un accés a l'innovation et aux meilleurs

traitements pour tous les patients dans une pathologie mortelle.

Dans la stratégie d’adopter le ciblage thérapeutique, a I'émergence de clones tumoraux
résistants, I'exploitation de la DDR a ouvert une nouvelle voie efficace et pertinente qui a

permis la mise sur le marché en 2015 d’un inhibiteur de la protéine PARP dont |'olaparib
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indiqué dans le cancer du sein et de I'ovaire mutés BRCA 1 / 2 opérant par un mécanisme
original de létalité synthétique. Depuis le succeés des PARPI, les investigations précliniques ont
largement exploré les différents phénotypes tumoraux de la DDR afin de les exploiter par des
thérapies hautement sélectives. Notons a ce titre l'intérét grandissant des modeéles
mathématiques mécanistiques pour I'exploration et les prédictions des comportements des

voies de signalisations dans le cadre d’'un environnement mutationnel important.

Ces recherches sur le ciblage des voies de la DDR ont notamment révélé le pouvoir

potentialisateur des agents endommagent I’ADN que sont la radio-chimiothérapie.

Dans le cadre de cette stratégie, le ciblage de la voie ATR-Chk1 permet d’exploiter les niveaux
élevés de stress réplicatifs au sein de la cellule tumorale ainsi que leurs hyper-dépendances
au point de contrdle S/G2 du cycle cellulaire. Faisant suite aux résultats favorables des études
précliniques sur divers modeles cellulaires et animaux, le VX-970, premier inhibiteur de la
protéine ATR entre en essai clinique de phase | en combinaison successive avec deux agents
cytotoxiques. Les résultats préliminaires de cette phase |, présentés lors de la session 2016 de
I’ASCO semble prometteur. En effet le VX-970 associé a la gemcitabine aurait un profil de
toxicité tolérable, une réponse clinique au bout de 12 semaines prometteuse particulierement
marqué chez le phénotype p53 muté et/ou ATM déficient, et une pharmacocinétique
approximativement linéaire sans qu’il y ait aucune interaction de la gemcitabine sur son profil

cinétique.

En 2017, le VX-970 fait I'objet de 9 essais cliniques dont 3 phases Il impliquant la nécessité de
sa description pharmacocinétique compléte. Dans le but de soutenir ces investigations, nous
avons développé une méthode analytique par LC-MS / MS pour la quantification précise,
sensible et fiable du VX-970 dans le plasma humain, conformément aux directives de la FDA
pour la validation de méthode bio-analytique. Cette méthode pourra étre utilisée pour
guantifier le VX-970 dans des échantillons de plasma provenant d'essais cliniques en cours et
a venir. Nous avons choisi une gamme d’étalonnage englobant 'ensemble du profil cinétique
d’un patient traité par VX-970 au sein du centre anticancéreux. De plus, la Cmax de ce profil
était largement inférieure a la limite supérieure de quantification, ce qui permettra a la

méthode de rester fiable a mesure que la dose et les concentrations sérique augmenteront.
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Apres précipitation des protéines plasmatiques, la chromatographie de I’échantillon a été
réalisée avec une colonne Phenomenex Polar-RP 80A (4 um, 50 x 2 mm) et une phase mobile
gradient acétonitrile-eau avec 0,1% d'acide formique. La détection a été réalisé par un
spectrometre de masse ABI 4000 en mode ionisation positive par électronébulisation
(Electrospray lonization Positive). La méthode de dosage est linéaire pour des concentrations

allant de 3 a 5000 ng / mL et se révele a la fois précise (94,6-98,5%) et spécifique (CV <8,4%).

En conclusion, nous avons réussi a publier une méthode analytique par LC-MS / MS pour la
guantification du VX-970 dans le plasma humain, en couvrant toute la plage de concentration
clinique. Ce test pourra étre un outil précieux en support du développement clinique du VX-

970 aux résultats précoces prometteurs.
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DNA damaging chemotherapy and radiation are widely used standard-of-care modalities for the treat-
ment of cancer. Nevertheless, the outcome for many patients remains poor and this may be attributed, at
least in part, to highly effective DNA repair mechanisms. Ataxia-telangiectasia mutated and Rad3-related
(ATR) s a key regulator of the DNA-damage response (DDR) that orchestrates the repair of damaged repli-
cation forks. ATR is a serine/threonine protein kinase and ATR kinase inhibitors potentiate chemotherapy
and radiation. The ATR kinase inhibitor VX-970 (NSC 780162) is in clinical development in combina-

sggggds: tion with primary cytotoxic agents and as a monotherapy for tumors harboring specific mutations. We
Tandem mass spectrometry have develpped and validated an. LC-MS/MS assay for the sensitive, accura.ltt? and prec1.se quantitation
Clinical of VX-970 in human plasma. A dilute-and-shoot method was used to precipitate proteins followed by

chromatographic separation with a Phenomenex Polar-RP 80 A (4 um, 50 x 2 mm) column and a gradi-
ent acetonitrile-water mobile phase containing 0.1% formic acid from a 50 L sample volume. Detection
was achieved using an API 4000 mass spectrometer using electrospray positive ionization mode. The
assay was linear from 3 to 5,000 ng/mL, proved to be accurate (94.6-104.2%) and precise (<8.4% CV), and
fulfilled criteria from the FDA guidance for bioanalytical method validation. This LC-MS/MS assay will
be a crucial tool in defining the clinical pharmacokinetics and pharmacology of VX-970 as it progresses
through clinical development.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Cancer cells frequently acquire mutations that inactivate specific
DNA repair mechanisms and these changes that are not present in
normal cells, may be exploited to achieve significant therapeutic
index with small molecules such as PARP inhibitors. Furthermore,

1. Introduction

Cytotoxic chemotherapies and ionizing radiation that induce
DNA damage are widely used standard-of-care modalities for solid

malignancies. For many patients the benefit of these therapies is
limited, at least in part, by the DNA damage response (DDR), the
signaling that orchestrates a wide array of mechanisms that detect
and repair DNA damage in cancer cells as well as normal cells [1].

* Corresponding author at: University of Pittsburgh Cancer Institute, Room G27E,
Hillman Research Pavilion, 5117 Centre Avenue, Pittsburgh, PA 15213-1863, USA.
E-mail address: beumerj@gmail.com (J.H. Beumer).
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the DDR may be a barrier to oncogenic transformation that may be
elevated in cancer cells and therefore targeted to achieve significant
therapeutic index [2].

Ataxia telangiectasia mutated (ATM) and ataxia telangiectasia
mutated and Rad3-related (ATR) are two serine/threonine kinases
that have been identified as primary activators and coordinators of
DDR [3,4]. ATM recognizes DNA double-strand breaks (DSBs) and
ATRrecognizes single-strand DNA at damaged replication forks and
resected (DSBs) [1]. ATM and ATR initiate complex and overlapping
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signaling cascades [5]. Up to 70% of tumors display inactivating
mutations in either ATM or tumor suppressor protein p53 and it
is hypothesized that cells harboring defects in this signaling axis
acquire a selective advantage during carcinogenesis that is asso-
ciated with loss of the G1 cell cycle checkpoint and reduced DNA
repair [6]. Cancer cells that have lost the ATM/p53 axis have an
increased dependence on the ATR signaling pathway and corre-
spondingly both ATM- and p53-deficient cancer cells are selectively
killed by ATR kinase inhibitors in vitro an in vivo [7-9].

VX-970 has recently entered clinical development as a potent
and selective inhibitor of ATR [10]. VX-970 has anti-proliferative
qualities as a single agent and it potentiates the effects of DNA
damaging therapies in ATM-deficient xenograft models [11-13].
Radiation and chemotherapy are typically administered at or near
their maximum tolerable dose and potentiating these standard-of-
care therapies with VX-970 is a rational approach to increase the
efficacy of the primary DNA damaging modality without creating
additional toxicity. As VX-970 progresses through clinical develop-
ment, an accurate description of its pharmacokinetics and potential
alterations by primary chemotherapies is crucial. To support these
endeavors we developed a sensitive and accurate LC-MS/MS assay
to quantify VX-970 in human plasma. The calibration curve ranges
from 3 to 5000 ng/mL to accommodate expected clinical concen-
trations.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

VX-970 (NSC 780162, VRT-0768079, VE-822) (M/(M+M.7)
>99.99%) was obtained from Vertex Pharmaceuticals (Boston,
MA) as the free base. Because the drug substance used clini-
cally, and therefore the reported doses, reflect the hydrochloride
salt, all concentrations described in this report are expressed
as hydrochloride salt. The internal standard, [d7]-VX-970 (VRT-
1135046) (M.7/(M+M.7) >99.66%), was obtained from Vertex
Pharmaceuticals (Boston, MA). Bile from VX-970 treated rat was
provided by Vertex Pharmaceuticals, London, UK. Acetonitrile,
water (both HPLC grade) and dimethyl sulfoxide were purchased
from Fisher Scientific (Fairlawn, NJ). Formic acid was purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Control human plasma was
purchased from Valley Biomedical (Winchester, VA) and Lampire
(Everett, PA). Bovine serum albumin (BSA), pooled human liver
microsomes, pooled female rat microsomes, UDPGA, MgCl,, alame-
thicin and formic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

2.2. Chromatography

The LC system consisted of an Agilent (Palo Alto, CA, USA) 1200
SL autosampler and binary pump and a Phenomenex (Torrence, CA
USA) Synergi Polar-RP 80A (4 wm, 50 x 2.0 mm) column using a
gradient style elution program. Mobile phase solvent A consisted
of 0.1% formic acid in acetonitrile and mobile phase solvent B
consisted of 0.1% formic acid in water. The initial mobile phase com-
position was 30% solvent A and 70% solvent B. From O to 2.2 min,
at a 0.4 mL/min flowrate, solvent A was increased to 80% and con-
ditions held until 2.3 min. Between 2.3 and 3.0 min, solvent A was
maintained at 80% and the flowrate increased to 0.8 mL/min and
conditions held until 3.1 min. At 3.1 min he mobile phase composi-
tion was then returned to 30% solvent A until 4 min at a flowrate of
1.0 mL/min. The total run time was 4 min with an injection volume
of 5 uL.

2.3. Mass spectrometry

Mass spectrometric detection was carried out using a SCIEX
(Framingham, MA) 4000 hybrid linear ion trap tandem mass spec-
trometer utilizing electrospray ionization in positive-ion multiple
reaction monitoring (MRM) mode. The settings of the mass spec-
trometer in positive mode scanning parameters were as follows:
curtain gas 40, IS voltage 5000V, probe temperature 500°C, GS1
65, GS2 65, DP 50V, CE of 25 eV, and an exit potential of 10 V. The
temperature of the autosampler was 4°C. The MRM m/z transi-
tions monitored were: 464.3 >433.5 for VX-970 and 471.3 >440.3
for [d;7]-VX-970. Control of the LC system and mass spectrometer
as well as data collection was accomplished with Analyst software
(version 1.4.2).

2.4. Preparation of calibration standards and quality control
samples

Stock solutions of VX-970 and internal standard [d7]-VX-
970 (see Fig. 1 for structures) were prepared independently at
1.0mg/mL in dimethyl sulfoxide (DMSO) and stored at —80°C.
Working stock solutions of 0.1 mg/mL VX-970 and 0.1 mg/mL [d;]-
VX-970 were prepared in DMSO. On the days of analysis, the
working stock solution of VX-970 was serially diluted in 10 fold
steps using DMSO, and the internal standard was diluted 200 fold
to a final concentration of 0.5 pg/mL. VX-970 calibration working
stock solutions were then diluted in human plasma to produce the
following analyte concentrations: 3, 10, 30, 100, 300, 1000, 3000
and 5000 ng/mL. For each calibration series zero and blank samples
were also prepared from 50 L of control plasma.

Quality control (QC) stock solutions were stored at —80 °C. These
solutions were diluted in human plasma to produce the following
QCsamples of either: Lower Limit of Quantification (LLOQ) 3 ng/mL,
QC Low (QCL) 5ng/mL; QC Mid (QCM) 150ng/mL, and QC High
(QCH) 4000 ng/mL.

2.5. Sample preparation

Ten pL of 0.5 ug/mL [d7]-VX-970 was added to each micro-
centrifuge tube except blank plasma samples. This was followed
by addition 50 L plasma (standard, QC or sample plasma). Pro-
tein precipitation was sequentially accomplished using 200 p.L of
acetonitrile (aqueous to organic ratio of 1:4 v/v). Samples were vor-
texed for 1 min on a Vortex Genie-2 set at 9 (Model G-560 Scientific
Industries, Bohemia, NY) and then centrifuged at 13,500 x gatroom
temperature for 5min. A 100 L aliquot of the resulting super-
natant was transferred to an autosampler vial followed by addition
of 150 pL of water (final organic composition 32%), vial capping and
brief vortexing. A 5 L volume of each sample was then injected
into the LC-MS/MS system.

2.6. Validation procedures

2.6.1. Calibration curve and lower limit of quantitation (LLOQ)

Calibration standards and blanks were prepared and analyzed
(see paragraph 2.3 and 2.4) in triplicate to establish a calibra-
tion range with acceptable accuracy and precision, as previously
described [14].

2.6.2. Accuracy and precision

The accuracy and precision of the assay were determined by
analyzing samples at the LLOQ, QCL, QCM, and QCH concentrations,
as previously described [14].



246 B.F. Kiesel et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 146 (2017) 244-250

NH, o—y NH, o—y
e AN | TN )
| HC1 |

N H\ N
“ “]

N N
o=85=—=0 0=$=0
/\ D. D

TS,

OH

NH, O\N HOOC. OH
I Nl >\ \ o .
- N
7
g
o—s—0
N

Fig. 1. Structures of VX-970 (HCl salt), [d;]-VX-970 internal standard, and VX-970 glucuronide metabolite.

2.6.3. Selectivity and specificity

Six individual batches of control drug-free human plasma were
processed and analyzed (see 2.4) to investigate potential interfer-
ence of endogenous matrix components with the assay. Responses
of VX-970 at the LLOQ concentration were compared with the
response of the blank samples.

Cross-talk of VX-970 and [d7]-VX-970 was characterized by
detection of competing analyte signal into their respective MRM
channels.

2.6.4. Extraction recovery and matrix effect

We determined the extraction recovery of VX-970 from plasma
by comparing the absolute response of a neat solution of VX-970
in an extracted control plasma sample to the absolute response of
a plasma extract with an equal amount of VX-970 added prior to
extraction.

Regions of potential matrix effects on analyte signal by
endogenous phospholipids in human plasma were identified by
characterizing the chromatographic profiles of phospholipids. This
was accomplished using previously reported phospholipid MRM
channels and MS settings while maintaining the optimized LC com-
ponents of the VX-970 assay [15,16]. The following MRM channels
were monitored in addition to VX-970: m/z 184> 184, 496> 184,
522>184, 524>184, 704>184, 758>184, 760>184, 784> 184,
806 > 184. Trimethylammonium-ethyl phosphate (m/z 184) is a
common phospholipid product ion found in human plasma.

The matrix effect caused by endogenous plasma matrix com-
ponents on VX-970 response was defined as the change in the
absolute response of a control plasma extract to which analyte had
been added after the extraction relative to the absolute response
of reconstitution solvent to which the same amount of VX-970 had
been added. Experiments were performed at the three QC concen-
trations in quadruplicate.

2.6.5. Stability

Long-term stability experiments were performed both in stock
solution and plasma after storage at —80 °C. Stability in the stock
solution was expressed as the percentage recovery from a freshly
prepared solution relative to the stored solution (8 months). The
stability of VX-970 in plasma at —80 °C was determined by compar-
ison of plasma samples before and after storage (8 months) against
freshly prepared standard curves.

The room temperature stability of VX-970 in stock solution
for 6 h was determined by comparison to stock solution stored at
—80°C. All stability testing in plasma was performed in triplicate at
the QCL, QCM and QCH concentrations. The effect of 3 freeze/thaw
cycles on VX-970 concentrations in plasma was evaluated by anal-
ysis of sample after they had been frozen (—80°C) and thawed on
3 separate days and comparing the results with those of freshly

prepared samples. The stability of VX-970 in plasma during sample
preparation was evaluated by assaying samples before and after4 h
of storage at room temperature. To evaluate the stability of VX-970
after sample processing, we re-injected QC samples and calibration
curves approximately 72 h after the first injection. The concentra-
tions and absolute analyte areas derived from the second injection
were then compared with those derived from the first injection. The
results were expressed as a percentage of the values of the second
run to their respective values in the first run.

2.6.6. Dilution integrity

To demonstrate dilution integrity, plasma samples containing
VX-970 concentrations of 50,000 ng/mL were diluted 20-fold (to
2500 ng/mL) with control plasma and analyzed.

2.6.7. Anti-coagulantia cross validation

To demonstrate the ability of our EDTA plasma-based assay to
quantitate heparinized plasma samples, we quantitated and com-
pared our EDTA QCL, QCM, and QCH samples in quadruplicate
against both an EDTA and a heparinized plasma duplicate calibra-
tion curve.

2.6.8. Glucuronide metabolite

This method was developed for the quantitation of VX-970 in
samples obtained from multiple clinical trials. In preclinical animal
testing, the major metabolite of VX-970 was identified as a direct
glucuronide conjugate of VX-970 (mass 638.5 amu). In anticipation
of possible glucuronide metabolites in plasma of treated with VX-
970, we examined bile from a rat that was administered VX-970 (M.
Howard, Vertex Pharmaceuticals London UK, estimated concentra-
tions based on HPLC-UV: 9.0 pug/mL VX-970, 31.9 pg/mL VX-970
glucuronide).

We first determined the retention time of the glucuronide
metabolite in our assay. To accomplish this we first spiked bile from
VX-970 treated rats (10 mg/kg IV infusion) to control plasma and
processed these samples as described previously. A full mass scan
of this sample was analyzed to identify the glucuronide metabo-
lite (+176 m/z).The sample was then re-injected using a product
ion scan to determine the fragmentation pattern of the metabolite.
This revealed the metabolite fragmented into both VX-970 parent
mass (464.3 m/z) as well as the previously selected VX-970 product
ion (433.5 m/z). Based on signal intensity, the 433.5 m/z production
was selected and a 639.5>433.5 m/z MRM channel was added to
the method to monitor the metabolite.

Chemical degradation in matrix and in-source fragmentation
can cause cleavage of direct glucuronide metabolites, produc-
ing parent drug, causing false positive parent compound signal.
Potential VX-970 interference from in-source fragmentation of the
glucuronide metabolite was assessed by comparison of parent and
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metabolite retention times. The stability of glucuronide metabolite
in human plasma was assessed by taking bile from VX-970 treated
mice and spiking it to human plasma. These samples were then ana-
lyzed before and after a 4 h incubation at room temperature. The
stability of the metabolite as a function of pH was also assessed by
spiking the bile to phosphate buffers at various pH values (5, 6, 7,
8 and 9). VX-970 was quantitated before and after a 4 h incubation
at room temperature in these buffers.

To further elucidate the role of VX-970 glucuronidation as a
pathway in human metabolism, separate incubations of VX-970
in permeabilized human and rat microsomes were conducted in
triplicate. The incubation for glucuronidation was adapted from
a previously published method to allow for a 0.5mL incuba-
tion volume [17]. The final incubation mixture contained 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.4), 0.25 mg/mL microsomal protein con-
centration, 25 pg/mL alamethicin, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,,
and 5000 ng/mL of VX-970. Determination of microsome protein
content was accomplished using a protein assay kit from BioRad
(Hercules, CA) with BSA as the standard. Absorbance readings were
recorded at 630 nm using an Infinite M100 Pro plate reader from
Tecan (Mdnnedorf, Switzerland). The reaction was initiated with
the addition of 5 WM UPDGA. Aliquots (50 L) were sampled from
the reaction mixture at O and 60 min with 200 L of acetonitrile
added to terminate the reaction. Samples were stored at —80°C
until the day of analysis upon which 10 pL of internal standard
was added and samples processed as described previously. Sam-
ples were quantitated with a standard curve produced in phosphate
buffer matrix (pH 7.4) with 0.25 mg/mL BSA along with QCs pre-
pared in human plasma. The validity of the assay in this matrix
was first validated by preparing a triplicate curve in the matrix
and comparing it to QCs prepared in plasma. A negative control
was included that lacked UPDGA in a rat microsome incubation.
Positive controls were included using SN-38 (active metabolite of
irinotecan) in separate human and rat microsome incubations. SN-
38 and SN-38 glucuronide were analyzed by LC-MS/MS based on a
previously published assay [18].

2.7. Application of assay

To demonstrate the applicability of the assay, we analyzed sam-
ples from a patient enrolled in the study of VX-970 in combination
with irinotecan (NCT02595931). This patient had signed informed
consent on an institutional review board approved protocol. The
patient received an IV infusion of VX-970 and blood samples were
collected between 0 and 72 h. The pharmacokinetic parameters
from this patient were determined non-compartmentally using PK
Solutions 2.0 (Summit Research Services, Montrose, CO). Addition-
ally, the glucuronide metabolite channel was also monitored during
sample analysis.

3. Results and discussion
3.1. Assay validation

3.1.1. Calibration curve and LLOQ

The selected assay range of 3-5,000 ng/mL fulfilled the FDA cri-
teria for the LLOQ concentration and the calibration curve [19].
Accuracies and precisions at the different concentrations were
determined from triplicate calibration curves on 5 separate days
and are reported in Table S 1. At most concentrations, the mean
square of the within runs was greater than the mean square of the
between runs, indicating that there was no significant additional
variability due to the performance of the assay in different runs
[20]. Representative calibration curves and corresponding correla-
tion and regression coefficients are shown in Fig. S. 1.

3.1.2. Accuracy and precision

The accuracies and intra- and inter-assay precisions for the
tested concentrations (LLOQ, QCL, QCM, and QCH) were all within
the defined acceptance criteria (Table S 2) [19].

3.1.3. Selectivity and specificity

Chromatograms of six individual control plasma samples con-
tained no co-eluting peaks >20% of the analyte areas at the LLOQ
concentration.

Cross-talk calculations were performed and revealed that
VX-970 cross-talks with the internal standard channel at approx-
imately 0.0015% with identical retention times. The internal
standard is added at approximately 50 ng/mL, which would not
be expected to result in meaningful interference with the VX-970
signal at the LLOQ at 3 ng/mL.

3.1.4. Extraction recovery and matrix effect

The recovery of VX-970 was approximately 94% with CVs
between 2.7 and 11.8%.

Analysis of phospholipid MRM channels demonstrated no phos-
pholipids co-elute with VX-970 (Fig. S. 3). Matrix effect was less
than —7% (i.e. ionization suppression), with CVs between 2.3 and
6.6% (Table S 3.).

3.1.5. Stability

The stability of VX-970 stock solution at room temperature for
6 h was 96.7% (Table 1). Stability in stock solution for 8 months at
—80°C was 95.7%. The stability of the analyte after 3 freeze thaw
cycles (-80°CtoRT)ranged between 98.1 and 99.6%. Long-term sta-
bility (8 months) of the analyte in plasma at —80°C was adequate
with recovery between 92.2 and 100.1%. The absolute responses
of plasma extracts of VX-970 at the QC concentrations, when pro-
cessed and kept in the autosampler for 72 h, were 102.7-114.4% of
the initial responses (CV 2.6-3.9%), while the response of VX-970
relative to the internal standard signal ranged from 97.0 to 99.3%
(CV 1.8-4.2%). Importantly, the reinjection run met the criteria set
by the FDA [7].

3.1.6. Dilution integrity

The samples diluted from 50,000 ng/mL to 2500 ng/mL (diluted
20 times) displayed an accuracy of 91.3% with a CV of 4.0%, indicat-
ing the dilution integrity of VX-970 in plasma.

3.1.7. Anti-coagulant cross validation
Accuracy and precision of back-calculated concentrations were
within 15% at QCL, QCM, and QCH concentrations (Table S 4).

3.2. Development

3.2.1. Mass spectrometry

The mass spectrometric parameters were optimized in order to
obtain the largest parent ion and subsequent product ion from frag-
mentation for both VX-970 and IS. Both compounds were infused
separately into the mass spectrometer with mobile phase contain-
ing either 50% methanol and 50% water with 0.1% formic acid or
50% acetonitrile and 50% water with 0.1% formic acid. There was no
remarkable difference in the ionization effects between the chosen
organic solvents. Acetonitrile was chosen as the organic solvent due
to its greater ability to precipitate proteins and create a cleaner
final matrix for our desired dilute and shoot sample preparation.
Optimized mass spectrometric parameters are listed in Section 2.3.

3.2.2. Chromatography
We evaluated the following three columns: Synergi Polar RP
80A (50 x 2.0mm, 4 um), Synergi Hydro RP 80A (50 x 2.0 mm,
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Table 1
Stability of VX-970 under varying conditions.

Storage condition Concentration (ng/mL) Stability (%) CV (%) Replicates

VX-970

Stock solution 6 h

Ambient temp 100,000 96.7 10.6 3

Stock solution 8 months

-80°C 100,000 95.7 4.0 3

Plasma 4 h

Ambient temp. QCL 5 96.2 6.2 3
QCM 150 96.0 4.3 3
QCH 4000 100.2 0.5 3

Plasma 3 freeze-thaw cycles

-80°C QCL 5 98.1 3.9 4
QCM 150 99.6 5.0 4
QCH 4000 98.1 34 4

Plasma 8 months

—80°C QCL 5 92.2 4.6 4
QCM 150 100.1 3.8 4
QCH 4000 96.2 4.0 4

4 wm), and Luna phenylhexyl (50 x 2.0 mm, 3 pm). VX-970 exhib-
ited significant peak-tailing on the Luna column, which was
therefore eliminated from the selection. The Polar RP and Hydro RP
columns each produced acceptable VX-970 peak shapes but analy-
sis of rat bile containing the glucuronide metabolite demonstrated
that the Polar RP column provided better separation of parent and
metabolite and was therefore selected for the method.

It was observed that greater than 75% acetontrile in the mobile
phase caused rapid elution of VX-970. We found that a gradient
style elution gave adequate time to separate endogenous matrix
components from VX-970 and still achieve a short run time. The
final mobile phase composition elutes VX-970 during the terminal
phase of the 0-2.2 min step where mobile phase A is increased from
30 to 80%.

Despite the short elution time, phospholipids from the human
plasma matrix did not co-elute with VX-970 indicating that a
potential signal interference was minimal.

The approximate retention time of both VX- 970 and [d;]-VX-
970 was 1.9 min. VX-970 had a capacity factor of 4.6 based on the
observed void time of 0.34 min. Representative chromatograms of
VX-970 (at the LLOQ), and internal standard in plasma are displayed
in Fig. S. 2.

Carry-over was assessed by injecting 50,000 ng/mL of VX-970
and 5000 ng/mL of IS, followed by injection of 4 control plasma
samples. Carry-over amounted to less than 0.02% for VX-970 and
0.2% for IS.

3.2.3. Extraction and sample preparation

To expedite sample preparation, we chose to pursue a method
of dilute-and-shoot sample preparation. This process used a 1:4
ratio of sample to acetonitrile (v/v) and demonstrated the abil-
ity to obtain our desired sensitivity of the 3 ng/mL LLOQ. Despite
achieving our desired sensitivity, the final sample extract pro-
duced peak fronting and general irregular chromatography, which
was most likely due to the incompatibility of the organic to aque-
ous ratio between sample extract (80% organic) and initial mobile
phase composition (30% organic). Resolving this discrepancy with-
out alteration of our developed chromatographic method would
require a decrease in the sample extract organic-to-aqueous ratio.
Decreasing the amount of acetonitrile for extraction could compro-
mise protein precipitation so we added an additional step of adding
150 L of water to 100 pL supernatant of processed samples. This
decreased the final organic composition of the sample to approx-
imately 32% and thus closely replicated the initial mobile phase
composition of 30% acetonitrile. Initial experimentation with this

processing method revealed a crucial step of thoroughly vortex-
ing autosampler vials after capping. This minor addition to sample
preparation restored peak shape, maintained LLOQ sensitivity and
did not compromise efficiency of protein precipitation.

3.2.4. Glucuronide metabolite

Analysis of bile from rats treated with VX-970 revealed it con-
tained both unconjugated VX-970 (retention 1.9 min) and the direct
glucuronide of VX-970 metabolite (retention 0.83 min, see Fig. S.
2C). In-source fragmentation of the metabolite back to the VX-970
parent m/z was also observed. The latter observation is not consid-
ered a potential bias for the quantitation of VX-970 as the analytes
were appropriately separated. We incorporated the corresponding
MRM transition (m/z 639.3 >433.5) into the quantitation method to
ensure that any metabolite in patient samples would be detected.

Incubation of bile at the tested pH values demonstrated no
increase in VX-970 concentrations, indicating stability of the glu-
curonide metabolite as both a function of pH (5-9) and time (up
to 4h) (Table S 5). Bile spiked plasma incubated at room tempera-
ture for 4 h showed VX-970 concentrations were 96.5% stable (CV
4.7%), indicating that the glucuronide metabolite did not hydrolyse
to produce parent VX-970.

VX-970 incubations in permeabilized human microsomes
revealed no glucuronidation with 99.9% (CV 4.7%) of drug remaining
in the incubation mixture after 60 min compared to 87.5% (CV 1.8%)
in rat microsomes. No metabolite was observed in the 639.3 >433.5
m/z glucuronide channel in rat the microsome incubation, most
likely due to being below the limit of sensitivity. These experiments
lend further evidence that the glucuronidation pathway for VX-970
is species specific and does not occur in humans. Positive control
experiments confirmed glucuronidation of SN-38 in both rat and
human microsomes both measured as SN-38 depletion and SN-38
glucuronide generation. These experiments demonstrate that the
UGT isoforms responsible for VX-970 glucuronidation in rats are
either not present in humans or have a very low activity.

3.3. Application of assay

All patient plasma samples analyzed had VX-970 concen-
trations within the calibration range. Visual inspection of the
time-concentration plot revealed a distinct biphasic elimination
profile as seen in Fig. 2. A Cphax of 343 ng/mL was observed near
the end of the 1h infusion. Non-compartmental analysis of this
data resulted in the following PK parameter values: Ty, of 14h,
AUCq_73 2.43 pgH/mL, AUCq_o, 2.50 g H/mL, Vss 386 L/m?, and Cl
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Fig. 2. VX-970 (O) plasma concentrations in a patient administered a 1h intra-
venous infusion of 60 mg/m? VX-970.

24.0L/h/m2. Additionally, monitoring the glucuronide metabolite
MRM channel revealed no glucuronide metabolite in any sample
analyzed.

4. Conclusion

With the clinical development of ATR inhibitors such as VX-
970, a thorough description of their clinical pharmacokinetics is
needed. To support these investigations, our aim in the present
study was to develop and validate an analytical method for VX-970
in human plasma that ensures accurate and reliable quantification.
This method will be used to quantitate VX-970 in plasma samples
being obtained from ongoing and future clinical trials.

VX-970 was detected by a triple quadrupole mass spectrom-
eter in MRM mode after separation from matrix components by
reverse-phase chromatography. We developed a facile “dilute and
shoot” method of sample preparation that included an additional
post-protein precipitation dilution step with water that resolved an
observed aqueous-to-organic ratio incompatibility between initial
mobile phase conditions and final sample extract.

Previous investigations have indicated that rodents produce
a direct glucuronide metabolite but evidence of this biotransfor-
mation in humans has yet to be demonstrated. Incubations of
VX-970 permeabilized human microsomes revealed no occurrence
of metabolism. To guard against potential interference from this
metabolite, we made efforts to ensure instability and in-source
fragmentation would not affect our assay by analyzing bile sam-
ples from rats treated with VX-970. From our investigations of
metabolite conversion back to VX-970, we determined that the
metabolite is stable under our assay conditions and its presence
does not affect VX-970 response. Complete chromatographic sep-
aration of the analytes nullifies potential effects from in-source
fragmentation of metabolite into the VX-970 channel. Additionally,
no metabolite was detected in the analysis of the patient accrued
onto a VX-970 phase I trial, which further suggests any glucuronide
metabolite will not interfere with VX-970 quantification.

This is the first quantitative assay for VX-970 to be published.
Our assay range captured the entire time-concentration curve of
the analyzed patient treated with VX-970, including a 72 h sample
which was still above the LLOQ. While the observed Cpax was vastly
below our ULQ, this assay will accommodate increasing VX-970
concentrations as dose is escalated.

In conclusion, we have successfully developed a rapid and facile
LC-MS/MS assay for VX-970 quantitation in human plasma, which
is expected to cover the entire clinical concentration range. This
assay will prove to be a valuable tool in supporting the clinical
development of VX-970.
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ANNEXE Ill : SPECTRE DE MASSE DU VX-970 ET DE SON ETALON INTERNE [d7]-VX-970

W +Q1: 0.010 to 0.137 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20160224114139.wiff (Turbo Spray) - - Max. 4.8e6 cps.
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SPECTRE DE MASSE DU VX-970 : ION PARENT>ION ENFANT

N VS2 (464.30): 2.324 to 2.748 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20160224114347.wiff (Turbo Spray) =% Max. 1.7e6 cps.
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SPECTRE DE MASSE DE L'ETALON INTERNE [d7]-VX-970 : ION PARENT>ION ENFANT

B MS2 (471.30): 0.062 to 0.256 min from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20160224114706.wiff (Turbo Spray) . WIax. 8.4e5 cps.
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