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ADN Acide désoxyribonucléique

ALAT Alanine aminotransférase

AMM Autorisation de mise sur le marché
AO Aldéhyde oxydase

ARN Acide ribonucléique

ASAT Aspartate aminotransférase

ATP Adénosine triphosphate

ATU Autorisation temporaire d’utilisation
AUC Aire sous la courbe des concentrations
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CYP Cytochrome P450

CYP3A4, 3A5 Cytochromes P450 3A4, 3A5
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dOFV Différence de fonction objective

EBE Empirical Bayes estimates

EMA European Medicines Agency

ESI lonisation par electrospray

FA Fibrillation auriculaire

FCR Fludarabine, cyclophosphamide et rituximab
FDA Food and Drug Administration

FISH Fluorescence in situ aprés hybridation

FO First-order estimation method
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Lymphome folliculaire

Leucémie Lymphoide Chronique
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Introduction

Selon Santé Publique France, les cancers représentent aujourd’hui la premiére cause de déces
chez ’lhomme, et la deuxieme chez la femme, avec un total de 382 000 nouveaux cas recensés dans le
pays en 2018. Les cancers qui se développent a partir de cellules du sang sont appelés cancers
hématologiques ou hémopathie malignes et représentent environ 5% de cas de cancer, avec 35 000
nouveaux cas en France en 2012. On peut les classer en trois catégories distinctes : les leucémies
(cellules anormales circulant dans le sang), les myélomes (lésions osseuses) et les lymphomes (atteinte
des ganglions). La leucémie lymphoide chronique (LLC) est la leucémie la plus fréquente chez I'adulte.
Elle se caractérise par I'accumulation de lymphocytes B non fonctionnels dans la moelle osseuse, le
sang et les ganglions lymphatiques. La LLC est une pathologie qualifiée d’indolente puisqu’il est
possible qu’un patient diagnostiqué ne présente aucun symptome important et n’ait pas besoin de
traitement spécifique pendant plusieurs années. Quand la LLC atteint un stade clinique justifiant la
mise en place d’un traitement, sa progression se caractérise par I’alternance de phases de réponse aux

traitements et de phases de rechute, avec des survies variables selon les patients.

Historiquement, la LLC était traitée par chimiothérapie a I'aide d’agents alkylants et d’analogues
de purine. Durant la derniére décennie, de nouveaux médicaments ont vu le jour, tels que les anticorps
monoclonaux et de petites molécules inhibitrices. L’apparition de ces nouvelles thérapies dites ciblées
a révolutionné le pronostic et les modalités de prise en charge de plusieurs pathologies tumorales au
cours de ces dernieres années. En 2014, deux nouvelles molécules ont obtenu une Autorisation de
Mise sur le Marché (AMM) pour le traitement d’hémopathies malignes : I'ibrutinib et I'idelalisib. Ce
sont deux inhibiteurs de protéines kinases indiqués dans le traitement de la LLC mais aussi pour
d’autres lymphomes : principalement le lymphome a cellules du manteau (LCM) et la maladie de
Waldenstrom (MW) pour l'ibrutinib et le lymphome folliculaire (LF) pour l'idelalisib. Les deux
médicaments inhibent la cascade de signalisation du récepteur a cellules B (BCR) largement impliqué
dans ces pathologies. Plus précisément, I'ibrutinib est un inhibiteur de la Bruton Tyrosine Kinase (BTK)
tandis que I'idelalisib cible la phosphoinositide 3-kinase delta (PI3K8). Ces deux enzymes jouent un role
essentiel dans la cascade de signalisation du BCR. Par ailleurs, les paramétres pharmacocinétiques de

ces deux médicaments révelent une importante variabilité interindividuelle.

Ces travaux ont pour but d’étudier la pharmacocinétique de l'ibrutinib et de I'idelalisib, de
quantifier et d’expliquer la variabilité interindividuelle et d’analyser le lien entre pharmacocinétique
et réponse au traitement, en termes d’efficacité et de toxicité. En ce sens, deux études cliniques ont

été menées afin de permettre la récolte des données nécessaires. La premiere est I'étude PK-E3i qui
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s’'intéresse principalement a I'association entre la survenue d’effets indésirables cliniqguement
significatifs et les concentrations plasmatiques moyennes a I'état d’équilibre de l'ibrutinib ou de
I'idelalisib. La seconde est I’étude COMPUTREAT qui inclut un sous ensemble de patients de I'étude
PK-E3i, tous atteints de LLC et traités par ibrutinib. Elle s’intéresse plus en détails a I’évolution physique
et biologique des cellules de la LLC lors du traitement par ce médicament. L'étude COMPUTREAT fait
notamment intervenir plusieurs équipes de recherche s’intéressant a différents angles d’étude de la
LLC : motilité et viabilité des cellules leucémiques, contrdle immunitaire, imagerie, pharmacocinétique
et réponse clinique. Le but final de cette étude est d’utiliser I'ensemble de ces données pour construire

un modele mathématique de I’évolution de la LLC sous ibrutinib.

Ce manuscrit débutera par une revue bibliographique. Dans un premier temps, une vue d’ensemble
de la LLC sera développée. Nous évoquerons la physiopathologie de cette maladie, son pronostic et les
possibilités de traitement existantes. Nous développerons ensuite les connaissances sur ces deux
médicaments possédant une indication pour la LLC : I'ibrutinib et I'idelalisib. Une derniere partie
s’intéressera a la méthodologie des modeéles non linéaires a effets mixtes, correspondant a I'approche
de population utilisée pour I'analyse de données pharmacocinétiques. Enfin, nous présenterons les

travaux personnels effectués tout au long de cette these. lls se décomposeront en quatre sous-parties :

e Une premiere partie s’intéressera a la pharmacocinétique de l'ibrutinib. L'objectif de cette
partie était de construire un modéle pharmacocinétique de population pour quantifier et
expliquer la variabilité interindividuelle observée au niveau des concentrations d’ibrutinib.

e Une seconde partie portera sur I'analyse de la dynamique des lymphocytes dans la LLC traitée
par ibrutinib. L'objectif de cette partie était de caractériser les différents types de profils
observés et de développer un modele permettant de les décrire et de quantifier 'impact de la
pharmacocinétique sur cette réponse.

e Une troisieme partie présentera les travaux réalisés sur la pharmacocinétique de I'idelalisib.
L’objectif de cette partie était de construire un modele pharmacocinétique de population pour
quantifier et expliquer la variabilité interindividuelle observée au niveau des concentrations
d’idelalisib.

e Enfin, une derniére partie présentera les travaux additionnels réalisés pendant cette these,
sortant quelque peu du sujet principal mais restant dans la thématique de Ia
pharmacocinétique et de I'oncohématologie. Nous présenterons des travaux réalisés sur
I'analyse de données de suivi thérapeutique pharmacologique de patients traités par du

méthotrexate a haute dose pour une leucémie aigué lymphoblastique ou un lymphome.
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Revue bibliographique

1 Leucémie lymphoide chronique

1.1 Quelques chiffres

La leucémie lymphoide chronigue est une hémopathie maligne touchant les lymphocytes B. |l s’agit du
type de leucémie le plus fréquent retrouvé chez I'adulte dans les pays occidentaux (1). En France, une
étude collaborative menée par le Réseau frangais des registres des cancers (FRANCIM), le service de
biostatistiques et bio-informatique des Hospices civils de Lyon (HCL), Santé publique France et I'Institut
National du cancer (INCa) recense prés de 4700 nouveaux cas de LLC en France en 2018 (2). Les
hommes sont les plus touchés avec 59% des cas et un taux d’incidence de 4.0 pour 100 000 personne-
années versus 2.1 pour 100 000 personne-années chez les femmes. C’'est une pathologie qui touche
préférentiellement les personnes agées, en France I’age médian au diagnostic est de 71 ans chez les
hommes et 73 ans chez les femmes. Aux Etats-Unis, le National Cancer Institute (NCI) rapporte prés de
21 000 nouveaux cas en 2019 représentant 1.2% des cancers (en 2016 taux d’incidence de 6.8 et 3.5
pour 100 000 personne-années chez les hommes et les femmes respectivement) et 4000 déces, soit
0.6% de I'ensemble des déces liés au cancer (3). L’age médian au diagnostic aux Etats-Unis est de 70
ans. Avec le vieillissement de la population et le recours de plus en plus fréquent a la prise de sang

pouvant mener au diagnostic, le nombre de cas de LLC recensés est en constante augmentation (1,2).

1.2 Origine et physiopathologie

La LLC se caractérise par I'accumulation importante de lymphocytes B matures anormaux dans la
moelle osseuse, le sang, les ganglions lymphatiques et la rate (4). lls sont repérables grace a
I’expression de certains marqueurs cellulaires a leur surface, en particulier la protéine CD5 (5). Cette
accumulation est notamment due a un défaut d’apoptose de ces lymphocytes B. Cependant, une étude
a montré un taux important de naissance et de mort des cellules de la LLC, suggérant qu’il s’agit donc
d’une maladie dynamique qui n’est pas uniqguement liée a I'accumulation due a un défaut de
I'apoptose (6). L'état de lymphocytose monoclonale B (MBL) se définit comme la présence de moins
de 5 G/L de lymphocytes B présentant un immunophénotypage similaire a celui retrouvé dans la LLC,

ainsi que I'absence d’adénopathie, d’organomégalie et de symptémes de maladie auto-immune. Il est
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considéré comme I'état précédant toute LLC. Chaque année, 1 a 2% des patients présentant une MBL

progressent vers une LLC (7).

Ces dernieres années, des études ont permis de mieux comprendre |'origine de la formation des
cellules de la LLC (8—10). Une étude a montré que les clones retrouvés dans la LLC pouvaient provenir
du développement de certaines cellules souches hématopoiétiques (10). Ces cellules subiraient des
événements oncogénétiques menant a I'établissement de la pathologie (11). De nombreuses études
ont identifié de tels évenements (mutations, délétions, additions) affectant différentes voies de
signalisations comme celle du BCR, de NOTCH1, de NF-kB, ou celles liées a I'inflammation, ainsi que
certains mécanismes comme la réparation de I’ADN, la constitution des ARNs, la structuration de la
chromatine ou le cycle cellulaire et I'apoptose (12,13). L’accumulation de ces |ésions génétiques est
fortement impliquée dans la genése de la LLC. Nous reviendrons en détail sur plusieurs de ces

anomalies génétiques dans la section 1.4.

Parmi les voies de signalisation impliquées dans la LLC, il est aujourd’hui clair que le BCR joue un role
tres important. Le BCR est composé d’une immunoglobuline de surface capable de reconnaitre un
antigene spécifique et d’une unité de signalisation constituée du couple des protéines CD79a et CD79b
(Figure 1). La phosphorylation de ces protéines déclenche une cascade de phosphorylation qui aboutit
a I'activation de facteurs de transcription nécessaires a la prolifération des cellules B. Dans la LLC, la
voie de signalisation du BCR est essentielle a la survie des cellules, a leur prolifération et a leurs
interactions avec le microenvironnement (14). Il a aussi été montré que la protéine ZAP-70, qui est
exprimée dans la moitié des cas de LLC, augmente la signalisation du BCR (15). Etant donné son

importance dans la LLC, le BCR est devenu une cible thérapeutique importante (16).
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Figure 1 — Schéma de la structure du récepteur a cellules B
D’apres Gold et al. (17)

Les cellules leucémiques ont une survie prolongée in vivo, mais lorsqu’on les étudie in vitro, elles
entrent rapidement en apoptose. Cette observation a permis de mettre en évidence I'importance du
microenvironnement pour la survie des cellules de la LLC. Le microenvironnement des cellules
leucémiques comporte des cellules T CD4+, des natural killers (NK), des cellules stromales
mésenchymateuses, des cellules folliculaires dendritiques, des cellules endothéliales et des
cellules nurse-like (NLC) (18). Il favorise le maintien et la prolifération des cellules leucémiques. Les
différents types de cellules se trouvant dans le microenvironnement présentent des interactions
complexes avec les récepteurs présents sur les cellules de la LLC et sont impliqués dans la production
de molécules d’adhésion (VLA4, CD62L), de cytokines (IL-4, VEGF) et de chemokines (CXCL12, CXCL13,
CCL19, CCL21). Les chemokines sont responsables de I'attraction des cellules leucémiques vers ce
microenvironnement (phénomeéne de homing) (19). La premiére chemokine ayant été décrite est
CXCL12 qui est produite par les NLC et les cellules stromales. La création d’un gradient de CXCL12
permet d’attirer les cellules de la LLC via I'attraction par les récepteurs correspondants (CXCR4)
gu’elles portent. Une fois en contact avec les NLC, les cellules leucémiques sont retenues et regoivent
des signaux empéchant leur mort (20). C'est le méme mécanisme avec la chemokine CXCL13 associée
au récepteur CXCR5 (21). C’'est I'ensemble de ces interactions cellulaires complexes qui permettent

aux cellules leucémiques de s’accumuler de facon anormale.
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1.3 Etablissement du diagnostic

Plusieurs examens permettent d’aboutir au diagnostic de la LLC. Les trois principaux éléments
permettant d’établir le diagnostic sont le nombre, la morphologie et I'immunophénotype des
lymphocytes B sanguins. Le premier examen est la réalisation d’'une numération sanguine a partir
d’une prise de sang. Un nombre de lymphocytes B supérieur a 5 G/L est un premier signe évocateur
de la LLC. Dans la plupart des cas, la LLC est suspectée suite a une prise de sang montrant un taux
important de lymphocytes B (4) et la prescription de plus en plus fréquente de prises de sang permet
de diagnostiquer la LLC de plus en plus tot (1). Pour compléter ce premier examen, un frottis sanguin
est réalisé. Il s’agit de I'observation d’une goutte de sang entre deux lames de verre au microscope
pour repérer les lymphocytes B de la LLC qui ont des caractéristiques morphologiques particuliéres. Ce
sont de petits lymphocytes matures présentant un noyau a chromatine dense et trés peu de
cytoplasme. Le phénomene d’'ombres de Gumprecht lié a I'éclatement des lymphocytes au moment
du frottis est également caractéristique de la LLC (Figure 2) (22,23). Le diagnostic est confirmé par un
immunophénotypage des lymphocytes sanguins réalisé grace a la cytométrie de flux. Il s’agit de
rechercher les lymphocytes B de la LLC dont on sait qu’ils coexpriment les antigénes CD5, CD19, CD20
et CD23 et ont une expression plus faible que la normale pour CD20 et CD79b. De plus, on sait que
chaque clone présente des immunoglobulines composées du méme type de chaines légéres (k ou A)
(24-26). Ces marqueurs suffisent normalement a établir le diagnostic. En cas de doute, d’autres
marqueurs tels que CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10 ou ROR1 peuvent étre recherchés (27,28). Les
marqueurs CD38 et ZAP-70 ont également été mis en évidence (29). En 1994, Matutes et al. ont
proposé un score de diagnostic basé sur la présence de ces marqueurs (26). Le score attribue un point
dans les cas suivants : présence de CD5, présence de CD23, faible expression de CD22 ou CD79b, faible
expression d'immunoglobulines de surface, absence de FMC7, autre marqueur d’intérét. Si le score est
supérieur ou égal a 4, il s’agit d’'un cas de LLC. C'est également possible avec un score de 3 dans des
cas plus rares de LLC atypiques. Par la suite, il a été montré que I'ajout du marqueur CD200 dans le

calcul de ce score permettait d’améliorer ses prédictions en termes de sensibilité et de spécificité (30).
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Figure 2 — Frottis sanguin d’un patient atteint de LLC
On observe de petits lymphocytes matures présentant un noyau a chromatine dense et trés peu de
cytoplasme ainsi que des cellules éclatées qui forment des ombres de Gumprecht (23)

Outre ces examens, d’autres tests peuvent étre réalisés comme la palpation des aires ganglionnaires,
le myélogramme ou la recherche de traits génétiques. La technique de fluorescence in situ apres
hybridation (FISH) permet de rechercher des anomalies génétiques souvent retrouvées chez les
patients atteints de LLC : des délétions sur certains chromosomes (principalement del(13)q mais aussi
del(11)q et del(17)p), la mutation de certains génes (TP53 mais aussi NOTCH1 et SF3B1) ou encore la
trisomie du chromosome 12 (31). La mutation du géne codant pour la chaine lourde variable des
immunoglobulines (IgHV) est également fréquemment retrouvée (32). Concernant le myélogramme,
il peut étre réalisé méme s’il n’est pas nécessaire au diagnostic de la LLC. Il peut permettre de préciser
I'origine d’une cytopénie. Plus récemment, des micro ARNs (miARN) ont été identifiés comme de

potentiels nouveaux marqueurs diagnostics de la LLC (33,34).

1.4 Classification clinique et facteurs pronostics

La LLC est une pathologie qui se caractérise par une importante hétérogénéité biologique, ce qui se
traduit au niveau clinique par de grandes différences entre les patients. Comme nous allons le voir plus
tard, différentes stratégies de prise en charge et de nombreux médicaments sont disponibles pour
traiter la LLC. Il n’existe pas de stratégie unique, c’est pourquoi il est crucial de caractériser au mieux
I’état clinique de chaque patient afin de pouvoir proposer la prise en charge la plus adaptée a chacun.

Les premiéres classifications qui ont été proposées dans les années 1980 sont celles de Rai (35) et de
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Binet (36). La premiére propose une classification en cinq groupes de risque croissant appelés stades

0 a 4 et définis de la facon suivante :

- Stade 0: Lymphocytose

- Stade 1: Lymphocytose et hypertrophie des nceuds lymphoides (adénopathie)

- Stade 2 : Lymphocytose, hypertrophie des noeuds lymphoides, de la rate et/ou du foie
(splénomégalie, hépatomégalie)

- Stade 3 : Lymphocytose et faible taux d’hémoglobine (< 11 g/dL)

- Stade 4 : Lymphocytose et faible taux de plaquettes (< 100 G/L)

Cette classification a ensuite été réduite a trois groupes (stades 0, 1-2 et 3-4) (37). De fagon similaire,
la classification proposée par Binet et al. (36) repose sur trois groupes de risque croissant appelés

stades A, B et C et définis de la fagon suivante :

- Stade A : Lymphocytose avec au plus deux aires ganglionnaires atteintes
- Stade B : Lymphocytose avec au moins trois aires ganglionnaires atteintes

- Stade C: Lymphocytose et faible taux d’hémoglobine (< 10 g/dL) ou de plaquettes (< 100 G/L)

Ces deux systémes sont largement utilisés par les cliniciens car ils ne demandent pas d’examen poussé
et peuvent étre effectués rapidement. lls permettent d’obtenir une premiére idée de I'état
d’avancement de la maladie. Néanmoins, si ces deux classifications sont utiles pour évaluer I'état
clinique du patient au moment du diagnostic de la LLC, elles ne sont pas suffisantes pour caractériser
plus en détail le pronostic du patient. Par exemple, un patient diagnostiqué a un stade intermédiaire
peut ensuite évoluer rapidement ou a l'inverse présenter une maladie indolente pendant plusieurs
années. Depuis ces premiéres publications, de nombreux travaux se sont intéressés aux facteurs
pronostics de la LLC, c’est-a-dire aux marqueurs associés au risque de progression de la maladie,

indépendamment du traitement effectué (38,39).

Parmi les facteurs pronostics identifiés, on peut tout d’abord citer les caractéristiques morphologiques
des cellules de la LLC : un taux important de prolymphocytes ou de lymphocytes clivés est associé a un
mauvais pronostic (40,41). Aussi, le temps de doublement des lymphocytes (temps nécessaire pour
gue le nombre absolu de lymphocytes soit doublé) est un indicateur important de I'évolution de la
maladie. Les patients présentant un temps de doublement inférieur a douze mois montrent un taux
de survie diminué (42,43). Parmi les facteurs pronostics les plus importants, la présence d'une
mutation sur le gene codant pour les chaines lourdes des immunoglobulines (IgHV muté) est largement
reconnue comme un facteur de bon pronostic de la LLC. On retrouve ensuite la délétion del(13)q14,

présente chez 50 a 60% des patients, elle est généralement associée a un bon pronostic, sauf quand
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elle affecte le gene RB1 (44). La présence d’une trisomie 12, retrouvée chez 15% des patients, est
associée a un risque intermédiaire, mais les patients présentant cette anomalie ont plus de risque de
développer un syndrome de Richter, complication de la LLC de trés mauvais pronostic (Cf. section 1.6)
(45). La délétion del(11)qg (également retrouvée chez 15% des patients) est associée a la perte du géne
qui code pour la protéine ATM dont le réle est de réparer les cassures double-brins dans I’ADN. Cette
délétion est également associée a un mauvais pronostic. La délétion del(17)p est retrouvée chez
environ 10% des patients, elle est généralement associée a la perte du gene suppresseur de tumeur
TP53 (46). Les deux anomalies sont donc étroitement liées méme s'il a été montré que chacune était
indépendamment prédictive d’'un mauvais pronostic de la LLC (47). On peut également citer la
présence d'un caryotype complexe, définit par la présence d’au moins trois anomalies
chromosomiques non apparentées, qui est associée a un mauvais pronostic (48). Avec les récentes
avancées des technologies de séquengage a haut débit, d’autres genes d’intérét ont été mis en
évidence, comme NOTCH1 et SF3B1 par exemple (49). On peut aussi mentionner I'expression de
certains marqueurs cellulaires comme CD38 et ZAP70 qui sont associés a un mauvais pronostic (29).
Des marqueurs sériques ont également été identifiés. Un taux élevé de f2-microglobuline (B2m), une
protéine extracellulaire de la superfamille des immunoglobulines, est associé a un mauvais pronostic.
De méme, un taux élevé de thymidine kinase (TK), une enzyme impliquée dans la réparation de ’ADN
lors de sa synthése, est associé a une progression rapide de la maladie. Enfin, des caractéristiques du
patient telles que I'age, le sexe, ou le statut de performance de I’'OMS (ECOG performance status, PS)
sont également utilisées pour établir le pronostic (38). Plusieurs méthodes permettant de calculer un
indice de pronostic de la LLC ont été proposées (49-52). Molica et al. ont proposé une échelle nommée
CLL-IPI permettant de calculer un score entre O (risque faible) et 10 (risque trés important) a partir de
cing facteurs : la mutation TP53 et/ou délétion del(17)p, le statut mutationnel IgHV, le taux de B2m, le
stade clinique de Binet et I'dge (50). Ce score a été proposé suite a I"analyse de 3500 patients inclus
dans des essais cliniques évaluant différents traitements. Le score est donc indépendant du traitement.
Néanmoins, au moment de I'étude, les patients étaient traités principalement par chimiothérapie, et
les nouvelles molécules telles que I'ibrutinib n’étaient pas encore sur le marché. Il se peut donc que
ces résultats ne soient plus vérifiés si I'on prend en compte les nouveaux modes de traitement (53).
Dans une autre étude, Pflug et al. proposent également un systeme de score de risque a calculer a
partir des facteurs suivants : délétions del(17)p et del(11)q, taux de TK et de 2m, statut mutationnel

IgHV, PS, age et sexe (52).
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1.5 Prise en charge et traitements

Comme évoqué précédemment, la LLC est une pathologie présentant une forte hétérogénéité
biologique et clinique. Le choix de la stratégie de traitement va donc varier d’un patient a un autre.
Plusieurs options sont envisageables : la surveillance sans traitement médicamenteux, I'initiation d’un
traitement médicamenteux ou encore la greffe de cellules souches. La premiere option consiste a
réaliser des examens cliniques et biologiques réguliers pour surveiller le développement de la maladie.
La LLC étant une maladie indolente, il se passe parfois plusieurs années avant d’observer des
symptomes d’évolution vers un état clinique nécessitant la mise en place d’un traitement. Dans le
deuxieme cas, le patient entame un traitement médicamenteux. De nombreux médicaments ont été
approuvés par 'EMA et la FDA pour l'indication de la LLC (54). On peut les répartir en deux grandes
catégories : les chimiothérapies, qui agissent sur I’'ensemble de I'organisme, et les thérapies ciblées qui
vont viser plus spécifiquement les cellules leucémiques. En chimiothérapie, on utilise principalement
des agents alkylants (chlorambucil, cyclophosphamide, bendamustine) et des analogues de purine
(fludarabine, cladribine). Parmi les thérapies ciblées on distingue les anticorps monoclonaux
(rituximab, ofatumumab, obinutuzumab), les inhibiteurs de tyrosine kinase (ibrutinib, idelalisib) et les
inhibiteurs de la protéine BCL2 (venetoclax). Plus récemment, 'immunothérapie s’est également
développée avec I'utilisation d’'immunomodulateurs comme le lenalidomide ou encore le recours aux
CAR T cells (55). Ces différents médicaments peuvent étre combinés avec par exemple le protocole
FCR (fludarabine, cyclophosphamide et rituximab) ou BR (bendamustine et rituximab) qui sont les plus
utilisés en premiere intention. Actuellement, de nombreux essais cliniques évaluent de nouveaux
médicaments ou combinaisons de médicaments pour le traitement de la LLC (prés de 300 essais
cliniques pour le traitement de la LLC recrutant actuellement des patients sont répertoriés sur le site
internet clinicaltrials.gov). Enfin la troisieme solution consiste a effectuer une greffe de cellules
souches qui permet de remplacer, dans la moelle osseuse, les cellules qui sont a l'origine de la
formation des cellules sanguines. C’est la seule option qui permet d’envisager une guérison totale de
la LLC (56). Néanmoins elle est de moins en moins considérée, sa balance bénéfice-risque ne semblant
pas étre intéressante par rapport a I'utilisation des petites molécules inhibitrices récemment arrivées

sur le marché (57,58).

De nombreux choix s’offrent donc au praticien pour la prise en charge des patients ayant été
diagnostiqués d’une LLC. Le choix de la stratégie s’appuie sur plusieurs critéres. Pour les patients
présentant un stade de Binet A ou B, c’est la surveillance qui s'impose puisque le bénéfice d’'un
traitement médicamenteux n’a pas été démontré et il est préférable d’éviter d’exposer le patient a

des effets indésirables (59-61). Pour les patients de stade B présentant une évolution de la maladie ou
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les patients de stade C, il est recommandé d’initier un traitement. Les guidelines du workshop
international sur la LLC publiées en 2018 répertorient un certain nombre de criteres définissant
I'avancement de la maladie et justifiant l'initiation d’un traitement, comme |'apparition d’une
splénomégalie ou d’une adénopathie importante, ou encore une augmentation importante de la
lymphocytose (22). Le choix du ou des médicaments a employer dépend ensuite de I'état général du
patient, de son dge, mais aussi de la présence de certains facteurs pronostics permettant d’évaluer
I'agressivité de la maladie. On sait aussi que certains facteurs sont prédictifs de la réponse au
traitement. En particulier, la délétion del(17)p est associée avec une mauvaise réponse aux traitements
de type chimiothérapie. C’est aussi le cas de la présence d’un caryotype complexe et d’'un IgHV non
muté (62). C'est pourquoi pour ces patients il est recommandé de démarrer le traitement avec des
thérapies ciblées comme l'ibrutinib ou le venetoclax en association avec I'obinutuzumab. Dans sa
revue (1), Michael Hallek propose une stratégie détaillée pour le choix du traitement de premiére
intention, puis de deuxiéme intention, se basant sur le stade de Binet, la présence ou non d’une
délétion del(17)p, I'état général du patient et la présence ou non d’une mutation IgHV. Dans le cas le
« moins a risque » (pas de délétion del(17)p, IgHV muté, bon état général du patient, dge inférieur a
65 ans), c’est le protocole FCR qui est recommandé. En plus de la difficulté du choix de traitement en
premiere intention, on peut souligner qu’il existe aussi de nombreuses possibilités quant au choix du
traitement en deuxiéme, puis en troisieme ligne pour les cas de patients en rechute ou réfractaires aux

traitements précédents.

Il est important d’évaluer la réponse au traitement pour décider de la marche a suivre. Plusieurs cas
sont possibles : la rémission dite compléte (RC), la rémission partielle (RP), la progression ou encore la
stabilisation de la maladie. Un patient dit en rechute est un patient présentant une progression de sa
maladie alors qu’il avait auparavant atteint une RC ou une RP pendant au moins six mois. Un patient
dit réfractaire est un patient dont le traitement n’a pas fonctionné (non-réponse, progression) ou qui
présente une progression de sa maladie dans les 6 mois suivant la derniére dose de médicament
administrée. Les différents états sont définis par des critéres tels que la taille des ganglions, de la rate
et du foie, le taux de lymphocytes circulants, celui des plaquettes et celui de I'hémoglobine, la présence
de cellules de la LLC dans la moelle osseuse, etc. (22). On peut également se baser sur I'évaluation de
la maladie résiduelle minimale (MRD) pour évaluer I'avancement de la rémission (63). En effet, des
études ont montré qu’un patient montrant une RC mais possédant un taux résiduel de cellules
leucémiques peut rechuter a cause de la prolifération de ces derniéres (63-65). Sur les
recommandations de 'EMA, le critére de « MRD indétectable » (taux de cellules leucémiques inférieur
a 10™%) est associé a celui de la RC pour identifier les patients répondeurs dans les essais cliniques,

méme si son association avec la survie sans progression (PFS) reste a démontrer a plus long terme (66).
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La MRD est habituellement quantifiée par cytométrie en flux ou, plus rarement, par PCR quantitative
(qPCR) (67). Cela consiste a rechercher les cellules avec certaines spécificités comme I'expression des

marqueurs CD19, CD20, CD5, CD43, CD79b, et CD81 (68).

1.6 Complications possibles et évolution de la maladie

La LLC est une maladie chronique qui s’étend généralement sur une durée de plusieurs années. Dans
une étude incluant plus de 700 patients avec différents traitements, Weide et al. ont calculé une survie
globale (OS) moyenne de 13.9, 9.2 et 7.9 années pour les stade A, B et C de Binet respectivement. Les
innovations thérapeutiques incluant les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de Tyrosine kinase
ont permis d’améliorer la survie ces derniéres années (56). Aux Etats-Unis, le National Cancer Institute
rapporte un taux de survie a cing ans autour de 85% (étude entre 2009 et 2015) (3). Il est rare
d’éradiquer completement la maladie, sauf en cas de greffe de cellules souches. Les patients atteints
de LLC se retrouvent donc généralement sous traitement et/ou suivis a vie. Avec une survie longue et
le vieillissement de la population, on voit apparaitre de plus en plus de complications se développant
du fait de La LLC ou des traitements associés, et pouvant mener au déces du patient. Parmi ces
complications, on compte I'apparition d’infections, de cancers secondaires ou de complications auto-
immunes (69-72). Plusieurs études ont montré que les patients atteints de LLC sont particulierement
sujets a des infections, que ce soit parmi les patients traités ou non traités (70,73). L’apparition de ces
infections peut étre due a une hypogammaglobulinémie (déficit d’anticorps) et/ou a I'affaiblissement
du systeme immunitaire suite aux différents traitements, notamment les chimiothérapies (70,74).
Différentes bactéries a I'origine des infections ont été identifiées avec une prédominance d’Escherichia
coli et Streptococcus pneumoniae. Les infections virales ou opportunistes (e.g. mycose, Herpes) sont
aussi possibles. La Haute Autorité de Santé recommande la vaccination contre la grippe chaque année,
ainsi que la vaccination antipneumococcique tous les cing ans en cas de survenue d’infections
pulmonaires (75). En cas d’infections a répétition, le patient peut également recevoir des injections
régulieres d’'immunoglobulines (76). Les patients atteints de LLC sont aussi a risque pour le
développement d’un second cancer (77). Parmi les cancers solides on retrouve principalement le
développement de cancers de la peau, mais aussi des atteintes aux poumons, reins, colon, thyroide,
etc. lls sont également a risque de développer de nouvelles hémopathies. L’apparition d’un lymphome
agressif (le plus souvent lymphome diffus a grandes cellules B, plus rarement lymphome Hodgkinien)
est appelée transformation de Richter. Elle touche 1 a 10% des patients et se traduit par un trés
mauvais pronostic (78,79). Enfin, les patients peuvent présenter des complications immunitaires : la

destruction par auto-anticorps des globules rouges (anémie hémolytique) ou des plaquettes (purpura
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thrombopénique auto-immun), une aplasie des globules rouges, ou une neutropénie auto-immune

(80).

Pour conclure, la LLC est une maladie hétérogene d’un point de vue biologique et clinique. Elle peut
étre prise en charge de différentes facons selon le degré de son agressivité, déterminé au moyen de
différents facteurs pronostics. De nombreux médicaments indiqués pour le traitement de la LLC sont
actuellement sur le marché. Nos travaux se concentrent sur deux molécules récentes appartenant ala

classe des inhibiteurs de protéines kinases : I'ibrutinib et I'idelalisib.
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2 Généralités sur l'ibrutinib

2.1 Propriétés physico-chimiques

L'ibrutinib a pour nomenclature 1-{(3R)-3-[4-amino-3-(4-phenoxyphenyl)-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl]piperidin-1-yl}prop-2-en-1-one. Sa formule brute est C3sH24NgO,. Il s’agit d’une petite

molécule contenant un groupe acrylamide. Sa structure chimique est présentée en Figure 3 (81).

Figure 3 — Structure chimique de I'ibrutinib
D’apres (81)

L'ibrutinib présente une masse molaire de 440.5 g/mol. Il est insoluble dans I'eau et les solutions
aqueuses de pH compris entre 4.5 et 8. Il est également pratiquement insoluble dans les solvants non
polaires. En revanche, il est soluble dans I'acétone et le méthanol, et tres soluble dans le N,N-
dimethylformamide, le tétrahydrofurane et le dichlorométhane. Son coefficient de partage
octanol/eau (logP) est estimé a 3.97. Selon le Systéme de Classification Biopharmaceutique (BCS),
I'ibrutinib est un composé de classe I, c’est-a-dire présentant une faible solubilité aqueuse mais une
haute perméabilité intestinale (82). Le médicament sur le marché est nommé Imbruvica®, il est

commercialisé par les laboratoires Janssen-Cilag sous forme de gélules contenant 140 mg d’ibrutinib.
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2.2 Propriétés pharmacologiques

2.2.1 Propriétés pharmacodynamiques

L'ibrutinib agit par inhibition de la BTK et de la cascade de signalisation associée au BCR. Comme
évoqué plus haut (section 1.2), le BCR est un récepteur membranaire caractéristique des lymphocytes
B. Il est constitué d’une immunoglobuline de surface associée a la reconnaissance d’un antigéne
spécifique et d’une unité de signalisation composée d’un hétérodimére CD79a/CD79b, qui une fois
phosphorylée va déclencher toute la cascade de signalisation associée (Figure 4). Chaque lymphocyte
B exprime un seul type de BCR, qui est déterminé au moment de son développement dans la moelle
osseuse, mais en présente plusieurs exemplaires. La transduction du signal au travers du BCR nécessite
le pontage d’au moins deux récepteurs BCR (cross-linking). Le BCR joue un réle essentiel dans le
développement, la prolifération et la survie des lymphocytes B. Il a donc été exploré comme cible
thérapeutique pour le traitement de plusieurs hémopathies malignes telles que la LLC, le LCM ou la

MW.

La BTK joue un role central dans la transmission du signal associée au BCR. La BTK est une protéine non
réceptrice de la famille des tyrosines kinases TEC. Elle est exprimée dans les lymphocytes B, mais aussi
dans les cellules myéloides et érythroides, les plaquettes, les mastocytes, les macrophages, les cellules
NK et les cellules myéloides suppressives. Elle a été mise en évidence pour la premiere fois en 1952
par le docteur Ogden Bruton qui a montré que 'immunodéficience primaire de 'agammaglobulinémie
lige aI’X (XLA), une forme rare d'agammaglobulinémie retrouvée chez ’'Homme, est liée a la déficience
du géne codant pour la BTK (83). Dans la cascade de signalisation du BCR, la BTK est activée par d’autres
kinases comme Lyn et Syk. Puis a son tour, elle va phosphoryler et activer PLCy2 qui va elle-méme
entralner I'activation de PKC ainsi que la production d’ions calcium, ce qui aboutit a I'activation de

facteurs de transcription (NF-kB et NFAT) nécessaires a la prolifération des lymphocytes B (Figure 4).
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Figure 4 — Schéma de la cascade de signalisation du BCR
L’ibrutinib agit par inhibition irréversible de la BTK. D’aprés Zi et al. (84)

L'ibrutinib se lie sur le résidu Cystéine 481 (Cys-481) de la BTK, ce qui a pour effet d’empécher la liaison
de I'adénosine triphosphate (ATP) et par conséquent la phosphorylation et I'activation de la BTK. La
liaison covalente de I'ibrutinib a Cys-481 entraine l'inhibition irréversible de la BTK. Des études in vitro
ont montré que I'ibrutinib inhibe aussi neuf autres kinases qui, de fagon similaire a BTK, présentent un
résidu cystéine au niveau de leur site actif (ErbB4/HER 4, Blk, Bmx/Etk, Txk, Tec, EGFR, ErbB2/HER2,
JAK3 et Itk). L’ibrutinib inhibe aussi de fagon réversible la famille des kinases Src, Fgr, Lck, et Yes/YES1
(82). Il est donc possible que I'ibrutinib ait des effets dits « off-target » pouvant notamment entrainer

I"apparition d’effets indésirables.

Il a été montré in vitro qu’une concentration d’ibrutinib égale a 200 nM menait a une occupation de
90% de la BTK dans des cellules mononucléées du sang. In vivo, chez la souris, une dose de 5 mg/kg
administrée par voie intraveineuse (IV) ou intrapéritonéale (IP) et une dose de 50 mg/kg administrée
par voie orale sont associées a une occupation complete de la BTK (82). L'étude d’escalade de dose
PCYC-04753 menée chez 'Homme a montré qu’une dose de 2.5 mg/kg/jour (soit 175 mg/jour pour
une personne de 70 kg) était la dose minimale permettant d’obtenir une occupation supérieure a 95%

de la BTK (82,85). Pour toutes les doses supérieures a ce palier, I'occupation était supérieure a 90% 4
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heures aprés administration et I'était toujours 24 heures aprés administration. La dose maximale
testée était de 12.5 mg/kg/jour (soit 875 mg/jour pour une personne de 70 kg). Aucune toxicité dose-
limitante (DLT) n’a été observée a ce dernier palier, la dose maximale tolérée (MTD) n’a donc pas été
identifiée. A I'issu de cette étude, c’est la dose de I"avant-dernier palier (8.3 mg/kg/jour) qui a été

recommandée.

2.2.2  Propriétés pharmacocinétiques

L'ibrutinib est un médicament administré par voie orale. Son absorption est assez rapide, le pic des
concentrations est observé une a deux heures apres la prise. L'ibrutinib a la particularité de présenter
une biodisponibilité absolue tres faible puisqu’elle n’est que de 3% en moyenne. L’absence d’ibrutinib
dans les feces indique que le médicament est totalement absorbé au niveau du tractus intestinal. Sa
faible biodisponibilité est donc due a un effet de premier passage hépatique et intestinal trés
important. La prise de nourriture a un impact sur cette biodisponibilité : prendre I'ibrutinib en méme
temps que le repas permet d’augmenter la biodisponibilité. En effet I'exposition au médicament,
mesurée par l'aire sous la courbe des concentrations (AUC), est deux fois plus importante dans ce cas,
en comparaison avec une prise a jeun. Un effet similaire est observé dans le cas ou I'ibrutinib est pris

trente minutes avant le repas ou jusqu’a deux heures apres celui-ci (82).

Une premiére analyse pharmacocinétique de population a montré que le volume de distribution
apparent de I'ibrutinib était d’environ 10000 L, indiquant qu’il est largement distribué dans les tissus
(86). L'ibrutinib et son métabolite actif, le dihydrodiol-ibrutinib, ont un fort taux de liaison aux

protéines plasmatiques (97% et 91% respectivement) (82).

Une étude de mass-balance a permis de mettre en évidence un total de 40 métabolites formés a partir
de l'ibrutinib. Trois principaux mécanismes de formation de ces métabolites ont été identifiés :
hydroxylation du phényl, ouverture de la pipéridine puis réduction en alcool primaire ou oxydation en
acide carboxylique et époxydation de I'éthyléne suivie par une hydrolyse en dihydrodiol (87). C'est ce
dernier mécanisme qui donne lieu a la formation du dihydrodiol-ibrutinib, métabolite actif de
I'ibrutinib qui a été partiellement étudié. Son activité vis-a-vis de la BTK a été rapportée comme quinze
fois inférieure a celle de I'ibrutinib (82). Le métabolisme a lieu dans le foie, notamment grace a des
enzymes particuliéres, principalement le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), mais également le
cytochrome P450 3A5 (CYP3A5) avec une contribution plus modeste (<20%). L’élimination de
Iibrutinib se fait par sa métabolisation. La co-administration de kétoconazole (inhibiteur fort du
CYP3A4) montre une augmentation de I'exposition, confirmant le réle central du CYP3A4 dans la

métabolisation et I’élimination de I'ibrutinib. Les résultats indiquent également que la métabolisation
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du dihydrodiol-ibrutinib serait également gouvernée par le CYP3A4 (82). La demi-vie d’élimination de
I'ibrutinib se situe entre 4 et 13 heures. Au niveau de la pharmacocinétique, aucune non-linéarité ou

dépendance au temps n’a été identifiée (82).

2.3 lIbrutinib en clinique

2.3.1 Essais cliniques et autorisation de mise sur le marché

Les laboratoires Janssen-Cilag ont obtenu la premiére autorisation de mise sur le marché (AMM) pour
I'ibrutinib de la part de la FDA en 2013 pour l'indication du LCM. Par la suite, I'ibrutinib a été approuvé
dans les indications de la LLC (2014) et de la MW (2015). En 2016, |la FDA autorise I'utilisation d’ibrutinib
en premiere ligne de traitement de la LLC. S’en suivront d’autres indications : lymphome
lymphocytique (SLL) (2016), lymphome de la zone marginale réfractaire ou en rechute (2017), réaction
du greffon contre I'hote (GVH) chronique (2017). Plus récemment, la FDA autorise les combinaisons
suivantes : ibrutinib et rituximab pour le traitement de la MW, ibrutinib et obinutuzumab pour le
traitement en premiere ligne de la LLC. En France, étant donné son efficacité, I'ibrutinib a été
commercialisé dés 2014 aprés avoir bénéficié d’une autorisation temporaire d’utilisation (ATU). Il a
ensuite recu des autorisations pour les indications du LCM réfractaire ou en rechute, de la MW pour
des patients inéligibles a la chimiothérapie ou ayant déja recu au moins un traitement (seul ou en
association avec le rituximab) et de la LLC pour des patients inéligibles a la chimiothérapie ou ayant
déja recu au moins un traitement (seul ou en association avec la bendamustine et le rituximab).
L’extension de I'indication de I'ibrutinib pour des patients atteints de LLC et non précédemment traités
a ensuite été évaluée. La Haute autorité de santé (HAS) a néanmoins mis en évidence les limites des
essais cliniques qui avaient été conduits, soulevant notamment le manque de comparaison directe
entre l'ibrutinib et une alternative cliniquement pertinente (88). Ce n’est qu’en 2020, que la HAS
reconnait I'amélioration de service médical rendue par le traitement en monothérapie d’ibrutinib pour

des patients non éligibles a un traitement a base de chimiothérapie (89).

Trois grandes études ont mené aux premiéres AMM de I'ibrutinib : une étude de phase Ib/Il chez des
patients atteints de LLC ou de SLL (étude PCYC-1102-CA, 2010-2013), une étude de phase Il chez des
patients atteints de LCM réfractaire ou en rechute (étude PCYC-1104-CA, 2011-2014) et I'étude
randomisée de phase Ill RESONATE (2012-2018) qui comparait I'ibrutinib a I'ofatumumab chez des
patients traités pour une LLC ou un SLL réfractaires ou en rechute. L'étude 1102 avait pour objectif
principal d’étudier la toxicité d’ibrutinib chez des patients LLC/SLL. Au total, 132 patients ont été inclus

dans I’étude dont 94 ont regu une dose de 420 mg par jour et 38 une dose de 840 mg par jour (90,91).
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L’étude 1104 avait pour objectif principal d’étudier I'efficacité de I'ibrutinib chez des patients LCM en
rechute en réfractaires aux traitements précédents. Un total de 111 patients atteints de LCM de risque
moyen a élevé ont été inclus (92). lls ont recu un traitement par ibrutinib a une dose fixe de 560 mg
par jour. Apres une médiane de 15 mois de suivi, la médiane de la durée de réponse était de 17.5 mois,
celle de la PFS a été estimée a 13.9 mois, et la médiane de I'OS n’avait pas été atteinte. L’étude
RESONATE a inclus 391 patients dont 195 dans le bras de traitement ibrutinib (420 mg par jour) et 196
dans le bras de traitement ofatumumab. Les résultats ont été analysés a différents temps de suivi (93—
95). Les résultats finaux correspondent a une médiane de temps de suivi de 65.3 mois, avec un
maximum de 71.6 mois dans le bras de traitement par ibrutinib. La PFS médiane était de 44.1 mois
avec l'ibrutinib versus 8.1 mois avec I'ofatumumab (Hazard ratio de 0.148). Le résultat était le méme
pour les patients présentant des facteurs de mauvais pronostic (Hazard ratio de 0.110) (82% des

patients inclus dans I’étude). Le taux de réponse global a ibrutinib était de 91%.

D’autres études cliniques ont été conduites pour évaluer |'efficacité et la toxicité de I'ibrutinib dans
divers contextes pathologiques, en monothérapie ou en association avec d’autres médicaments (96—
104). Les impressionnants résultats d’efficacité et de taux de réponse associés a un profil de toxicité
acceptable (discuté ci-apres) ont permis a l'ibrutinib de s’imposer sur le marché comme une alternative
intéressante a la chimiothérapie. Les posologies recommandées sont actuellement de 420 mg par jour

pour la LLC et la MW et de 560 mg par jour pour le LCM.

2.3.2 Interactions médicamenteuses

L'ibrutinib est principalement et largement métabolisé via I’'enzyme CYP3A4, en particulier au moment
de I'effet de premier passage hépatique. L'administration concomitante d’ibrutinib avec un inhibiteur
ou un inducteur du CYP3A4 a donc des conséquences importantes sur les concentrations et
I’exposition plasmatique. Une étude de cette interaction a été menée chez des volontaires sains qui
ont recu de l'ibrutinib en concomitance avec du kétoconazole (inhibiteur fort du CYP3A), de la
rifampicine (inducteur fort du CYP3A) ou du jus de pamplemousse (inhibiteur modéré du CYP3A au
niveau intestinal) (105). Ills ont trouvé que le kétoconazole augmentait '’AUC et la concentration
maximale (Cmax) (normalisés par la dose) 24 et 29 fois respectivement. En comparaison, |'effet du jus
de pamplemousse était moindre avec une augmentation d’un facteur 3.5 et 2.2 respectivement. Pour
la rifampicine, ils ont observé une diminution de I’AUC et du Cmax d’un facteur 13 et 10 respectivement.
Dans une autre étude, 26 patients ont recu 560 mg d’ibrutinib dans un premier temps puis 140 mg
d’ibrutinib avec de I'érythromycine (inhibiteur modéré du CYP3A) puis du voriconazole (inhibiteur fort
du CYP3A) (106). lls ont observé une augmentation de I’AUC dose-normalisé d’un facteur 3 et 5.7 pour

I’érythromycine et le voriconazole respectivement. Comme attendu, ces chiffres sont inférieurs a ceux
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obtenus avec le kétoconazole qui est un inhibiteur du CYP3A bien plus puissant. lls se sont également
intéressés aux concentrations du métabolite dihydrodiol et ont constaté que la présence d’inhibiteurs
du CYP3A résultait en une diminution des concentrations de ce dernier. Le ratio des AUC
métabolite/parent passe de 1.2 (ibrutinib seul) a 0.5 (en présence d’érythromycine) ou 0.4 (en
présence de voriconazole). L'ensemble de ces résultats ont également été retrouvés dans une
approche de modélisation PBPK (Physiologically-based pharmacokinetics) (107). lls indiquent que
I'administration d’ibrutinib avec un inducteur ou un inhibiteur fort du CYP3A devrait étre évitée et
gu’une dose réduite a 140 mg par jour devrait étre administrée en présence d’un inhibiteur modéré.
En effet, une surexposition a I'ibrutinib augmente le risque de toxicité. Un patient recevant de 560 mg
d’ibrutinib par jour pour le traitement de son LCM, et du vérapamil, un inhibiteur du CYP3A, pour le
traitement de I’hypertension, a présenté une diarrhée sévere qui est I'un des effets indésirables connus
de I'ibrutinib (108). L’épisode s’est finalement résolu apres arrét des deux médicaments. L’interaction
entre I'ibrutinib et les inhibiteurs du CYP3A4 peut néanmoins étre intéressante. En effet, Tapaninen et
al. (109) ont conduit une étude ou 140 mg d’ibrutinib étaient administrés chez des volontaires sains
en concomitance avec de l'itraconazole, un inhibiteur fort du CYP3A. Ils ont montré que bien que I’AUC
était augmentée d’un facteur 10, la biodisponibilité de I'ibrutinib était aussi augmentée et que la
variabilité interindividuelle de I’AUC était diminuée, passant de 104% a 55%. lls concluent que cette
approche pourrait permettre une meilleure gestion de I'exposition a I'ibrutinib ainsi qu’une réduction

des colts importants liés a ce traitement.

Par ailleurs, des études in vitro ont montré que l'ibrutinib était un inhibiteur faible de certains
cytochromes (CYP 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4/5) et que c’était également le cas de son métabolite
dihydrodiol (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 2D6). Néanmoins ils ont aussi montré que l'ibrutinib et son
métabolite étaient des inducteurs faibles des CYP. L’ibrutinib ne devrait donc pas avoir d’effet

significatif sur les concentrations de médicaments substrats de ces enzymes.

Enfin, I'ibrutinib n’est pas substrat de la glycoprotéine P (P-gp) mais il en est un faible inhibiteur. I
n’existe pas de données cliniques sur le sujet mais il est tout de méme recommandé de ne pas
administrer I'ibrutinib en concomitance avec un médicament substrat de la P-gp présentant une marge

thérapeutique étroite.

2.3.3  Effetsindésirables

L'ibrutinib est un médicament globalement bien toléré par les patients. Les effets indésirables les plus
fréquents — tous grades de sévérité confondus — sont la diarrhée, la fatigue, la toux et le

développement d’infections des voies respiratoires supérieures. D’autres infections, des affections
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gastro-intestinales et des affections cutanées sont aussi fréquentes. On peut également citer les
cytopénies parmi les évenements indésirables de grade supérieur ou égal a 3 les plus fréquents avec
une prédominance de neutropénies, suivies de thrombocytopénies et d’anémies (95). Néanmoins les

effets indésirables les plus préoccupants sont I’hypertension, la fibrillation atriale, et les hémorragies.

Le risque d’apparition de saignements de grades 1-2 (pétéchies et contusions) a été évalué a 50% dans
les premiers essais cliniques de I'ibrutinib. Concernant les événements hémorragiques plus graves de
grades 3 ou 4, un taux variant de 1 a 10% a été rapporté dans les principales études cliniques (110).
Dans une étude rétrospective de vie réelle sur 70 patients traités par ibrutinib aux Etats-Unis, Mock et
al. ont relevé un risque un peu plus important puisque 19% des patients ont présenté un éveénement
de saignement de grade supérieur ou égal a 3 (111). L’'analyse du risque de saignement est cependant
difficile a établir car de nombreux patients prenant de l'ibrutinib prennent également des
anticoagulants ou des antiplaquettaires. Dans une analyse regroupant les études PCYC-1102 et
RESONATE, 11% des patients prenaient des anticoagulants et 34% des antiplaquettaires (112). Dans
I’étude de Mock et al., ces chiffres étaient de 17% et 70%, indiquant que les conditions contrélées des
essais cliniques pourraient sous-évaluer les conditions de vie réelle. Concernant les anti-vitamines K,
ils ont été exclus des essais cliniques et peu de données sont disponibles. Mock et al. ont trouvé que
la prise concomitante d’un antiplaquettaire, d’un anticoagulant et de l'ibrutinib était associée a une
augmentation du risque de saignement. Cependant d’autres facteurs semblent étre associés avec
I'augmentation de ce risque comme un INR (International Normalized Ratio) élevé, une
thrombocytopénie, des comorbidités, ou la pathologie elle-méme (111,112). Les mécanismes
impliqués dans le risque de saignement ne sont pas totalement déterminés. En effet, on sait que la
BTK, inhibée par I'ibrutinib, agit sur les glycoprotéines (GP) 1b et V1 qui agissent elles-mémes sur le
facteur de Willebrand et le collagéne qui jouent un role essentiel dans I'agrégation et I'adhésion des
plaquettes. Néanmoins, les patients atteints d’agammaglobulinémie liée a I'X ayant un défaut de BTK
ne présentent pas ces saignements. Les recommandations liées au risque de saignement indiquées
dans le résumé des caractéristiques produit (RCP) de I'ibrutinib sont les suivantes : ne pas administrer
I'ibrutinib avec des anti-vitamines K, surveiller étroitement les patients prenant un anticoagulant ou

un antiplaquettaire et, en cas de chirurgie, arréter la prise d’ibrutinib 3 a 7 jours avant |'opération.

L'ibrutinib induit également des risques cardiaques avec notamment la survenue de fibrillations
auriculaires (FA). La FA a été rapportée comme la premiére raison d’arrét de I'ibrutinib liée a la toxicité
(113). A 18 mois de suivi, 3 a 7% des patients sont touchés, et le chiffre augmente a 9-16% avec le
prolongement du suivi (110). Il s’agit d’un effet indésirable d’importance clinique majeur puisque la FA

est associée au risque d’accident vasculaire cérébral, de cardiomyopathie et de mortalité. En moyenne,
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elle survient quatre mois apres le début du traitement (114). La relation entre ibrutinib et FA n’a pas
été clairement identifiée. Contrairement a d’autres inhibiteurs de tyrosine kinase, I'ibrutinib n’entraine
pas de prolongement de l'intervalle QT. Au travers de son action sur BTK et TEC, I'ibrutinib est a
I’origine d’une régulation négative des voies de signalisation PI13k-Akt, notamment au niveau du cceur,
ce qui pourrait étre a I'origine de I'apparition d’'une FA (110). Le risque est d’autant plus important
chez les patients les plus agés (plus de 65 ans) de sexe masculin ayant de I'hypertension et des
antécédents de problémes cardiaques (113). En cas de FA, il est recommandé de diminuer la dose
d’ibrutinib. Le clinicien peut également avoir recours a des bétabloquants. Toujours en lien avec
I'altération de la fonction cardiaque, quelques cas d’arythmie ventriculaire et/ou de décés soudains
liés a une cause cardiaque sous ibrutinib ont été rapportés (115). Le risque d’hypertension est
également élevé. Dans (116), Byrd et al. rapportent I’hypertension comme I'événement indésirable de
grade supérieur ou égal a 3 le plus fréquent avec 20% des patients touchés. L’hypertension peut étre

un précurseur de I'apparition de FA et doit étre étroitement surveillée.

Le risque d’infection a été rapporté dans de nombreuses études. Dans une méta-analyse regroupant
sept études et 2167 patients dont 1115 étaient traités par ibrutinib et 1052 étaient dans le groupe
controle, 46% de cas d’infections ont été répertoriés sous ibrutinib versus 37% dans le groupe controle
(117). En majorité, il s’agissait d’infections des voies respiratoires supérieures ou de pneumonies. Des
infections fongiques, dont des aspergilloses pulmonaires invasives, ont également été rapportées
(118). Le risque d’infection était significativement plus important dans le groupe de traitement par
ibrutinib, que ce soit en considérant tous les grades ou uniquement les grades supérieurs ou égal a 3

(117).

Enfin, la réactivation du virus de I'Hépatite B a été observée chez des patients traités par ibrutinib
précédemment infectés. Dans une étude incluant 412 patients traités par ibrutinib, 21 présentaient
une précédente infection par le virus de I’"Hépatite B. Parmi eux, deux (soit 9.5%) ont développé une

réactivation du virus (119). Les patients concernés doivent donc faire I'objet d’un suivi particulier.

L’analyse des résultats des études RESONATE (195 patients) et RESONATE-2 (133 patients) montrent
que le taux d’effets indésirables diminue au cours du temps. En réponse a ces effets indésirables, le

clinicien peut décider de diminuer la dose initiale ou bien, dans certain cas, d’arréter le traitement.

2.3.4  Interruption du traitement

Les essais cliniques évaluant I'efficacité de I'ibrutinib ont montré des taux de réponse élevés et
durables. Dans les études RESONATE et RESONATE-2, le taux de réponse global était de 91% et 92%

respectivement (95,101). Dans I'étude RESONATE, la PFS médiane était de 44 mois. Dans I'étude
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RESONATE-2 la médiane de la PFS n’avait pas été atteinte aprés 60 mois de suivi. Des études en vie
réelle ont également confirmé ces taux de réponse élevés : une étude suédoise a montré un taux de
réponse de 84% chez 95 patients traités par ibrutinib pour différentes hémopathies malignes avec une
médiane de la PFS qui n"avait pas été atteinte a 10 mois de suivi (120). Dans une autre étude en vie
réelle sur 616 patients, la médiane de la PFS était de 35 mois (121). Néanmoins, malgré des taux de
réponse importants et une bonne tolérance de I'ibrutinib, certains patients finissent par arréter leur
traitement. Jain et al. ont analysé les raisons de cet arrét (122). Leur étude comprenait un total de 320
patients atteints de LLC et traités par ibrutinib, en premiére ligne ou aprés une rechute, parmi lesquels
90 (28%) ont arrété leur traitement. Le temps médian de I'arrét était de 15 mois de traitement. Les
principales raisons d’arrét étaient la toxicité (29 patients) et la progression de la maladie (19 patients).
Les autres causes d’arrét étaient variées (déces, second cancer, transplantation de cellules souches
hématopoiétiques, etc.). Dans une autre étude, Mato et al. ont analysé les données de 616 patients
traités par ibrutinib pour une LLC dans différents hopitaux américains (121). Parmi eux, 41% ont stoppé
leur traitement. L’étude a également mis en évidence que les principales raison d’arrét du traitement
étaient la toxicité (temps médian d’arrét a 6 mois, 21% des patients) et la progression de la maladie

(temps médian d’arrét a 10 mois, 8% des patients).

Une des causes sous-jacentes a 'arrét du traitement par ibrutinib en raison de la progression de la
maladie est le développement d’une résistance a l'action de ce médicament. Certains patients
montrent une résistance primaire a l'ibrutinib (123). Dans d’autres cas, les patients montrent une
réponse au traitement avant de rechuter. Diverses mutations peuvent étre a l'origine de cette
résistance. Furman et al. rapportent un cas de résistance a I'ibrutinib chez une patiente traitée pour
une LLC (124). Un séquencgage ARN a révélé une mutation au nucléotide 1634 de la séquence d’ADN
complémentaire de la BTK. A cette position, la thymine avait été substituée par une adénine, ce qui a
remplacé la cystéine 481 a laquelle se lie I'ibrutinib par une sérine (mutation C481S). Une modélisation
de la structure de la BTK a montré que cette modification perturbait la liaison de I'ibrutinib a la BTK, la
rendant réversible (Figure 5). L’étude du clone mutant en culture cellulaire a permis de montrer que
ce dernier était beaucoup moins sensible a I'inhibition de la BTK par I'ibrutinib. La mutation C481S a

été mise en évidence dans plusieurs études, chez des patients atteints de LLC ou de LCM (125,126).
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Figure 5 — Mécanisme de résistance a I'ibrutinib dans le cas de la mutation C481S de la BTK
D’apres Furman et al. (124)

Une autre mutation a été identifiée au niveau de PLCy2, une autre protéine kinase activée par BTK
dans la voie de signalisation du BCR. Il semblerait que la mutation de PLCy2 permette 'activation de la
cascade de signalisation indépendamment de BTK (127). Des études ont mis en évidence que des
patients atteints de LCM montraient une activation de voies de signalisations alternatives n’impliquant
pas BTK (128). Chiron et al. ont trouvé que chez six patients atteints de LCM, la résistance était due a
I'activation de la voie PI3K-AKT en amont de l'intervention de la BTK dans la cascade de signalisation
du BCR (125). Rahal et al. ont également mis en évidence que I'activation de la voie NFkB, qui découle
normalement des signaux du BCR, pouvait étre activée alternativement dans des cas de résistance a

Iibrutinib (129).

En cas de résistance a l'ibrutinib, d’autres inhibiteurs de la BTK peuvent étre utilisés. On peut
également se tourner vers des inhibiteurs ciblant d’autres kinases (123). Le venetoclax qui cible BCL2
est une des alternatives les plus employées actuellement (130). L'utilisation de combinaisons de
médicaments plutét que la monothérapie d’ibrutinib est également envisagée pour diminuer les
risques de résistance (122). Plusieurs études cliniques étudient actuellement I'efficacité de différentes

combinaisons (84).

2.3.5 Rationnel de dose

L’équipe du Professeur Varsha Gandhi a étudié le niveau de BTK au cours du temps chez des patients
atteints de LLC et traités par ibrutinib (131). lls ont d’abord analysé les cellules leucémiques de trois
patients prélevées a to — juste avant le début du traitement — puis quatre semaines plus tard. En
utilisant la technique du western blot, ils ont observé de fagon qualitative que chez ces trois patients

le taux de BTK avait diminué entre O et 4 semaines (Figure 6). lls ont ensuite fait une comparaison
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globale des valeurs a 0, 2, 4 et 12 semaines de traitement, mais avec a disposition seulement 2 a 5

échantillons par temps de mesure. lls ont observé que le taux de BTK diminuait au cours du temps

(Figure 7).

week: 0 4 0 4 0 4

—— Btk

Figure 6 — Comparaison du niveau de BTK avant le début du traitement et 4 semaines plus tard
D’apres Cervantes-Gomez et al. (131)
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Figure 7 — Comparaison du niveau de BTK au cours du temps
D’apres Cervantes-Gomez et al. (131)

En s’appuyant sur ces résultats et en supposant que la relation entre l'ibrutinib et la BTK était
stoechiométrique, ils ont émis I’hypothése que la dose d’ibrutinib pouvait étre réduite au cours du
temps, sans que cela n‘impacte I'occupation de sa cible et par conséquent I'efficacité du traitement.
Pour tester cette hypothése, ils ont mis en place une étude clinique pilote chez onze patients (132).
Dans cette étude, les patients recevaient trois cycles de 28 jours de traitement par ibrutinib. Les doses
administrées aux cycles 1, 2 et 3 étaient de 420 mg, 280 mg et 140 mg respectivement. lls ont mesuré
I’occupation de la BTK au cours de ces trois cycles. Au total, huit patients ont complété les trois cycles

de traitement. Parmi les échantillons testés, tous sauf un démontraient une occupation de la BTK
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supérieure a 97%, quel que soit le cycle de traitement, indiquant qu’une réduction de dose

n’impacterait pas I'occupation de la cible et par conséquent I'efficacité clinique du traitement.

D’autres études ont montré que l'issue clinique était similaire entre les patients recevant la dose
standard de 420 mg et ceux recevant une dose réduite (133,134). Mato et al. ont présenté une étude
rétrospective multicentrique sur 197 patients atteints de LLC traités par ibrutinib (133). Au total, 37
patients (19%) ont recu une dose réduite (< 420 mg) pendant au moins deux mois durant les trois
premiers mois de traitement. La PFS et I'OS n’étaient pas significativement différentes entre les
patients ayant recu la dose standard et ceux ayant recu une dose réduite. Le méme résultat a été
obtenu par Akhtar et al. chez 70 patients dont 23 avaient eu une réduction de dose. Sur 22 mois de
suivi en moyenne, la PFS et I'OS étaient similaires, quel que soit le moment ou la réduction de dose
avait eu lieu (134). Ces résultats posent donc la question de la possibilité de réduire la dose d’ibrutinib
au cours du traitement. Cette réduction aurait plusieurs avantages : la diminution du risque de toxicité
pour les patients, la limitation des effets off-target de la molécule et la réduction des co(ts liés a ce

traitement onéreux (135).

2.4 Effets de librutinib sur les cellules de la LLC

L'ibrutinib a plusieurs effets sur les cellules leucémiques de la LLC et leur microenvironnement. Il inhibe
leur prolifération, leur migration, leur adhésion et leur survie (136—138). Burger et al. ont étudié les
dynamiques de cellules leucémiques radiomarquées chez des patients atteints de LLC, avant et apres
traitement par ibrutinib (138). lls ont trouvé que le taux de prolifération moyen des cellules passait de
0.39% par jour a 0.05% par jour et que le taux de mortalité passait de 0.18% par jour a 1.5% par jour.
L'ibrutinib agit également sur le microenvironnement des cellules en inhibant la formation des
chemokines CLC3 et CLC4 et la chimiotaxie des cellules pour les chemokines CXCL12 et CXCL13 et CCL19
qui sont responsables du phénoméne de homing (137,139). Il diminue également I'expression du

récepteur CXCR4 (140).

Le taux de lymphocytes circulants est un indicateur important dans la LLC. Les patients atteints de cette
pathologie ont des taux de lymphocytes dans le sang tres supérieurs a la moyenne, c’est d’ailleurs le
premier signe d’alerte pouvant mener au diagnostic de la LLC. Le but du traitement de la LLC est de
réduire et de stabiliser le taux de lymphocytes a une valeur normale. Paradoxalement, I'administration
d’ibrutinib (et plus généralement d’inhibiteurs du BCR) a la particularité de provoquer une
lymphocytose, c’est-a-dire une augmentation du taux de lymphocytes dans le sang, en début de

traitement. A premiére vue, la lymphocytose pourrait étre associée a une progression de la maladie,
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puisqu’il s’agit effectivement d’un facteur lié a la progression (Cf. section 1.6). Néanmoins, il a été
montré que cet effet était transitoire et asymptomatique (141). En I'absence d’autres symptomes, il
n’est donc pas considéré comme une progression de la maladie. Il serait plutot di au « relargage » des
lymphocytes accumulés dans les tissus lymphoides vers la circulation sanguine. Cela s’explique par
I'inhibition de I'adhésion et de I'attraction (homing) des cellules circulantes vers les tissus et non pas
par 'augmentation de la prolifération (137,142). Durant les essais cliniques, la lymphocytose a été
définie par un taux de lymphocytes circulants supérieur a 5 G/L associé a une augmentation de plus de
50% en comparaison avec la valeur basale observée avant le début du traitement. Cette phase de
lymphocytose était considérée comme résolue lorsque le patient était retombé a un nombre de
lymphocytes inférieur ou égal a la valeur basale, ou a un nombre inférieur a 5 G/L. Barrientos et al. ont
analysé les résultats de deux études de phase Ill, RESONATE (ibrutinib vs. ofatumumab) et RESONATE-
2 (ibrutinib vs. chlorambucil) (141). lls ont trouvé que 57% des patients atteints de LLC traités par
ibrutinib en premiére ligne et 69% des patients traités en deuxieme ligne ou plus (patients réfractaires
ou en rechute) ont montré une lymphocytose. Le phénomene s’étend essentiellement sur les premiers
mois de traitement avec un pic atteignant une augmentation de 100 a 200% par rapport a la valeur

basale et observé en moyenne aprés 4 a 6 semaines de traitement.

Herman et al. (142) ont observé que le nombre de lymphocytes augmentait chez tous les patients au
début du traitement par ibrutinib. Néanmoins cette augmentation est extrémement variable entre les
patients. La phase de lymphocytose ne dure pour certain que quelques jours, versus plusieurs
semaines pour d’autres. Grace a une méthode de classification non supervisée, ils ont identifié trois
groupes de patients en fonction de la cinétique des lymphocytes (Figure 8). Dans le premier groupe le
pic de lymphocytes est atteint en quelques jours et la phase de lymphocytose se termine rapidement.
Inversement dans le troisieme groupe on observe une forte augmentation relative des lymphocytes et
un retour a la valeur basale beaucoup plus lent. Le deuxiéme groupe est intermédiaire. lls ont trouvé
que les patients du groupe 1 avaient un taux basal de lymphocytes plus important que ceux du groupe

3.
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Figure 8 — Différents profils de lymphocytose observés chez les patients atteints de LLC et traités
par ibrutinib
D’apres Herman et al. (142)

Dans une analyse des résultats de I'’étude RESONATE aprés deux ans de suivi, Brown et al. ont montré
que la PFS était significativement meilleure chez les patients ayant présenté une lymphocytose (69%
des patients) (143). Cette tendance était toujours visible mais non significative aprés 56 mois de suivi
(141). En revanche, dans I'étude RESONATE-2, aucune différence n’a été observée en termes de PFS
entre les deux groupes, a 49 mois de suivi. Woyach et al. (144) ont analysé les patients de I'étude PCYC-
1102 a un an de suivi et ont trouvé une tendance a une meilleure PFS dans le groupe de lymphocytose
mais ce résultat n’était pas statistiguement significatif. Par la suite, Byrd et al. ont présenté les résultats
de la combinaison des deux études PCYC-1102 et PCYC-1103 a 3 ans de suivi (116). lIs concluent que la
PFS était « similaire a meilleure » dans le groupe de patients présentant une lymphocytose. Ces études
suggerent donc qu’il y aurait un lien entre la lymphocytose et la réponse clinique. Il faut néanmoins
savoir que parmi les patients présentant une lymphocytose prolongée, on retrouve plus de patients
avec un IgHV muté ou présentant la délétion del(13)q, facteurs de bon pronostic pour la LLC

(116,141,142,144).

2.5 Dosage de librutinib

Différentes équipes ont mis au point des méthodes de quantification des concentrations d’ibrutinib
(145-151). La technique la plus utilisée pour le dosage est la chromatographie liquide (LC) a haute ou

ultra haute performance/pression (HPLC, UHPLC), couplée a de la spectrométrie de masse (MS).
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La HPLC et 'UHPLC sont des techniques permettant de séparer plusieurs espéces moléculaires
contenues dans un mélange complexe. Cette séparation se fait de fagcon dynamique sur des colonnes
chromatographiques, grace aux interactions entre la phase stationnaire, qui a une chimie adaptée aux
molécules a séparer, et les phases mobiles, qui ont une composition adaptée pour entrainer et séparer,
via l'interpolation de gradient, les molécules du mélange. Les différentes molécules a séparer sont
injectées dans le systeme et sont entrainées par les différentes phases mobiles. En fonction de leurs
caractéristiques physicochimiques, et des conditions du mélange des phases mobiles, elles migrent
plus ou moins rapidement le long de la colonne, ce qui permet une séparation des différentes
especes. Avec la HPLC/UHPLC, la performance du systéme de chromatographie liquide a été améliorée
par I'augmentation de la pression liquidienne et de la taille et la granulométrie de la phase stationnaire.
Cela a permis une amélioration de la séparation et de la résolution chromatographique. La
HPLC/UHPLC est utilisée en amont du systéme de détection, pour séparer au mieux les différents
composés contenus dans un mélange complexe et ainsi optimiser I'étape de détection et de

quantification des molécules d’intérét.

La spectrométrie de masse est une méthode de détection, qui permet d’identifier et de quantifier des
molécules d’intérét en fonction de leur masse et de leur fragmentation. Elle consiste en plusieurs
étapes : les molécules sont d’abord ionisées dans une source d’ionisation, puis elles sont sélectionnées
et séparées en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) et de leur fragmentation dans un tube
a vide appelé analyseur, enfin elles sont quantifiées au niveau du détecteur. Il existe plusieurs sortes
de sources d’ionisation et d’analyseurs. Un des analyseurs les plus utilisés pour la quantification est le
quadripdle. Il est constitué de quatre électrodes sur lesquelles sont appliqués des potentiels
électriques positifs et négatifs de fagon alternative. Selon les potentiels appliqués, le quadripéle
laissera passer des ions de rapports m/z différents. Les intéréts de I'analyseur quadripolaire sont sa
linéarité et sa robustesse pour la quantification des molécules. On distingue deux principaux modes de
détection : SRM pour Selected Reaction Monitoring et MRM pour Multiple Reaction Monitoring. Le
mode SRM ne permet de suivre qu'une seule molécule a la fois, caractérisée par son ion moléculaire
(appelé ion parent), et fragmenté en un ion représentatif (appelé en ion fils). La fragmentation de I'ion
parent en ion fils correspond a une « transition ». Le mode MRM permet en revanche de suivre et de
quantifier plusieurs molécules a la fois ayant chacune des transitions ion parent = ion fils différentes.
Le mode MRM permet d’avoir une meilleure spécificité, il permet d’augmenter considérablement la
limite de détection des composés par une sélection spécifique des fragments de I'ion étudié. Le
spectromeétre de masse est souvent utilisé en tandem (MS/MS) avec I'association de trois quadripdles.
Le premier quadrip6le sert a sélectionner les ions parents issus de I'ionisation des molécules d’intérét,

le second est une cellule de collision qui permet fragmenter les ions parents en ions fils, qui sont
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ensuite eux-mémes sélectionnés par le troisieme quadrip6le (Figure 9). Une seconde transition peut
étre obtenue par la fragmentation de I'ion fils en ion de confirmation. Ainsi, chague molécule est
caractérisée par son temps de rétention sur le systeme de LC, puis par plusieurs transitions
correspondant aux différents ions obtenus dans le systeme de MS. Mises ensemble, ces informations
constituent une signature unique permettant de quantifier chaque molécule sans aucun doute sur son

identité.

Figure 9 — Spectrométrie de masse en tandem avec un systéme a 3 quadripoles
D’apres (152)

Dans les études citées ci-dessus, 'ibrutinib était dosé seul (148,150), avec un ou plusieurs de ses
métabolites (145,146,149,151) ou en simultané avec d’autres médicaments (147,149). Dans toutes les
études, excepté (148), la détection était réalisée par spectrométrie de masse en tandem avec un
systeme de triple quadripble. Chaque molécule était identifiée et quantifiée grace a deux transitions
en mode MRM. L’ionisation s’effectuait dans la plupart des cas par une source d’ionisation du type
electrospray (ESI) en mode positif. La limite de quantification, définie par le point bas de la gamme de
calibration, variait de 0.05 a 10 ng/mL. Le point haut de gamme variait de 30 a 5000 ng/mL. La matrice
était principalement du plasma, sauf dans le cas du groupe de Beauvais et al. (145) ou il s’agissait de
liqguide cérébrospinal. Les analyses étaient réalisées sur des échantillons obtenus chez 'Homme ou
chez I'animal (rat ou souris). La technique d’extraction de I'ibrutinib dans les échantillons plasmatiques
était la précipitation de protéines ou I'extraction liquide-liquide. Enfin, les prises d’essai dans les

différents échantillons variaient de 20 a 200 pL.

Dans cette partie nous avons pu faire un état des lieux des connaissances sur l'ibrutinib, le premier

inhibiteur du BCR a avoir été approuvé sur le marché et indiqué pour le traitement de la LLC. Cette
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molécule a révolutionné la prise en charge de la LLC en proposant une solide alternative aux
traitements par chimiothérapie avec des taux de réponse importants et une bonne tolérance de la part
des patients. Dans la méme idée, d’autres petites molécules inhibitrices ont été développées pour le
traitement des hémopathies malignes. Parmi elles, un autre inhibiteur du BCR, I'idelalisib, a obtenu

son autorisation de mise sur le marché dans I'indication de la LLC peu apres l'ibrutinib.
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3 Généralités sur l'idelalisib

3.1 Propriétés physico-chimiques

L'idelalisib, a pour nomenclature 5-Fluoro-3-phenyl-2-[(1S)-1-(9H-purin-6-ylamino)propyl]quinazolin-

4(3H)-one. Sa formule brute est C;;H1sFN7O. Sa structure chimique est présentée en Figure 10 (153).

N
|
T

Figure 10 — Structure chimique de l'idelalisib
D’apres (153)

L'idelalisib présente une masse molaire de 415.4 g/mol. Il se présente sous forme d’une poudre
blanche. Il est insoluble dans I'eau a pH 7 mais soluble a pH 1.2 (154). Son logP est estimé a 3.88.
L'idelalisib présente une faible solubilité aqueuse mais une haute perméabilité intestinale, il est
classifié comme un médicament de BCS classe Il (155). Le médicament sur le marché est nommé
Zydelig®, il est commercialisé par les laboratoires Gilead Sciences sous forme de comprimés pelliculés

dosés a 100 mg ou a 150 mg d’idelalisib.
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3.2 Propriétés pharmacologiques

3.2.1 Propriétés pharmacodynamiques

L'idelalisib agit par inhibition sélective de I'isoforme & de la classe | des phosphoinositide 3-kinases
(PI13K8). Les PI3Ks sont une famille de kinases comprenant huit isoformes répartis en trois classes (I, Il
et lll) selon leur structure et leurs substrats. La classe | comprend les sous-classes IA et IB. Les PI3Ks de
classe IA sont des hétérodimeéres composés d’une unité régulatrice (p85) et une unité catalytique
(p110). La classe IA contient PI3Ka, PI3KB et PI3K& (unités catalytiques p110a, p110B et p110&6
respectivement). La classe IB contient quant a elle la PI3Ky (unité catalytique p110y). Les unités p110a
et pl10B sont largement exprimées dans de nombreux tissus, alors que p1106 et p110y sont
principalement retrouvées dans les leucocytes (156). L’activation de récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTK) ou de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) entraine le recrutement des PI3Ks au
niveau de la membrane plasmatique. L'unité p110 intervient alors dans la transformation du PIP2
(phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol3,4,5-triphosphate), un lipide
messager qui est a I'origine de I'activation de nombreuses voies cellulaires. Notamment, PIP3 recrute
AKT qui est impliqué dans la prolifération et la survie cellulaire (Figure 11). La voie de signalisation
PI3K/AKT est également activée via le BCR (157). Cette cascade de signalisation est impliquée dans de
nombreux cancers. En effet, la mutation du géne PIK3CA (gene codant pour 'unité p110a), la perte du
géne PTEN qui régule PIP3, la mutation d’AKT ou I'amplification des RTKs sont des anomalies
génétiques fréquentes menant a la surexpression de la voie PI3K/AKT liée a I'apparition de cancers

(158,159).
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Figure 11 — Voie de signalisation PI3K/AKT
D’apres De Santis et al. (156)

Le réle des PI3Ks dans I'apparition de cancers en a donc fait une cible thérapeutique privilégiée. De
nombreux inhibiteurs sont en développement mais I'idelalisib est le seul a étre actuellement sur le
marché. L’idelalisib cible spécifiquement la PI3K& qui est un élément clé dans plusieurs voies de
signalisation impliquées dans la prolifération, la survie, la motilité, et la rétention des cellules
leucémiques de différentes hémopathies malignes B, dont le BCR. Dans des cellules issues
d’hémopathies malignes, I'idelalisib bloque la voie de signalisation PI3K&/AKT ce qui entraine une
inhibition de la prolifération cellulaire et une stimulation de I'apoptose. L’idelalisib est un inhibiteur
compétitif du site de liaison de I’ATP sur p1106. Cette inhibition est réversible (155). Les différences
structurales entre les différents isoformes font que I'idelalisib est un inhibiteur spécifique de la PI3K&.
Dans une étude in vitro, I'IC50 de I'idelalisib pour PI3K& a été estimé a 19 nM alors qu’il est de 8600,
4000 et 2100 nM pour PI3Ka, PI3KB et PI3Ky respectivement (154). De plus, aucune activité

significative sur d’autres kinases n’a été observée (155).
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3.2.2  Propriétés pharmacocinétiques

L'idelalisib est un médicament administré par voie orale. Son absorption est rapide puisque le pic des
concentrations est observé 0.5 a 1.5 heures aprés une prise a jeun, et de 2 a 4 heures aprés une prise
durant le repas. Sa biodisponibilité est estimée a 74%. L'idelalisib présente une forte perméabilité
intestinale sur les cellules Caco2 avec un taux d’efflux encore plus important. Le ratio B-A/A-B est de
12.2 a une concentration de 1 uM, mais diminue quand la concentration augmente (ratio de 2.8 a 50
KM), probablement a cause de la saturation des transporteurs d’efflux. L’exposition a I'idelalisib est
proportionnelle a la dose pour une dose allant jusqu’a 100 mg, puis en dessous de la proportionnalité

a partir de 150 mg, ce qui est di a une absorption limitée par la solubilité du produit (155,160).

Le volume de distribution apparent de I'idelalisib est de 96 L. Aux niveaux de concentrations observés
en clinique, I'idelalisib se lie aux protéines plasmatiques a hauteur de 93%. Le ratio sang/plasma aprées

une prise unique de 150 mg a été estimé a 0.5 (154,155).

L'idelalisib est majoritairement métabolisé par I'aldéhyde oxydase (AO) menant a la formation de son
principal métabolite, GS-563117. Les cytochromes CYP3A4, CYP3AS5 et 'UGT1A4 participent également
a la métabolisation de I'idelalisib. Le métabolite GS-563117 est le seul métabolite circulant, il ne
présente aucune activité vis-a-vis de la PI3K6. Sa concentration plasmatique est 2 a 4 fois plus élevée
que celle de son parent. Il est éliminé via les CYP3A et UGT1A4. La demi-vie d’élimination moyenne de
I'idelalisib est de 8.2 heures et sa clairance moyenne est de 14.9 L/h. Il est excrété principalement dans
les feces (78%) et dans I'urine (14%) (154,155,161). Des études de pharmacocinétique ont été menées
chez les patients présentant une atteinte hépatique ou rénale (162,163). Aucun changement
significatif n’a été observé chez les patients atteints d’insuffisance rénale. Pour les patients présentant
une insuffisance hépatique sévere, la concentration maximale est inchangée mais I’AUC est augmentée
de 60%. Toutefois cette augmentation n’a pas été associée a un changement au niveau de la tolérance,

ce qui n’a pas entrainé de recommandations particuliéres dans cette population.

3.3 Idelalisib en clinique

3.3.1 Essais cliniques et autorisation de mise sur le marché

L’idelalisib a obtenu son autorisation de mise sur le marché de la part de la FDA en 2014. L’autorisation
concernait le traitement de la LLC, en association avec le rituximab, chez des patients pour lesquels
I'administration du rituximab seul n’était pas jugée adéquate en raison de leurs comorbidités.

L’idelalisib a également obtenu une autorisation accélérée pour le traitement de deux lymphomes non-
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hodgkiniens (LNH), le SLL et le LF, chez des patients ayant déja recu au moins deux thérapies. Les

mémes autorisations ont été attribuées par 'EMA en 2014.

L’étude de phase Ib 101-02 était une étude d’escalade de dose chez 191 patients atteints de diverses
hémopathies des cellules B (LNH dont LF et SLL, LLC, LM, etc.) en rechute. Les patients ont recu des
doses variant de 50 a 350 mg, une ou deux fois par jour. A I'issue de cette étude, la dose de 150 mg
administrée deux fois par jour (BID) a été retenue (154,164,165). Une des principales études sur
I’efficacité clinique de I'idelalisib chez les patients atteints de lymphome est I'étude de phase Il 101-
09. Il s’agit d’une étude multicentrique internationale incluant 125 patients réfractaires au rituximab
ou aux agents alkylants, dont 72 atteints de LNH. Les patients ont recu 150 mg d’idelalisib BID. Le taux
de réponse était de 57% dont 6% de réponses complétes. La médiane de la PFS était de 11 mois (166).
Pour la LLC, la principale étude d’efficacité était I'’étude de phase Ill G-US-312-0116. Il s’agissait d’un
essai clinique randomisé et en double aveugle dans lequel 220 patients atteints de LLC et en rechute
ont été inclus. Les deux groupes de traitement incluant chacun 110 patients étaient : idelalisib 150 mg
BID en association avec rituximab [Groupe 1] et rituximab seul (administré avec un placebo) [Groupe
2]. Le traitement par rituximab durait six mois. Dans une premiere analyse des résultats, la PFS
médiane du groupe 2 était de 5.5 mois alors qu’elle n’avait pas encore été atteinte dans le groupe 1.
Le taux de réponse global était de 81% avec idelalisib versus 13% sans idelalisib (167). Une seconde
étude a permis d’étendre le suivi de certains patients. Les patients du groupe 1 continuaient leur
traitement avec 150 mg d’idelalisib BID ou 300 mg BID s'ils avaient progressé. Les patients du groupe
2 bénéficiaient de I'idelalisib a une dose de 150 mg BID s’ils avaient progressé (Figure 12). Dans le

groupe 1, la PFS médiane était de 20.3 mois et le taux de réponse global de 85.5% (168).
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Figure 12 — Schéma de I’extension de suivi des patients de I’étude G-US-312-0116
D’apres Sharman et al. (168). PD : progressive disease, IDELA : idelalisib.

Une autre étude de phase Il, appelée 101-08, a été menée chez le patient agé. Elle incluait 64 patients
dgés de 65 a 90 ans atteints de LLC et jamais traités. Les patients ont recu une combinaison de
rituximab et d’idelalisib. Le taux de réponse global était de 97%, et il était de 100% dans le groupe de
patients présentant des facteurs de mauvais pronostic de la LLC, comme la délétion del(17)p ou la
mutation TPP53. La taux de PFS était de 83% a 36 mois (169). D’autres études se sont intéressées a la
combinaison de l'idelalisib avec différents anticorps monoclonaux ou chimiothérapies. Dans I'étude
multicentrique 101-07, 52 patients atteints de LLC et 79 patients atteints de LNH en rechute recevaient
de I'idelalisib en combinaison avec du rituximab (R), de la bendamustine (B) ou les deux (BR), ou avec
d’autres anticorps ou chimiothérapies (ofatumumab, fludarabine, chlorambucil, lenalidomide). Pour
les patients atteints de LLC, les taux de réponse étaient de 90%, 78% et 87% dans les groupe R, B et BR
respectivement (170). Pour les patients atteints de LNH, les taux de réponse étaient de 75%, 88% et
79% respectivement (171). D’autres études se sont également intéressées a la combinaison de

I'idelalisib avec I'ofatumumab pour le traitement de la LLC (172,173).

3.3.2 Interactions médicamenteuses

Les études in vitro ont montré que ni I'idelalisib ni GS-563117 n’étaient inhibiteurs des cytochromes
1A2, 2B6, 2C9, 2C19 et 2D6 ou des transporteurs BCRP, OAT1, OAT3 ou OCT2. En revanche, l'idelalisib
est un inhibiteur de la P-gp et les deux molécules sont des inhibiteurs des transporteurs OATP1B1 et
OATP1B3. Comme évoqué plus tot, I'idelalisib est principalement métabolisé par I’AO mais aussi par

les CYP3A et UGT1A4. Des études d’interactions médicamenteuses ont été menées chez des
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volontaires sains (174). La co-administration de rifampicine, un fort inducteur du CYP3A, avec de
I'idelalisib entraine une réduction de 75% de I’AUC de I'idelalisib et de 89% de I'AUC de GS-563117 qui
est principalement métabolisé via les CYP3A. La co-administration d’idelalisib avec des inhibiteurs du
CYP3A est déconseillée car elle peut entrainer une diminution de I'efficacité. La co-administration de
kétoconazole, un fort inhibiteur du CYP3A, avec I'idelalisib entraine une augmentation de 26% du Cmax
et de 79% de I'AUC de l'idelalisib. Cette augmentation n’est pas considérée comme cliniquement
pertinente et aucun ajustement de dose n’est recommandé. Néanmoins il est conseillé de suivre de
prés les patients concernés, et de surveiller I'apparition d’effets indésirables. L’'influence de
I"'administration d’idelalisib sur d’autres médicaments a également été étudiée. La digoxine est un
médicament substrat de la P-gp, transporteur qui est inhibé par I'idelalisib. Aucune différence n’a été
observée au niveau des concentrations de digoxine administrée avec ou sans l'idelalisib. La
rosuvastatine est substrat de BCRP, OATP1B1 et OATP1B3. L’action inhibitrice d’idelalisib sur ces
transporteurs n’a pas non plus d’effet sur I'exposition a ce médicament. En revanche, la co-
administration de I'idelalisib avec le midazolam, un substrat du CYP3A, a montré une augmentation de
138% du Cmax et de 437% de I'AUC du midazolam. Cet effet est principalement di a la capacité de GS-
563117 a inhiber le CYP3A. Pour les médicaments substrats du CYP3A, il est donc recommandé de
prendre en compte une potentielle augmentation de I'exposition en cas de co-administration avec de
I'idelalisib. Enfin, en raison de la solubilité pH-dépendante de I'idelalisib, une étude d’interaction
médicamenteuse avec des médicaments antiacides a été menée mais aucun effet cliniqguement

pertinent n’a été observé (155).

3.3.3  Effets indésirables

Les principaux effets indésirables d’intérét clinique de l'idelalisib sont la diarrhée et la colite, la
pneumopathie, I'élévation des taux de transaminases, des infections et des effets hématologiques

(neutropénie, anémie, thrombopénie) (175).

La survenue de diarrhée et/ou de colite est un des effets indésirables les plus fréquents observés chez
les patients traités par idelalisib. C’est aussi une des causes les plus fréquentes d’arrét du traitement
ou de concession de dose. En effet en cas de diarrhée de grade 3 ou 4, il est recommandé de suspendre
le traitement par idelalisib jusqu’a ce que I'’événement soit résolu, puis de reprendre le traitement a
une dose diminuée de 100 mg BID. Dans I'étude de phase Il qui évaluait la combinaison de I'idelalisib
et du rituximab chez 110 patients atteints de LLC, 21% des patients ont eu une diarrhée dont 5% de
grade > 3. Dans une autre étude, parmi 146 patients atteints de LNH recevant de l'idelalisib en

monothérapie, 47% de diarrhées ont été observées dont 14% de grade > 3 (176). Des stéroides comme
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le budésonide, la dexaméthasone ou la prednisone peuvent étre administrés au patient pour traiter la

diarrhée. En cas de diarrhée chronique, il faut envisager I'arrét définitif du traitement par idelalisib.

L’élévation de I'alanine aminotransférase (ALAT) et de l'aspartate aminotransférase (ASAT) est
également un effet indésirable fréquent de I'idelalisib. Elle a été observé chez 30 a 50% des patients,
avec 14 a 16% de grades 3-4 (177). L’élévation des transaminases traduit une atteinte hépatique qui
semble étre due a une réponse immunitaire induite par I'inhibition de la PI3K6 au niveau des cellules
T régulatrices. Cet effet a également été observé avec le duvelisib, un autre inhibiteur de la PI3K& (178).
Comme cet effet indésirable est initialement asymptomatique, il est important que les taux d’ASAT et
d’ALAT soient surveillés tout au long du traitement. Cet effet est réversible puisque ces taux reviennent
a la normale apreés I'arrét de la prise d’idelalisib. De méme que pour la diarrhée, en cas de grade 3 ou
4 (élévation de I'ASAT et/ou ALAT > 5 fois la limite supérieure de la norme), l'idelalisib est
temporairement stoppé puis repris a la dose de 100 mg BID. Néanmoins chez certains patients les taux
ré-augmentent malgré une concession de dose (176). Il est également recommandé de tester les
patients pour les virus des hépatites B et C avant d’initier le traitement par idelalisib. Une prophylaxie
pour anticiper la réactivation du virus de I'hépatite B peut étre envisagée. L’idelalisib ne doit pas étre

utilisé en concomitance avec d’autres médicaments hépatotoxiques (177).

La pneumonie (inflammation des poumons) a été observée chez 6 a 22% des patients. Les patients
fumeurs, présentant une atteinte chronique au niveau des poumons ou ayant subi des traitements par
radiations sont les plus a risque. Il est recommandé de surveiller I'apparition de signes cliniques tels
qgue la toux, la dyspnée, I'hypoxie, I'apparition d’infiltrats pulmonaires interstitiels sur un examen
radiologique ou encore une diminution de plus de 5% dans la saturation de I'oxygéne (175). En cas de
pneumonie, une recherche de I’origine infectieuse doit étre réalisée avec notamment la recherche de
Pneumocystis jirovecii. Plus généralement, I'un des effets indésirables les plus préoccupants de
I'idelalisib est I’apparition d’infections graves telles que la pneumonie a Pneumocystis jirovecii (PPJ) ou
I'infection par le cytomégalovirus (CMV). Des recommandations supplémentaires ont été publiées par
les laboratoires Gilead en 2016 pour réduire le risque de telles infections. Tous les patients traités par
idelalisib doivent recevoir une prophylaxie contre la PPJ pendant leur thérapie et elle doit étre
maintenue pendant deux a six mois aprés I'arrét d’idelalisib. L'infection au CMV doit également étre
surveillée régulierement au cours du traitement. Les patients présentant une virémie a CMV mais
n’ayant aucun symptéme clinique doivent faire I'objet d'une surveillance renforcée. En cas d’apparition

de signes cliniques de I'infection, l'interruption du traitement par idelalisib doit étre envisagée.
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Enfin on retrouve aussi des effets indésirables hématologiques. Dans les deux principales études de
phase Il et Il (166,167), les taux de neutropénie, thrombopénie et anémie étaient de 27%, 6% et 2%

(phase 1l) et de 34%, 10% et 5% (phase lll) respectivement (175).

3.3.4  Interruption du traitement

Les essais cliniques ont montré que le nombre de patients répondant au traitement par idelalisib était
élevé. Dans I'essai clinique 101-09 chez des patients atteints de LNH, 57% des patients ont été qualifiés
de répondeurs et 90% ont montré une réduction de la taille de leurs ganglions. La médiane de la PFS
était de 11 mois (166). De méme, dans I'étude clinique G-US-312-0116 chez des patients atteints de
LLC, la PFS médiane était de 20.3 mois et le taux de réponse global de 85.5% (168). Des études ont
également été menées en vie réelle. Bange et al. (179) ont analysé 61 patients recevant de I'idelalisib
pour le traitement de leur LLC. Le taux de réponse global était de 85% et la PFS médiane de 12 mois.
Dans une autre étude sur 35 patients recevant de I'idelalisib pour le traitement de leur LLC, le taux de
réponse global était de 76% (113). Une des principales causes d’arrét de I'idelalisib reste la toxicité,
avec une majorité de cas d’infections et plus particulierement de pneumonies (113,179). Dans une
étude américaine, Bird et al. ont analysé les données issues de patients bénéficiaires de I'assurance
maladie (180). Au total, sur 305 patients traités en monothérapie d’idelalisib pour un LF, 40% ont été
sujets a des infections sérieuses et 15% ont été victimes d’infections fatales. Chez 394 patients traités
par l'association d’idelalisib et de rituximab pour leur LLC, ces chiffres étaient de 48% et 13%
respectivement. Néanmoins, les auteurs ont noté que la pratique de la prophylaxie recommandée par
les laboratoires Gilead n’était pas systématiquement respectée : seulement 25% des patients LF et
37% des patients LLC 'avaient regue. lls ont tout de méme noté une augmentation de la pratique
puisqu’avant les nouvelles recommandations, seulement 8% des patients LF et 12% des patients LLC
I'avaient regue. lls ont également noté une baisse du recours a I'idelalisib par les praticiens suite a ces
recommandations. La seconde cause importante d’arrét du traitement par idelalisib est la progression
de la maladie (113). Dans ce cas, il est possible de se tourner vers d’autres traitements, notamment

d’autres inhibiteurs comme le venetoclax (181).

3.4 Dosage de l'idelalisib

Plusieurs publications présentent des méthodes de quantification des concentrations d’idelalisib.
Comme pour l'ibrutinib, c’est la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse qui est
utilisée. Le principe général de ces techniques est évoqué dans la section 2.5. Parmi les publications

disponibles dans la littérature, Veeraraghavan et al. ont été les premiers a présenter une méthode de
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quantification des concentrations d’idelalisib par HPLC-MS/MS (182). Leur méthode a été développée
pour quantifier simultanément les concentrations plasmatiques d’idelalisib, de fludarabine et de
lenalidomide chez le rat. lls ont utilisé des échantillons plasmatiques et une technique d’extraction
liguide-liquide. Le spectrométre de masse était un triple quadripdle avec une utilisation en mode SRM.
La source d’ionisation était du type ESI. Pour I'idelalisib, la gamme de quantification s’étendait de 1 a
577 ng/mL. Une autre étude présente une méthode de quantification dans le plasma du chien par
UHPLC-MS/MS (183). Les auteurs présentent le dosage de I'idelalisib et de son principal métabolite,
GS-563117. Les conditions d’expérimentation étaient similaires a celles de Veeraraghavan et al. :
source d’ionisation ESI en mode positif, mode SRM, extraction liquide-liquide. Les gammes de
guantification allaient de 0.1 a 600 ng/mL et a 300 ng/mL pour l'idelalisib et son métabolite
respectivement. Enfin Huynh et al. (184) proposent une quantification des concentrations d’idelalisib
dans le plasma humain par HPLC-MS/MS. lIs utilisent une source de type ESI en mode négatif et le
mode SRM. L’extraction était cette fois réalisée par précipitation des protéines plasmatiques. La

gamme de quantification allait de 10 a 2500 ng/mL.

Pour conclure I'idelalisib fait partie des alternatives de traitement pour des patients atteints de LLC ou
de LNH en rechute. Le médicament a démontré des taux de réponse importants. Néanmoins, son profil
de toxicité I'a rendu moins attractif au regard d’autres molécules comme I'ibrutinib ou de nouveaux

inhibiteurs plus récemment arrivés sur le marché comme le venetoclax.
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4 Analyse de données par approche de population

4.1 Méthodes d’analyse de données pharmacocinétiques

L'analyse de données pharmacocinétiques (PK) repose sur la caractérisation de parameétres PK
permettant de décrire la cinétigue du médicament. Ces parameétres sont calculés a partir des
concentrations de médicament observées chez un individu au cours du temps. Plusieurs approches

sont possibles pour I'analyse de ces données.

Une de ces approches est I'analyse non compartimentale individuelle. Cette méthode consiste a
analyser chaque patient séparément, et a calculer des parametres PK individuels grace a des formules
mathématiques en lien direct avec les concentrations observées. On peut notamment citer la méthode
des trapézes qui permet de calculer I'aire sous la courbe des concentrations. Pour pouvoir effectuer
une analyse non compartimentale, il est nécessaire de disposer d’'un nombre important de
prélevements par individu. Les mémes calculs sont répétés pour chaque individu et on peut ensuite en
déduire des parameétres de population en calculant la moyenne et I'écart-type sur I'ensemble des
individus étudiés. Cette méthode d’analyse est appelée approche en deux étapes et est couramment
utilisée, par exemple dans les études de bioéquivalence. Néanmoins, comme il n’est pas possible de
prendre en compte 'erreur réalisée sur |'estimation des parametres PK individuels, et la variabilité

interindividuelle obtenue est souvent surestimée.

La seconde approche possible pour l'analyse de données pharmacocinétiques est |'analyse
compartimentale. Dans ce cas, on s’intéresse a la description des variations de concentration grace a
une approche de modélisation mathématique par un systeme d’équations différentielles. Selon le
systeme étudié, les données peuvent étre décrites par un ou plusieurs compartiments. Un
compartiment correspond a un volume fictif dans lequel toutes les molécules de médicament se
comportent de la méme facon. Chaque compartiment est associé a une équation différentielle
décrivant la variation de concentration dans ce compartiment a partir des parametres PK. L’approche
de population, introduite par Sheiner et al. en 1972 (185), repose sur une analyse compartimentale,
avec certaines spécificités concernant I'estimation des paramétres PK. Contrairement a I'approche en
deux étapes décrite ci-dessus, le principe de I'approche de population est de considérer I'ensemble
des individus d’une méme population simultanément. Les parametres PK sont décrits par des
distributions statistiques et on considere que chaque individu correspond a une réalisation de ces
distributions. Ce type de modéle mathématique est appelé « modele a effets mixtes ». Cette approche

a différents avantages. Puisque toutes les données sont analysées simultanément, elle permet
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d’inclure des individus ayant peu d’observations (données éparses). C'est un avantage dans certaines
populations ou la possibilité d’obtenir un nombre de préléevements sanguins important est limitée pour
des raisons d’éthique ou de faisabilité (e.g. pédiatrie, gériatrie ou patients dans un état sévere).
L'approche de population permet également de quantifier la variabilité interindividuelle des
parametres PK et de tester dans quelle mesure des facteurs physiologiques et pathologies, appelés
covariables, peuvent expliquer cette variabilité. L’approche de population nécessite néanmoins d’avoir
un nombre suffisant d’individus a analyser (de I'ordre de 20 a 30 au minimum) afin de pouvoir obtenir
des estimations correctes des parametres modélisés. Il est a noter qu’il est également possible de
mettre en ceuvre I'approche de population sans employer les modeles a effets mixtes, qui reposent
notamment sur des hypothéses statistiques de normalité, mais en utilisant des modeles non-

paramétriques qui permettent de s’affranchir de ces derniéres (186).

Au-dela de I'analyse pharmacocinétique, il est également intéressant d’étudier la relation entre la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie (PD). La pharmacodynamie se définit par I’étude des effets
d’un médicament. Il peut s’agir d’effets liés a I'efficacité ou bien a la toxicité de ce médicament. A ce
titre, les variables pharmacodynamiques étudiées sont multiples et dépendent de I’action du
médicament et la pathologie auxquels on s’intéresse. |l peut s’agir d’une variable continue comme la
valeur d’un biomarqueur ou d’une variable catégorielle comme la survenue ou non d’un effet
indésirable. Dans certains cas, il existe un lien, direct ou indirect, entre la PK et la PD. L’approche de
population peut étre utilisée pour décrire ce type de relation. En effet, elle permet de développer des
modeles PK-PD complexes permettant de décrire et de quantifier I'impact de la PK sur la réponse au
traitement. Dans le domaine de I'oncologie, on peut citer deux exemples trés connus. Le modele de
Simeoni permet de modéliser la croissance tumorale et I'effet des concentrations de médicament sur
cette croissance (187). Il s’agit dans ce cas d’un critére d’efficacité dans le traitement de tumeurs
solides : plus la concentration est élevée, moins la tumeur croit. Un autre exemple célébre est le
modele de Friberg (188). Il s’intéresse a la toxicité hématologique des anticancéreux. En effet, ce
modele permet de décrire la baisse du compte de neutrophiles qui suit I'administration d’un
médicament anticancéreux. Les modeles PK-PD peuvent par exemple étre utilisés pour déterminer une
dose ou une concentration cible permettant de garantir I'efficacité du traitement tout en évitant

I"apparition de toxicités séveres.

4.2 Modeles non linéaires a effets mixtes

L'analyse de données PK et PD par approche de population repose sur un type de modele

mathématique appelé « modele a effets mixtes ». Plus précisément, dans le cas présent il s’agit de
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modeles non linéaires a effets mixtes puisque la relation entre la variable dépendante (e.g. la
concentration) et les variables indépendantes ainsi que les parametres est non linéaire. Ces modéles

sont dits a effets mixtes car ils se caractérisent par deux types d’effets :

- Les effets fixes : ce sont les parameétres de population, ils ne varient pas d’un individu a un
autre
- Les effets aléatoires : il s’agit des parametres qui varient entre les individus et qui permettent

de décrire les différentes sources de variabilité

Le processus d’estimation consiste a estimer les parametres de population et leur distribution
statistique, puis a en déduire les parametres individuels issus de ces distributions. Comme le montre
la Figure 13, les données de tous les individus sont analysées simultanément afin de déterminer le
profil pharmacocinétique de population et la variabilité interindividuelle. Ensuite, les paramétres PK

individuels sont déterminés, ce qui permet de reconstruire les profils PK individuels.

Figure 13 — Schéma de I'analyse de population
L’ensemble des individus (ID1.,) est analysé de fagcon simultanée pour déterminer le profil de
population et la variabilité interindividuelle. Les parametres individuels sont ensuite calculés, ce qui
permet de déterminer le profil pharmacocinétique de chaque individu. Figure réalisée par F. Gallais,
inspirée du contenu des cours du Dr. Emilie Hénin.

Un modele non linéaire a effets mixtes peut étre décomposé en deux parties : le modele de structure

et le modéle statistique. Pour conduire une analyse de population on utilise un logiciel spécialisé, le
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plus employé étant le logiciel NONMEM (ICON Development Solutions, Ellicott City, MD, USA),

abréviation pour Nonlinear Mixed Effect Models.

4.2.1 Expression générale du modele

On se place dans le cas d’une population composée de N individus i ayant j concentrations observées.

D’un point de vue mathématique, on peut décrire le modele de la fagon suivante :

Cij = f(xij,zi,Q,ni) + g(xij,zi,Q,ni).eij

- La fonction f correspond au modele de structure et la fonction g représente correspond au
modele d’erreur, elles sont toutes deux non linéaires.

- Cjj correspond a la concentration de l'individu i au temps j

- x;j estl’'ensemble des variables indépendantes du modele (temps, dose, etc.)

- z; correspond aux valeurs des covariables de I'individu i

- 0 est le vecteur des parameétres de population correspondant aux effets fixes du modeéle

- n; correspond a 'expression de la variabilité interindividuelle des différents parameétres. Le
vecteur des 7; suit une loi multinormale centrée sur 0 et de matrice de variance-covariance ().

- &;j correspond a la variabilité résiduelle associée a I'observation j de I'individu i. g;; suit une
loi normale centrée sur 0 et de variance 2. La variabilité résiduelle décrit la différence entre
la concentration observée et la concentration prédite, elle traduit la variabilité aléatoire non

expliquée par le modele.

4.2.2 Modeéle de structure

Le modele de structure correspond aux équations mathématiques qui permettent de décrire le
processus biologique que I'on cherche a modéliser. Dans le cas d’'un modeéle PK classique, il s’agit de la
relation entre la concentration plasmatique du médicament et le temps, la dose et les parametres PK.
La structure est décrite par un ensemble de compartiments interconnectés, ainsi que par les transferts
entre ces compartiments. Un compartiment est défini par un volume fictif au sein duquel la
concentration en médicament est homogene et dans lequel on considére qu’il existe un équilibre
instantané. Chaque compartiment est représenté par une équation différentielle, décrivant le bilan

des entrées et des sorties en médicament pour chaque intervalle de temps :

dA,(t)

T = Somme des entrées dans k — Somme des sorties dans k
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On obtient A (t), la quantité de médicament présente dans le compartiment k a l'instant t, par
intégration de cette équation. La concentration est ensuite obtenue en divisant la quantité par le

volume du compartiment :

A (t)
Vi

Cr(t) =
On peut représenter le modéle de facon schématique grace a un ensemble de boites (compartiments)

et de fleches (transferts). La Figure 14 montre un exemple d’un modele a deux compartiments pour

une administration intraveineuse bolus.

Administration de la

DOSE a t=0

Q

K, = —

Compartiment 1 | Compartiment 2
V1 Q V2

Ky  =—
K. = CL
el — V1

Figure 14 — Schéma d’un modeéle a deux compartiments pour une administration intraveineuse
La dose est administrée a t=0 dans le compartiment central (1). Le médicament se distribue dans le
compartiment 2 et est éliminé a partir du compartiment 1. CL : clairance d’élimination, Q : clairance
inter-compartimentale, V1 et V2 : volumes des compartiments 1 et 2, K,; : constante d’élimination,

K, et K, : constantes de transferts entre les deux compartiments. Figure réalisée par F. Gallais.

Le systéme d’équations différentielles associé a ce modele est le suivant :

dA;(t)

FTE Ky * Ay(t) — Kip x A1 (t) — Koy % Ay (8)
dA,(t)

FTE Ky % A1 (t) — Ky x Ay (0)

Avec K, et K, les constantes de transferts entre le compartiment 1 et le compartiment 2 et K, la
constante d’élimination du compartiment 1. Les conditions initiales du systéme sont 4;(0) = DOSE
et A,(0) = 0. Pour pouvoir interpréter biologiquement les valeurs des parameétres du modeéle, on peut

décrire le systéeme de fagon équivalente en utilisant les termes de clairances et de volumes (189):
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dA CL
1(6) _ E*Az(t) _%*Al(t) —ﬁ*x‘h(t)

dt V2
dA;(t) Q Q
P H*Al(t) _ﬁ*Az(t)

Ou CL est la clairance d’élimination et Q est la clairance inter-compartimentale, toutes deux exprimées
en unité de volume par unité de temps, et ol V1 et V2 sont les volumes des compartiments 1 et 2,

respectivement.

Dans le cas le plus classique, la cinétique est linéaire, c’est-a-dire que la vitesse de transfert est
proportionnelle a la quantité de médicament présente dans le compartiment. On parle alors de

processus d’ordre 1, il correspond a la relation suivante :

dA I s A
—_—= *
dt

Deux autres cas sont fréquemment rencontrés :

. dA
- Processus d’ordre O (vitesse de transfert constante) : P k

o . . dA v
- Processus non linéaire de type Michaelis-Menten : — = —2%—,
At~ KpV+A

Le choix de la relation dépend des connaissances sur la cinétique du médicament. Les différentes
possibilités peuvent étre testées et comparées en termes d’ajustement du modele aux données

observées.

4.2.3  Modele statistique

Variabilité interindividuelle

Dans un modele non-linéaire a effets mixtes, un paramétre PK individuel 6; est obtenu a partir du

parametre moyen dans la population 8,,,, (appelé valeur typique) et d’un écart 7, :
0, = Hpop + 1

Ou 71; est une variable aléatoire suivant une loi normale centrée sur 0 et de variance w?. La valeur
correspond donc a I'écart type du paramétre pharmacocinétique. On transforme généralement cette

valeur en coefficient de variation (CV) :
CV (%) = Jw? x100
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On peut estimer la variabilité interindividuelle sur un ou plusieurs paramétres P du modele. Dans ce
cas, I'ensemble des valeurs 7p; suivent une loi multinormale centrée sur 0 et matrice de variance-

covariance (2 (190).

En pharmacocinétique, les parameétres estimés sont tous positifs. C'est pourquoi on préfere se placer

sur une échelle log-normale grace a la transformation suivante :
91' = Hpop.e"i

Cette transformation assure une valeur de 6; positive quelle que soit la valeur de 1;, contrairement au

modele additif cité ci-dessus. Sur cette échelle, le coefficient de variation est calculé par :

CV (%) = Ve®? —1 %100

. 2 .
Pour de faibles valeurs de w?, la valeur e““ — 1 est proche de w? et par conséquent cette seconde

équation est une approximation de la premiére (191).

Variabilité inter-occasion

Outre la variabilité interindividuelle, il existe une autre source de variabilité pouvant affecter la valeur
des paramétres pharmacocinétiques. En opposition a la variabilité interindividuelle qui traduit les
différences entre les individus, il s’agit d’'une variabilité intra-individuelle qui est observée chez un
méme individu, a différentes occasions, d’ol le nom de variabilité inter-occasion. En effet, I'état d’un
individu évolue au cours du temps et de nombreux facteurs peuvent varier entre différentes occasions
de traitement. Par exemple, il peut y avoir une dégradation de la fonction rénale ou un changement
de poids. Pour un médicament administré par voie orale, la pharmacocinétique peut changer si celui-
ci est pris a jeun ou durant le repas. Les sources de variabilités sont multiples. Lorsque I'on a recueilli
des données a différentes occasions de traitement, il est donc possible de modéliser ce niveau

supplémentaire de variabilité. Dans ce cas, le parametre pharmacocinétique individuel devient :

0; = gpop_ eMit Ny,i* 0CCL +13,; * 0CC2

Ou OCC1 (respectivement OCC?2) est égal a 15’il s’agit de I'occasion 1 (respectivement 2), et a 0 sinon.
Le paramétre 7; correspond toujours a la variabilité interindividuelle a laquelle s’ajoute I'écart 7, ; a
I'occasion 1 oun,; a I'occasion 2, permettant de décrire les différences observées entre les occasions.

11,; et nz,; suivent la méme loi normale centrée sur 0 et de variance w3cc-

Variabilité résiduelle
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La variabilité résiduelle (&) appelée aussi erreur résiduelle correspond a la différence entre les
concentrations observées (C,,s) et les concentrations prédites (Cpreq). Pour L'observation j de

I'individu i, elle s’écrit :
Cobsij = Cpredi]- + &

Ou g&;; suit une loi normale centrée sur 0 et de variance o2. La variabilité résiduelle traduit 'ensemble
des sources de variabilité n’ayant pas pu étre expliquées par le modele. Cela comprend la variabilité
analytique et les éventuelles erreurs de dosage, mais aussi les potentielles erreurs contenues dans le
renseignement des données sur les doses ou les temps des administrations et des prélévements
sanguins. Elle traduit également les inadéquations entre le modele de structure et les données
observées. Si le modeéle inclut différentes variables dépendantes (par exemple la concentration de la

molécule parent et la concentration de son métabolite), on estime une erreur résiduelle pour chacune.
Plusieurs modeles peuvent étre utilisés pour décrire 'erreur résiduelle :
- Le modeéle additif : Cobsij = Cpredij + €ada,ij

Il suppose que I'erreur est la méme pour chaque observation, autrement dit que I’erreur a une variance

constante (homoscédasticité).
- Le modele proportionnel : Cobsij = Cpredi]. * (1 + €prop,ij)

Il suppose que I'erreur est proportionnelle a la concentration mesurée. Dans ce cas la variance varie

(hétéroscédasticité) mais le coefficient de variation reste constant.
- Le modéle mixte : Cobsij = Cpredij * (1 + &prop,ij) + €aadij

Il s’agit d’'une combinaison des deux modeles précédents. Pour les faibles concentrations il s’approche

du modele additif, tandis que pour les valeurs fortes, il sera plutét proche du modeéle proportionnel.

4.2.4 Modele de covariables

Un des objectifs de I'analyse par approche de population est d’identifier les caractéristiques des
patients, appelées covariables, qui influencent les paramétres pharmacocinétiques et sont a I'origine
d’une partie de la variabilité interindividuelle. Les facteurs pouvant influencer la pharmacocinétique
sont variés. Il peut s’agir de caractéristiques démographiques (e.g. age, sexe), morphologiques (e.g.
poids, IMC), biologiques (e.g. créatininémie, albuminémie, enzymes hépatiques), physiopathologiques

(e.g. insuffisance rénale ou hépatique), génétiques (e.g. polymorphisme des CYP), environnementales
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(e.g. tabagisme) ou liées a d’autres traitements médicamenteux (e.g. interaction médicamenteuse).
Une fois que I'on a identifié les covariables qui influencent la pharmacocinétique, il est possible

d’anticiper a priori les risques de surexposition ou de sous-exposition des patients concernés.

Pour identifier les covariables pertinentes pour un médicament, on peut s’appuyer sur les
connaissances pharmacologiques, par exemple sur le mécanisme d’élimination du médicament. S’il
s’agit d’'une élimination hépatique, le polymorphisme des CYP peut avoir un impact important, tandis
que s’il s’agit d’'une élimination rénale, la créatininémie sera une covariable plus pertinente. De fagon
plus objective, on peut également faire une exploration graphique des valeurs de 1; en fonction de
chaque covariable. Cela permet de faire une premiere sélection des covariables qui semblent étre liées

a la variabilité interindividuelle avant de les tester rigoureusement dans le modeéle.

Pour pouvoir tester les covariables sélectionnées, il faut les inclure dans les équations du modéle. Plus
précisément, la covariable d’intérét est intégrée dans le calcul du paramétre pharmacocinétique sur
lequel elle est soupgonnée d’avoir un effet. Il existe plusieurs relations mathématiques possibles entre

le parameétre et la covariable.

Covariable continue

Prenons le cas d’une covariable continue telle que I'age, qui influencerait la clairance (CL). La relation
entre la clairance et I’age peut étre implémentée de plusieurs facons. Les principales relations utilisées

sont les suivantes :

- Relation linéaire : CL; = (Opop + O34¢ * AGE;) * €™

Avec CL; la clairance de I'individu i, 8 la clairance moyenne d’un patient d’age nul, 8;,, I'effet de
i pop age

I’age sur la clairance, AGE; I'age de I'individu i et e™i |a variabilité interindividuelle associée a I'individu

i. Le parametre 034, s’interprete alors de la fagon suivante : si I'age de I'individu augmente d’un an, sa

clairance typique augmente de la valeur de 0 4,.

- Relation linéaire centrée sur la médiane : CL; = (Opop + Oage * (AGE; — AGEpeq)) * €M

Dans la relation précédente 6,,,, correspondait a la clairance moyenne d’un patient d’age nul, ce qui
n’a pas de sens biologique. On préféere donc centrer la relation sur la médiane (ou la moyenne) de
population (AGE,.q) pour pouvoir I'interpréter. Ainsi 6,,,, devient la clairance moyenne pour un

patient 3gé de I'age median dans la population étudiée. L'interprétation de 6,4, reste inchangée.

AGE; )eége * el

- Relation de type puissance : CL; = 6, * (m
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Le parametre 6,4, quantifie toujours I'effet de I'age sur la clairance, néanmoins son interprétation
n’est pas aussi directe que dans le cas de la relation linéaire. Cela se rapporte a une relation linéaire

sur I'échelle logarithmique puisque si on réalise la transformation logarithmique de I’'équation on

obtient : In(CL;) = In(6,0p) + Bage * In (%:;d) +7;.

Les différents types de relation peuvent étre testés au cours du développement du modele et celle

décrivant le mieux les données observées est conservée.

Covariable catégorielle

Dans le cas d’une covariable catégorielle, par exemple le sexe, on peut implémenter la relation de deux
facons différentes. Les relations sont strictement équivalentes mais I'interprétation n’est pas la méme.
On peut choisir de prendre un des niveaux de la covariable comme référence. Dans ce cas la relation

s’écrit :
CL; = Opop * (st)SEX * el

Avec par exemple la variable SEX qui vaut 0 pour un homme et qui vaut 1 pour une femme. Dans ce
cas la clairance typique chez les hommes est égale a 6,,, et 6;, représente le facteur par lequel la

clairance typique est multipliée chez les femmes, par rapport aux hommes.

L'implémentation alternative est d’estimer deux parametres distincts, un pour chaque groupe de la

covariable :
CLeypn = Opop1

CLeypr = Opop2

OU CLtyp y €t CLyyy p sont les clairances typiques dans le groupe des hommes et celui des femmes,

respectivement.

Test statistique de I’effet des covariables

Il existe plusieurs facons de tester I'effet des différentes covariables dans le modele. Une des
approches les plus utilisées la méthode dite « backward ». On réalise d’abord une analyse univariée
dans laquelle on teste une a une chaque covariable préalablement sélectionnée. Un critere de
sélection permet de décider quelles sont les covariables a garder a l'issu de cette premiére analyse.

Habituellement on choisit un seuil de significativité de 0.05. Le test de significativité est basé sur la
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différence de fonction objective (cf. section 4.4.1). Toutes les covariables ayant un effet considéré
comme statistiquement significatif sont ensuite rassemblées dans un seul modele. Elles sont alors
retirées une a une du modele et on évalue si ce retrait induit une dégradation significative du modele
(backward selection). Toutes les covariables dont le retrait est associé a une dégradation significative
du modele sont gardées dans le modeéle final tandis que les autres sont éliminées. Pour cette étape,
on utilise un critére de sélection un peu plus strict avec un seuil de significativité a 0.01, par exemple.
Outre la significativité statistique, une covariable doit aussi entrainer la diminution de la variabilité
interindividuelle du paramétre concerné et doit avoir une pertinence clinique pour étre conservée
dans le modele final. Plus le nombre d’individus dans la population analysée est élevé, et plus la valeur
d’une covariable varie au sein de la population, plus I'effet de celle-ci sera facile a détecter et a

quantifier (192).

4.3 Estimation des parametres du modele

4.3.1 Meéthode d’estimation

Une fois qu’on a défini le modéle que I'on souhaite appliquer aux données, le but est d’estimer les
valeurs des paramétres de population qui conduisent au plus petit écart entre les concentrations
observées et les concentrations prédites. Il s’agit de maximiser la vraisemblance qui est la probabilité
d’observer les données étudiées avec le modeéle et les parameétres utilisés. L'étape d’estimation
consiste donc a rechercher, de maniere itérative, les valeurs de parameétres qui conduisent a la valeur
maximale de la vraisemblance. Dans le cas des modeles non-linéaires a effets mixtes, le calcul de la
vraisemblance est particulierement complexe. Il est possible de calculer sa valeur exacte par
intégration numérique ou stochastique, mais cela demande une capacité de calcul importante pouvant
se traduire par un temps computationnel trés long (193). C'est pourquoi, une des solutions possibles
est de faire une approximation linéaire du modeéle, ce qui permet de simplifier le calcul de la
vraisemblance (193,194). Il existe plusieurs méthodes d’estimation de la vraisemblance faisant appel
a différentes approximations du modeéle. La premiere méthode d’approximation adaptée aux modéles
non linéaires a effets mixtes a été proposée par Sheiner et al. sous le nom de First-Order method (FO)
(185,195). Elle consiste en une approximation d’ordre 1 de la fonction f décrivant le modéle, au
voisinage des parametres moyens de population. Cependant cette approche est limitée et peut
conduire a des résultats biaisés, notamment en cas de variabilité importante dans les données (193).
Une amélioration de la méthode FO a été proposée avec I'approche First-Order Conditional Estimation
(FOCE) (196). L’approximation est toujours d’ordre 1 mais autour des estimations individuelles des

parametres pour chaque sujet et a chaque itération. Cette approche demande un temps de calcul plus
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important mais permet une nette amélioration de I'estimation de la vraisemblance. La méthode de
Laplace est similaire a FOCE mais fait intervenir une approximation d’ordre 2 (197). Ces trois méthodes
sont disponibles dans le logiciel NONMEM. La plus utilisée actuellement est FOCE, a laquelle on peut
ajouter une option d’interaction entre les effets aléatoires n; et ; (First-Order Conditional Estimation

with Interaction, FOCE-I).

Ces méthodes permettent donc d’obtenir une expression analytique de la vraisemblance. L’'étape
suivante est de trouver quelles sont les valeurs des parametres qui maximisent la valeur de la
vraisemblance. Pour cela, on utilise un procédé itératif. Il s’agit d’un algorithme qui, a chaque itération,
recalcule de nouveaux parameétres et la vraisemblance correspondante, jusqu’a en atteindre le
maximum. La fonction objective (OFV) d’un modele est une mesure qui permet de juger de

I'adéquation d’'un modeéle aux données. Elle est définie de la fagon suivante :

OFV = —2log(vraisemblance)

4.3.2  Estimation bayésienne des parametres individuels

Durant la phase de détermination des parametres du modele par la méthode FOCE, il y a une étape
qui permet I'estimation des parameétres individuels, appelés aussi « Empirical Bayes Estimates » (EBES).
Cette estimation dite « post hoc » est effectuée par une approche bayésienne. De fagon générale,
I"approche bayésienne consiste a utiliser de l'information a priori, combinée avec de nouvelles
données pour obtenir une estimation a posteriori des paramétres. Dans le cas de I'estimation des
parameétres individuels du modele pharmacocinétique de population, I'information a priori correspond
a la distribution statistique des parametres de population et les données sont les concentrations
propres du patient. A partir de ces informations, le modéle va construire la distribution a posteriori du
parameétre individuel et la valeur finale sera donnée par le maximum a posteriori (MAP). Pour un

patient donné, cela correspond a minimiser la valeur de I'expression suivante (191,198) :

i (Cobs,j - Cpred,j)2 n i (9k - ek,pop)z
o2 w?
j=1 k=1 k.pop

Ou n est le nombre de concentrations observées, m est le nombre de parametres, Cyps et Cpreq SONt
les concentrations observées et predites, 6y et ) ,,, sont I'estimation individuelle et I'estimation
moyenne dans la population du parametre k, wy pop st I'écart-type du parametre k et o est I'écart-
type des concentrations observées (erreur résiduelle). Cette expression comporte donc deux termes :
le premier repose sur les données du patient tandis que le second s’appuie sur I'information a priori

des parameétres de population. Si un patient a beaucoup de concentrations observées alors le premier
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terme aura plus de poids et I'information a priori aura moins d’influence sur le résultat. En revanche,
pour un patient avec peu de données observées (données éparses), I'information a priori a beaucoup
plus de poids. Les parametres individuels prédits ont alors tendance a se rapprocher des paramétres
de population (191,198) avec une distribution des 1 qui se resserre autour de 0 (Figure 15). On parle
de phénoméne de n-shrinkage (ou régression a la moyenne des 1). Mathématiquement, pour un

parameétre P donné on peut calculer la valeur de ce n-shrinkage par la formule suivante (199) :

sd(np)
Wp

nShrinkagep = 1 —

Ou sd(np) correspond a I'écart type du vecteur np contenant les 77p ; individuels et wp est I'écart-type
de la variabilité interinidividuelle du parametre P. La valeur obtenue est considérée comme acceptable
si elle est, au plus, de l'ordre de 20-30% (199). Dans le cas contraire, les parameétres
pharmacocinétiques individuels obtenus ne sont pas fiables. C'est particulierement problématique
lorsque I'on fait une recherche de covariables sur ce paramétre. En effet comme la distribution des
np,; est faussée, il est possible de conclure a tort a I'existence ou a I'absence d’une relation entre 7p et

une covariable.

n-shrinkage = 15% n-shrinkage = 80%
o
o —
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Figure 15 — lllustration du phénomeéne d’ n-shrinkage
Figure réalisée par F. Gallais, inspirée du contenu des cours du Dr. Emilie Hénin.
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Le méme phénomeéne peut étre observé au niveau de I’erreur résiduelle, on parle alors d’e-shrinkage.
Dans ce cas, la différence entre les concentrations observées et les concentrations prédites
individuellement se rapproche de 0, donnant I'illusion d’un ajustement parfait. L’ e-shrinkage est défini
par (199) :
Cops — Ci
. obs ipred
eShrinkage = 1 — == =
o
Ou C,ps correspond aux concentrations observées, Ci,req COrrespond aux concentrations predites
individuelles et o est I'écart-type de la variabilité résiduelle. Si I'e-shrinkage est important (i.e.

supérieur a 20-30%), les graphiques diagnostics ne sont plus fiables et il est difficile de juger de

I"'adéquation du modele aux données.

4.4  Evaluation d’un modeéle

4.4.1 Fonction objective

Comme évoqué précédemment, la fonction objective d’'un modeéle est définie par :
OFV = —2log(vraisemblance)

La valeur absolue de I'OFV pour un modéle donné ne permet pas de juger directement de I'adéquation
de ce modele aux données. En revanche, elle est tres utile lorsqu’il s’agit de comparer différents
modeles entre eux. Plus la valeur de I'OFV est faible, plus le modéle ajuste bien les données. En
particulier, dans le cas de deux modeéles emboités, la différence de fonction objective (dOFV) entre les
deux modeles suit une loi de y? avec un nombre de degrés de liberté (DDL) égal a la différence du
nombre de parameétres entre les deux modeéles. On rappelle que deux modeles sont dits emboités si
I'un peut étre considéré comme un cas particulier de I'autre, c’est-a-dire que si I'on fixe certains
parameétres du modele 1 (3 O par exemple) on retombe sur le modéle 2. C'est tres souvent le cas
lorsque I'on teste des modeles classiques de pharmacocinétique. Par exemple, un modéle a deux
compartiments pour un médicament administré en voie intraveineuse (IV) est décrit par les
paramétres Kyy, Kq2, Ky et V. Si on fixe K;, et K,; a 0, on retombe sur un modéle IV a un
compartiment. C'est également le cas lorsque I'on teste I'effet de covariables. En effet, on ajoute un
parametre au modele de base pour quantifier I'effet de la covariable (8.,,) et si 8.4, = 0, on revient
au modele de base. Ainsi, il est possible de savoir si I'ajout d’un ou plusieurs parametres dans le modéle
améliore significativement I'ajustement aux données en comparant les valeurs de fonction objective

et en se référant a une table de y2. Cette table permet de connaitre la dOFV attendue pour un risque
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de premiére espéece a défini et un nombre de degrés de liberté donné. Par exemple dans le cas de
d’une procédure de test de covariables, il est habituel de choisir un seuil de significativité de 0.05. Avec
I’ajout d’un paramétre, il s’agit du cas d’une loi de Y2 a 1 DDL. Un effet significatif correspond alors a
une différence de fonction objective d’au moins 3.84 points entre les deux modeles. Durant I'étape de
backward selection, on utilise un critere de sélection un peu plus strict avec habituellement un seuil

de significativité a 0.01. Dans ce cas la dOFV attendue est de 6.63 points.

4.4.2  Graphiques diagnostics

L’évaluation de la qualité d’'un modele passe en partie par une appréciation visuelle basée sur certains
graphiques appelés « graphiques diagnostics » ou Goodness-of-fit plots (GOF) en anglais (200,201). Les

principaux GOF sont les suivants :

- Prédictions individuelles ou de population versus observations : les points doivent étre répartis

autour de la droite identité. Ces graphiques permettent de juger de I'adéquation de la
structure du modele aux données et de détecter d’éventuels biais.

- Résidus en fonction des prédictions ou du temps : les points doivent étre répartis de fagon

symétrique autour de 0, avec 95% des points compris dans l'intervalle [—20, 20], et ne doivent
pas montrer de tendance particuliére. Ces graphiques permettent de juger de I'adéquation de
la structure du modele aux données, du modele d’erreur choisi et de détecter d’éventuels
biais.

- Histogramme et diagramme guantile-quantile des effets aléatoires n; : la distribution des 7;

doit vérifier I'hypothése de normalité.

- Superposition des observations avec les prédictions individuelles ou de population en fonction

du temps : les courbes prédites doivent se rapprocher des courbes observées. Ces graphiques
permettent d’évaluer I'ajustement au niveau individuel et de situer chaque individu par

rapport a un individu typique.

4.4.3 Précision des estimations

La quantification de I'incertitude associée a chacune des estimations des paramétres fait également
partie des indicateurs de la qualité d’'un modele. NONMEM integre le calcul de cette incertitude dans
son algorithme et fournit, pour chaque parameétre estimé, une précision appelée standard error (SE).
On peut traduire cette précision en pourcentage d’erreur (relative standard error (RSE)) par la relation

suivante :

SE
RSE (%) =~ * 100
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Ou 6 est la valeur estimée du paramétre. Il est communément admis que des RSEs inférieures a 30%
pour les effets fixes, et inférieures a 50% pour les effets aléatoires, sont des valeurs acceptables. On
peut aussi traduire cette précision en donnant un intervalle de confiance a 95% autour du parameétre
estimé. Sous I'hypothese d’une distribution normale de I'incertitude autour du paramétre, 'intervalle

peut étre calculé de la facon suivante:

ICos0, = [0 — 1.96 % SE , 0 + 1.96 * SE |

Il existe d’autres méthodes non paramétriques ne faisant pas cette hypothese de distribution. Une des
approches les plus connues est celle du bootstrap, qui a été initialement introduite par Efron et al. en
1979 (202). Cette approche consiste a élaborer N nouvelles bases de données de la méme taille que
la base originale grace a un tirage avec remise des individus présents dans la base originale. Le modele
final est ajusté sur chacune de ces nouvelles bases de données. Les différentes valeurs obtenues pour
I’estimation d’un parametre permettent de construire une distribution empirique de ce parametre. On
peut alors calculer un intervalle de confiance a 95% a partir du 2.5°™ et 97.5°™ percentiles de la
distribution obtenue. Les principaux défauts de cette approche sont le temps computationnel
important qu’elle demande et le risque d’échec de I'étape d’estimation sur certaines bases de
données. Plus récemment Dosne et al. ont proposé une autre méthode non paramétrique appelée
Sampling Importance Resampling (SIR) (203). Elle consiste a affiner la distribution de départ de
I'incertitude en évaluant I'ajustement obtenu avec différents vecteurs de parameétres échantillonnés
dans cette distribution. Cette méthode ne fait pas d’hypothése de distribution et ne nécessite pas de
ré-estimer les parametres, résolvant en partie les problemes liés au bootstrap. Enfin on peut
également citer d’autres méthodes comme le profil log-likelihood (LLP) (204) ou encore I'approche
bayésienne qui permet d’obtenir directement une distribution a posteriori pour chaque parametre.

Une mauvaise précision des parameétres peut suggérer la sur-paramétrisation du modéle.

En ce qui concerne les parametres individuels estimés (EBEs), il n’existe pas de mesure d’incertitude.
Néanmoins, come évoqué plus haut, la valeur d’n-shrinkage peut permettre de juger de la fiabilité des

valeurs individuelles obtenues (cf. Section 4.3.2).

4.4.4 Visual Predictive Check

Le Visual Predictive Check (VPC) est reconnu comme l'un des principaux outils d’évaluation de
I'adéquation d’un modele aux données et de sa performance prédictive. Le VPC d’un modele est
obtenu en faisant d’abord n simulations avec ce modele (en général, n = 1000). On calcule alors le
5¢me |e 50°™e, et le 95°™ percentile des données simulées, ainsi que leur intervalle de confiance 3 90%

(par exemple). Sur un graphique, on superpose les intervalles de confiance obtenus avec les données
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simulées, ainsi que le 5™, le 50°™¢, et le 95°™ percentile des données observées (Figure 16). Il doit y
avoir une concordance entre les données observées et les résultats des simulations. On vérifie ainsi

I’adéquation entre les données observées et celles prédites par le modéle.

Figure 16 — Exemple de VPC pour un médicament administré par voie orale
Les surfaces bleues correspondent aux intervalles @ 90% du 5™ et du 95°™ percentiles des données
simulées tandis que la surface orange est 'intervalle d 90% du 50°™ percentile des données simulées.
Les points sont les données observées et les lignes sont le 5™, le 50°™ et le 95°™ percentile des
données observées. Figure réalisée par F. Gallais.

Le procédé menant au VPC s’effectue en réalité en découpant la variable indépendante (e.g. le temps)
en plusieurs intervalles appelés bins. En 2011, Bergstrand et al. soulignent le risque que le résultat d’un
VPC soit trompeur si d’autres variables indépendantes comme la dose ou une covariable différent
entre les patients et au cours du temps (205). En particulier dans certains cas, les observations d’une
certaine bin peuvent étre différentes de celles des autres bins. C'est le cas par exemple dans une étude
d’escalade de dose, ou en cas d’adaptation de dose : la dose est modifiée au cours du temps. Pour
pallier a ce probleme, Bergstrand et al. proposent le prediction corrected VPC (pcVPC). Cela consiste a

normaliser la variable dépendante (e.g. la concentration) dans chaque bin de la facon suivante :

PREDy;,

Pty =Yy pRED,,

Ou Y;; est I'observation ou la prédiction de I'individu i au temps j, pcY;; est I'observation ou la

prédiction corrigée, PRED;; est la prédiction typique de population pour I'individu i au temps j, et

70



PREDy,;,, est la médiane des prédictions typiques de population dans la bin. Lorsqu’il existe plusieurs
niveaux de doses bien distincts ou différents groupes bien définis au sein d’une covariable, et que
chaque sous-groupe contient assez de données observées, il est également possible de faire un VPC
classique stratifié sur ces différents niveaux. Cela permet de pouvoir étudier séparément les résultats

du VPC et donc d’apprécier la performance du modeéle dans les différents sous-groupes.

4.4.5 Evaluation externe

Les techniques d’évaluation citées ci-dessus sont dites de « validation interne » du modele car elles ne
s’appuient que sur le modele et les données qui ont été utilisées pour le construire. On peut également
réaliser une évaluation externe du modele. Pour cela, il faut avoir a disposition un second jeu de
données séparé de celui qui a servi a développer le modele. Il doit étre composé d’individus
comparables a ceux du jeu de données original (i.e. méme population, protocole d’étude similaire) et
n’ayant pas été utilisés pour développer le modeéle. Si aucune donnée supplémentaire n’est disponible,
lorsque I'on a a disposition un jeu de données important, une solution peut étre d’utiliser une partie
des données pour la construction du modele et les données restantes pour la validation. Le principe
est d’utiliser le modele pour prédire les données chez ces nouveaux individus, et de comparer les
prédictions aux observations, afin de juger de la capacité prédictive du modele. Pour évaluer les
résultats de I'évaluation externe, on utilise les mémes outils que ceux cités précédemment comme les
graphiques diagnostics et le VPC. On peut également calculer I'erreur de prédiction (PE) définie par
(206) :

C s Cpred

PE (%) = -2

obs

* 100

OU Cyps et Cpreq SONt les concentrations observées et prédites respectivement. La médiane des valeurs
de PE permet de quantifier le biais de prédiction, tandis que la médiane des valeurs absolues de PE
permet de quantifier I'imprécision de prédiction. L’évaluation externe est considérée comme I'une des
méthodes les plus rigoureuses pour évaluer un modele (207). A I'issu de I’évaluation externe, on peut
décider de rassembler les deux jeux de données et de refaire une estimation des parametres afin

d’affiner les résultats et de mieux préciser la variabilité (194).

Dans les travaux de cette theése, la méthodologie d’analyse des données par approche de population a
été mise en ceuvre pour développer des modeles pharmacocinétiques et pharmacocinétiques-

pharmacodynamiques permettant de décrire les données en lien avec I'ibrutinib et I'idelalisib.
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Travaux personnels

1  Objectifs

La leucémie lymphoide chronique est le type de leucémie le plus fréquent retrouvé chez I'adulte dans
les pays occidentaux. Cette pathologie se caractérise par une forte hétérogénéité biologique et
clinique. Les patients atteints de LLC peuvent présenter des formes plus ou moins graves, nécessitant
ou non la mise en place d’un traitement médicamenteux. D’'importantes avancées thérapeutiques ont
eu lieu durant la derniere décennie et de nouveaux traitements ont vu le jour. Ces nouvelles thérapies
ciblées ont révolutionné la prise en charge de la LLC en remplagant peu a peu les traitements classiques
par chimiothérapie. Plusieurs petites molécules inhibitrices ont obtenu leur autorisation de mise sur
le marché avec une indication pour le traitement de la LLC. En particulier, I'ibrutinib est le premier
inhibiteur de tyrosine kinase ciblant la BTK et le récepteur a cellules B ayant vu le jour. Cette molécule
a suscité un fort engouement, du fait du taux de réponse important et d’une bonne tolérance de la
part des patients. Un autre inhibiteur du BCR, I'idelalisib, a également été approuvé pour le traitement
de la LLC peu de temps aprés l'ibrutinib. Si ce médicament semblait prometteur dans la lignée des
résultats obtenus avec I'ibrutinib, il s’est avéré moins efficace et surtout moins bien toléré avec un
risque d’effets indésirables graves élevé. Il est aujourd’hui toujours employé mais de moins en moins

prescrit pour le traitement de la LLC.

Pour étudier ces deux médicaments, notamment d’un point de vue pharmacocinétique, I'étude PK-E3i
a été mise en place a I'lUCT-Oncopole de Toulouse en 2016. Il s’agit d’'une étude monocentrique
prospective sur des patients atteints de LLC, LMC ou MW recevant de l'ibrutinib, et des patients
atteints de LLC ou de LF recevant de I'idelalisib, en monothérapie ou en association avec le rituximab.
L’objectif principal de I’étude PK-E3i était d’évaluer I'association entre la survenue d’au moins un effet
indésirable cliniquement significatif au cours de la premiére année de suivi et la concentration
moyenne plasmatique d’équilibre en ibrutinib ou idelalisib déterminée un mois aprés l'initiation du
traitement. L'étude prévoyait d’inclure 93 patients dans la cohorte ibrutinib, et 57 patients dans la
cohorte idelalisib. Le chiffre a été atteint pour I'ibrutinib mais suite a la baisse du recours a l'idelalisib,
seuls 27 patients ont pu étre inclus dans la seconde cohorte. Les patients étaient suivis pendant 24
mois avec huit visites hospitalieres prévues a I'inclusion et aux mois 1, 2, 3, 6, 12, 18 et 24. A chaque
visite, un examen biologique et un examen clinique étaient réalisés. Des prélevements sanguins pour
I’analyse pharmacocinétique étaient réalisés au mois 1 (cinétique compléte, six prélévements : avant

administration et 0.5, 1, 2, 4 et 6h aprés administration), puis aux mois 2, 3, 6 et 12 (prélevement
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unique environ 24h aprés la derniere prise), et en cas de survenue d’un effet indésirable (un

prélevement).

Les travaux de cette thése portent sur I'analyse des résultats de cette étude clinique. Le sujet principal
de la thése était la pharmacocinétique de l'ibrutinib, ainsi que ses effets sur la dynamique des
lymphocytes observée chez les patients atteints de LLC. La pharmacocinétique de l'idelalisib a

également été étudiée.

Pour les deux molécules, la premiere partie du travail de thése a consisté a réaliser le dosage des
échantillons plasmatiques récoltés durant I’étude, afin d’obtenir les concentrations des molécules
d’intérét aux différents temps d’observation. Les dosages ont permis de quantifier les concentrations
d’ibrutinib et de son principal métabolite actif, le dihydrodiol-ibrutinib, ainsi que les concentrations

d’idelalisib.

Les données ont ensuite été analysées par une approche de population reposant sur des modéles non-
linéaires a effets mixtes. Dans une premiére partie, nous avons développé un modele
pharmacocinétique de population pour lI'ibrutinib et son métabolite. Le but de ce modele était de
décrire les concentrations des deux molécules et d’identifier d’éventuelles covariables influencant leur
pharmacocinétique. Dans une deuxiéme partie, nous avons développé un modeéle pharmacocinétique-
pharmacodynamique pour décrire la relation entre la pharmacocinétique de l'ibrutinib et Ila
dynamique des lymphocytes circulants sous ibrutinib dans le contexte de la LLC. Pour cela, nous nous
sommes servis du modele pharmacocinétique préalablement développé. Le but de ce modele PK-PD
était de décrire les différents profils de lymphocytes observés chez les patients atteints de LLC traités
par ibrutinib, et de quantifier I'effet de la pharmacocinétique sur ces différentes dynamiques. Dans un
second temps, les concentrations d’idelalisib ont également été analysées par une approche de
population. L'objectif de cette analyse était de développer un modele permettant de décrire ces

concentrations et d’identifier d’éventuelles covariables pertinentes.

Dans une derniere partie, nous présenterons des travaux additionnels réalisés au cours de cette these.
lls portaient également sur I'analyse de données pharmacocinétiques par approche de population en
oncohématologie. L’analyse concernait en effet des données de suivi thérapeutique pharmacologique
de concentrations de méthotrexate chez des patients atteints de lymphome ou de leucémie lymphoide
aigue traités par des protocoles de méthotrexate a haute dose. L’objectif de ces travaux était d’étudier
la relation entre les concentrations de méthotrexate et la survenue de nephrotoxicité, et d’évaluer la

pratique consistant a ajuster la dose de méthotrexate en se basant sur la surface corporelle du patient.
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2 Analyse de la pharmacocinétique de l'ibrutinib et de ses
effets sur les lymphocytes circulants dans le contexte de la

LLC

2.1 Introduction

L'ibrutinib est un inhibiteur de tyrosine kinase approuvé depuis 2014 pour le traitement de diverses
hémopathies malignes. Il s’agit du premier inhibiteur irréversible de la BTK, un composant essentiel a
la voie de signalisation du BCR qui est impliquée dans le développement et la survie de cellules B (208).
L'ibrutinib est un médicament correctement toléré par les patients, et il est associé a un taux de

réponse élevé (101). Il fait aujourd’hui partie des premiéres lignes de traitement pour la LLC.

L'ibrutinib est un médicament administré par voie orale mais qui a la particularité de présenter une
biodisponibilité trés faible. En moyenne, la molécule est absorbée a hauteur de 3% seulement. Cette
faible valeur est essentiellement due a un effet de premier passage hépatique important (87,105).
L'ibrutinib est métabolisé par le foie, principalement via le CYP3A4, et également via le CYP3A5 de
facon minoritaire. Son principal métabolite est le dihydrodiol ibrutinib. Il est considéré comme quinze
fois moins actif que l'ibrutinib vis-a-vis de la BTK. Néanmoins, il présente des concentrations
plasmatiques du méme ordre que celles de I'ibrutinib et une liaison aux protéines plasmatiques moins
importante (91% versus 97%) (209). Les concentrations plasmatiques d’ibrutinib observées chez les
patients présentent une forte variabilité interindividuelle. Un premier modele pharmacocinétique de
population de I'ibrutinib a été proposé par Marostica et al. (86). Il a été développé a partir de données

d’essais cliniques de phases Il et lll.

Dans la premiere partie de ces travaux, nous allons développer un nouveau modeéle
pharmacocinétique de population sur les données de vie réelle issues de I'’étude PK-E3i, incluant les
concentrations de I'ibrutinib et celles de son métabolite dihydrodiol. Le but de ce modeéle est de décrire
les concentrations des deux molécules au cours du temps, de quantifier la variabilité interindividuelle
pharmacocinétique et de rechercher des covariables qui pourraient I'expliquer. Grace a ce modele,
nous effectuerons également une premiére analyse de la relation entre exposition au médicament et

toxicité, et entre exposition et efficacité.

Dans un second temps, nous nous intéresserons aux effets de I'ibrutinib sur les lymphocytes circulants,

spécifiqguement chez des patients atteints de LLC. L'ibrutinib a plusieurs effets sur les lymphocytes :
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inhibition de leur prolifération, stimulation du relargage des lymphocytes des ganglions lymphatiques
vers la circulation, inhibition du homing, et stimulation de la mort des lymphocytes. En I'absence de
traitement, le taux de lymphocyte des patients atteints de LLC croit de facon logistique ou
exponentielle (210). Le traitement de cette pathologie consiste a réduire et a stabiliser ce taux a une
valeur normale. Paradoxalement, au début du traitement par ibrutinib, certains patients présentent
une augmentation notable du taux de lymphocytes. Cette lymphocytose a néanmoins été reconnue
comme un effet particulier de cette classe de médicaments. Elle est asymptomatique et résulte du
relargage des lymphocytes stockés dans les ganglions vers la circulation sanguine, et non d’une
augmentation de la prolifération de ces derniers (137,142). Herman et al. ont identifié trois profils
différents de dynamiques des lymphocytes circulants sous ibrutinib qui se caractérisent par une
lymphocytose plus ou moins prononcée (142). Certaines études ont suggéré que les patients ayant une
lymphocytose prolongée seraient associés a un meilleur pronostic sur le long terme (116,144). Wodarz
et al. ont proposé un premier modele mathématique permettant de décrire I’évolution des
lymphocytes au cours du temps (211). Néanmoins leurs travaux ne prenaient pas en compte |'effet de
la pharmacocinétique. Le but de la deuxiéme partie de ces travaux de these est de développer un
modele PK-PD de population mettant en relation la pharmacocinétique de I'ibrutinib avec I’évolution
du taux de lymphocytes circulants. Les objectifs de ce modele sont de décrire les différents profils
observés, de quantifier I'impact de la PK ainsi que la variabilité interindividuelle PK-PD et d’identifier
d’éventuelles covariables ayant un effet sur cette dynamique. Nous mettrons également en lien les

résultats du modeéle avec la réponse au traitement.

2.2 Dosage des échantillons patients

Au total, nous avons dosé 846 échantillons de 93 patients inclus dans la cohorte ibrutinib de I'étude
PK-E3i. Le dosage reposait sur une méthode développée en UHPLC-MS/MS. La méthode a été
développée de facon a pouvoir doser simultanément sept inhibiteurs de tyrosine kinase (erlotinib,
dasatinib, nilotinib, ibrutinib, imatinib, sorafenib et sunitinib) et pour certains, leur métabolite (N-
desethyl erlotinib, dihydrodiol ibrutinib, N-desméthyl imatinib, dorafenib N-oxyde et N-desméthyl
sunitinib). Le dosage met en ceuvre une technique d'extraction liquide/liquide. La séparation est
réalisée par un systéme d'UHPLC en phase inverse suivie d'une détection par spectrométrie de masse
de type triple quadrip6le en mode positif utilisant le mode MRM pour la quantification. Cette méthode
est utilisée régulierement au laboratoire de pharmacologie dans le cadre d’analyses de routine

hospitaliére et a été certifiée par le Comité francais d'accréditation (COFRAC).
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Les échantillons de sang recus au laboratoire sont centrifugés (1400 g, température ambiante, 10
minutes) puis le plasma est aliquoté et stocké a une température de -20 °C jusqu’au moment de
I'analyse. Le jour de I'analyse, une gamme de calibration est préparée a partir des solutions meres de
concentration 1 mg/mL de chacune des molécules inclues dans le dosage. Les molécules ont été
réparties en trois groupes de différentes portées de gamme en fonction des concentrations maximales

et résiduelles observées en clinique :

- Groupe A : portée de gamme allant de 15.63 a 5000 ng/mL (imatinib, erlotinib, sorafenib,
nilotinib)

- Groupe B : portée de gamme allant de 0.98 a 500 ng/mL (N-desméthyl imatinib, sorafenib N
oxyde, ibrutinib)

- Groupe C: portée de gamme allant 0.98 a 250 ng/mL (dasatinib, sunitinib, N-desethyl erlotinib,

dihydrodiol Ibrutinib, N-desméthyl sunitinib)

Une solution comprenant les étalons internes des différentes molécules est également préparée.
L’étalon interne d’'une molécule se comporte de la méme fagon que cette derniére. Il est intégré a
I'analyte et sa quantification permet de réaliser une normalisation sur chaque échantillon et ainsi de
compenser les éventuelles pertes et différences de traitement d’un échantillon a un autre. Dans le cas
de Iibrutinib et de son métabolite, les étalons internes utilisés sont les molécules deutérées [?Hs]-

Ibrutinib acetate salt et [?Hs]-Dihydrodiol-ibrutinib.

Les différentes étapes de préparation des échantillons de patients sont décrites ci-apres. Dans un tube
a hémolyse, 250 pL de I'échantillon plasmatique sont additionnés de 6 pL de la solution contenant
I’ensemble des étalons internes. A ce mélange sont ajoutés 200 uL d’une solution de soude a 0.2 N,
puis 2 mL de solution d’extraction composée de 30% d’hexane et de 70% d’éthyle d’acétate. Les tubes
sont ensuite soumis a une agitation rotative pendant cinqg minutes, puis centrifugés a 1500 geta 4 °C
pendant dix minutes. A la suite de la centrifugation, la phase organique supérieure est prélevée puis
amenée a sec a 37 °C sous flux d’air doux. Enfin, les extraits secs sont repris dans 200 pL d’'un mélange
de phase mobile A réalisée extemporanément (Formate d’ammonium a 5 mM et pH 3.2) et de
méthanol. Les tubes sont ensuite soumis a une agitation par vortex pendant 30 secondes. L'ensemble
est enfin filtré a I'aide d’une seringue a insuline et d’un filtre minispike 0.20 um dans un vial (Waters)

en polypropyléne pour analyse.

En vue de la validation des résultats du dosage, des contréles qualités internes (CQls) sont utilisés. Il
s’agit d’échantillons préalablement préparés a partir de plasma de I’établissement francais du sang,

de concentrations en molécule d’intérét connues et validées. Trois CQls sont préparés pour chaque
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molécule. lIs correspondent a une valeur basse, une valeur moyenne et une valeur haute sur la portée
de gamme correspondante. Des coefficients de variations associés a chaque groupe de CQl sont
calculés et permettent d’assurer la répétabilité et la reproductivité de la méthode. Le jour de I'analyse,
les CQls sont extraits en suivant le méme mode opératoire que celui employé pour la gamme de
calibration et les échantillons de patients. Des CVs inférieurs a 15% pour les CQls hauts et moyens et
inférieurs a 20% pour le les CQls bas permettent de valider le set d’analyse. Pour I'ibrutinib, les CQls
bas, moyen et haut ont été préalablement validés aux concentrations de 2, 54 et 355 ng/mL,
respectivement. Pour le dihydrodiol ibrutinib, les CQls bas, moyen et haut ont été préalablement

validés aux concentrations de 3, 40 et 207 ng/mL, respectivement.

La séparation chromatographique est menée sur une colonne apolaire (Acquity UPLC BEH C18), en
phase liquide avec un débit de 0.4 mL/min et a une température de 30 °C. La phase mobile est
initialement composée de 95% de phase A (formate d’ammonium a 5 mM et pH 3.2) et 5% de phase B
(99.9 % d’acétonitrile et 0.1 % d’acide formique). Le gradient est ensuite le suivant (% phase A - %
phase B): 85% - 15%, 63% - 37%, 5% - 95% et retour a 95% - 5%. Cinq pL d’échantillon sont injectés
dans la colonne de chromatographie pour un temps d’analyse de 6 min. La température de la source
est de 600 °C, celle du gaz de désolvatation de 1100 °C. Les débits de gaz au niveau du cone sont de
150 L/h, et pour les gaz de désolvatation (azote) et de collision (argon) ils sont respectivement de 1100
L/h et 0.4 mL/min. Le voltage du capillaire est de 3.5 kV. La tension de cone de base est de 20 V et
I’énergie de collision de base a 3 V. Ces deux paramétres varient ensuite pour chaque molécule et
chaque fragment. L’acquisition est réalisée en mode MRM. Les transitions pour I'ibrutinib sont 441 =
84 m/z et 441 > 138 m/z. Les transitions pour le dihydrodiol ibrutinib sont 475 > 84 m/z et 475 >
304 m/z.
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2.3 Modele pharmacocinétique de l'ibrutinib et de son métabolite

dihydrodiol

2.3.1 Article n°1

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans le journal Clinical Pharmacokinetics : Gallais et al.

Clin Pharmacokinet. 2020 Sep;59(9):1171-83.
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Abstract

Background and Objective Ibrutinib is used for the treatment of chronic lymphocytic leukemia and other lymphoid malig-
nancies. The aim of this work is to develop a population pharmacokinetic model for ibrutinib and its dihydrodiol metabolite
to quantify pharmacokinetic inter- and intra-individual variability, to evaluate the impact of several covariates on ibrutinib
pharmacokinetic parameters, and to examine the relationship between exposure and clinical outcome.

Methods Patients treated with ibrutinib were included in the study and followed up for 2 years. Pharmacokinetic blood sam-
ples were taken from months 1 to 12 after inclusion. Ibrutinib and dihydrodiol-ibrutinib concentrations were assessed using
ultra-performance liquid chromatography tandem mass spectrometry. A population pharmacokinetic model was developed
using NONMEM version 7.4.

Results A total of 89 patients and 1501 plasma concentrations were included in the pharmacokinetic analysis. The best
model consisted in two compartments for each molecule. Absorption was described by a sequential zero first-order process
and a lag time. Ibrutinib was either metabolised into dihydrodiol-ibrutinib or excreted through other elimination routes. A
link between the dosing compartment and the dihydrodiol-ibrutinib central compartment was added to assess for high first-
pass hepatic metabolism. Ibrutinib clearance had 67% and 47% inter- and intra-individual variability, respectively, while
dihydrodiol-ibrutinib clearance had 51% and 26% inter- and intra-individual variability, respectively. Observed ibrutinib
exposure is significantly higher in patients carrying one copy of the cytochrome P450 3A4%*22 variant (1167 ng.h/mL vs
743 ng.h/mL, respectively, p = 0.024). However, no covariates with a clinically relevant effect on ibrutinib or dihydrodiol-
ibrutinib exposure were identified in the PK model. An external evaluation of the model was performed. Clinical outcome
was expressed as the continuation or discontinuation of ibrutinib therapy 1 year after treatment initiation. Patients who had
treatment discontinuation because of toxicity had significantly higher ibrutinib area under the curve (p =0.047). No associa-
tion was found between cessation of therapy due to disease progression and ibrutinib area under the curve in patients with
chronic lymphocytic leukemia. For the seven patients with mantle cell lymphoma studied, an association trend was observed
between disease progression and low exposure to ibrutinib.

Conclusions We present the first population pharmacokinetic model describing ibrutinib and dihydrodiol-ibrutinib concentra-
tions simultaneously. Large inter-individual variability and substantial intra-individual variability were estimated and could
not be explained by any covariate. Higher plasma exposure to ibrutinib is associated with cessation of therapy due to the
occurrence of adverse events within the first year of treatment. The association between disease progression and ibrutinib
exposure in patients with mantle cell lymphoma should be further investigated.

Trial Registration ClinicalTrials.gov no. NCT02824159.

1 Introduction

Electronic supplementary material The online version of this

article (https://doi.org/10.1007/s40262-020-00884-0) contains
supplementary material, which is available to authorized users.
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Published online: 24 April 2020

Ibrutinib (Imbruvica®) is a targeted therapy first approved
by the US Food and Drug Administration in 2013. It is
now used for the treatment of various B-cell malignancies
such as chronic lymphocytic leukemia (CLL), mantle cell
lymphoma (MCL) and Waldenstrom’s macroglobulinemia
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For the first time, a population pharmacokinetic model
for ibrutinib and its dihydrodiol metabolite in a real-life
population of patients was developed.

The final model was complex, linear and showed large
inter- and intra-individual variability.

Higher plasma exposure to ibrutinib was associated with
cessation of ibrutinib therapy for toxicity within the first
year of treatment.

(WM) [1]. Ibrutinib was developed as a selective and irre-
versible inhibitor of the Bruton tyrosine kinase (BTK) [2],
a non-receptor protein kinase that plays a central role in the
B-cell antigen receptor (BCR) pathway. The BCR signaling
pathway is crucial for the development and survival of B
cells as it is involved in the regulation of their proliferation,
differentiation, migration and apoptosis [3]. The BCR has
been shown to be involved in various B-cell malignancies
[4] and given the essential role of BTK in this pathway, it
has been investigated as a target for the treatment of these
diseases [5]. Ibrutinib binds covalently to BTK cysteine-481
amino acid, leading to the irreversible inhibition of BTK
phosphorylation and enzymatic activity, and therefore alters
the BCR signaling cascade. The inhibition of BTK activity
by ibrutinib is associated with several anti-leukemic effects
on the lymphocytes including inhibition of proliferation,
egress from lymph nodes (tumoral niches), inhibition of re-
homing to niches, and death in blood and niches [6, 7].

This work focuses on the study of ibrutinib pharmacoki-
netics. Ibrutinib is an oral drug administered once a day.
The standard posology is 420 mg for CLL and WM and
560 mg for MCL. Ibrutinib is predominantly metabolised in
the liver by the cytochrome P450 (CYP) 3A family members
CYP3A4 and CYP3AS [8]. Its oral bioavailability is very
poor (F=2.9%; 90% confidence interval 2.1-3.9) owing to
high first-pass hepatic metabolism [8, 9]. One of its active
metabolites, dihydrodiol-ibrutinib (DHD-ibrutinib), is about
15 times less active than ibrutinib [10] but exhibits lower
plasma protein binding (91% binding compared with 97%
for ibrutinib) and has concentrations up to twice those of
ibrutinib. No specific clinical activity or particular toxicity
related to DHD-ibrutinib is known.

The pharmacokinetics of ibrutinib is highly variable in
patients. If a relationship between drug exposure and toxic-
ity or efficacy exists, therapeutic drug monitoring (TDM)
would be beneficial for patients treated with ibrutinib. A
first population pharmacokinetic (popPK) model for ibru-
tinib was proposed by Marostica et al. [11]. This model
was built based on the data collected in three phase I and
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phase II clinical studies, but did not include data pertaining
to metabolites. The objective of our work is to develop a
new popPK model considering ibrutinib and its metabolite
simultaneously based on real-life patient population data.
The aim of this model is to describe the concentrations of
both molecules, to quantify pharmacokinetic (PK) inter- and
intra-individual variability, to evaluate the impact of several
covariates on ibrutinib PK parameters in a population of
patients treated with ibrutinib, to analyse the relationship
between exposure to ibrutinib and response to treatment,
and to discuss the potential benefit of TDM for ibrutinib.

2 Methods
2.1 Study Population

The subjects in this analysis include those in the ibrutinib
cohort of the PK-E3i study, which was initiated within the
hematology department of IUCT-Oncopole hospital (Tou-
louse, France) in 2016. PK-E3i is an observational PK-
pharmacodynamic (PD) study approved by the competent
authority (ANSM, under No. 151668A-11) and the ethics
committee (under No. CPP16-004a), registered by Clinical-
Trials.gov under No. NCT02824159 and carried out by the
university hospital of Toulouse. Patients treated by ibrutinib
for CLL, MCL or WM were recruited from 2016 to 2018
and followed up for 2 years. All patients gave their writ-
ten informed consent. Seven hospital visits were planned at
months 1, 2, 3, 6, 12, 18 and 24 after inclusion (M1-M24
visits). Pharmacokinetic blood sampling was performed
from M1 to M12. Ibrutinib was taken orally once daily at
a starting dose of 420 mg (CLL, MW) or 560 mg (MCL).
Because of the occurrence of adverse drug reactions, some
patients subsequently had their dose reduced.

2.2 Data Collection

Rich PK blood sampling was performed at steady state dur-
ing the M1 visit. A total of six blood samples were taken
at =0 h (before drug administration) and 0.5, 1, 2, 4 and
6 h after administration. Single PK blood samples were col-
lected at M2-M12 as before drug intake, to assess for trough
concentrations. Samples were collected in heparinised lith-
ium tubes of 5 mL. The tubes were centrifuged (1400 X g,
room temperature, 10 minutes) and plasma was collected
and frozen at — 20 °C until analysis. An ultra-performance
liquid chromatography in tandem with a mass spectrom-
eter (Waters, St Quentin en Yvelines, France) was used for
method development and validation in our laboratory. The
method was built for a robust simultaneous quantification
of a panel of tyrosine kinase inhibitors including ibrutinib
and DHD-ibrutinib. The lower limit of quantification was
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0.98 ng/mL for both molecules. One saliva sample was col-
lected for CYP3A4 and CYP3AS genotyping at inclusion
using a commercial kit (GeneFiX™ Saliva-Prep DNA Iso-
lation kit). Based on previous work [12, 13], we focused
our interest on CYP3A4*22 and CYP3AS5%*3, which are the
main clinically relevant alleles of CYP3A4 and CYP3A5
associated with altered drug metabolism. The presence of
CYP3A5*1/CYP3AS5*3 alleles was determined on genomic
DNA with allele-specific real-time polymerase chain reac-
tion using melt curve analysis as previously described [14].
The CYP3A4%#22 allele was genotyped using allelic discrim-
ination with TagMan assay (c_59013445_10) following the
manufacturer’s instructions.

2.3 Population-Pharmacokinetic Modelling
2.3.1 General Modelling Strategy

First, a popPK model for ibrutinib only was built. The struc-
tural model obtained for ibrutinib was then used to build a
more complex model including the metabolite observations.
Different methods of taking first-pass hepatic metabolism
into account in the model were assessed. Inter-occasion
variability was tested on all PK parameters considering
one occasion for each hospital visit. Non-zero covariance
terms were added in the OMEGA matrix to assess for cor-
relations between ibrutinib and DHD-ibrutinib PK param-
eters. To ensure model stability, the covariate analysis was
performed on the model with a diagonal OMEGA matrix.
The final model was externally evaluated on an independent
population of patients. Model development was performed
with NONMEM version 7.4.1 (ICON Development Solu-
tions, Ellicott City, MD, USA) using first-order conditional
estimation with an interaction estimation method. Data
management and graphical analyses were performed in R
version 3.4.2.

2.3.2 Covariate Analysis

Morphological, biological and clinical covariates were
selected from PK-E3i patient case report forms. Continuous
covariates were added to the model in an allometric manner.
Categorical covariates were added to the model in a multipli-
cative form. To assess for statistical significance of covariate
effects, we performed a univariate analysis where all covari-
ates were tested separately on the main PK parameters of
interest: ibrutinib and DHD-ibrutinib elimination clearances
(CLipru> CLpgp), first-pass hepatic metabolism constant
(KApyp) and ibrutinib to DHD-ibrutinib metabolism clear-
ance (CL,,,). Covariates were tested simultaneously on the
last two parameters (one 6y estimation for both param-
eters) because it was assumed that they described the same
physiological process (hepatic metabolism). Covariates

associated with a decrease of objective function value (OFV)
greater than 3.84 (Chi-squared test, df=1, p<0.05) and a
decrease of interindividual variability greater than 1% were
included in a multivariate model. Then covariates were
removed one by one. Covariates associated with an increase
of OFV greater than 6.6 (Chi-squared test, df=1, p=0.01)
were kept in the model, others were definitively removed.
This process was continued until only statistically signifi-
cant covariates remained in the model. Multiple testing was
accounted for by choosing low significance levels at each
step of the covariate analysis (5% and 1% at the univariate
and multivariable steps, respectively).

If a covariate (¢) was missing at a visit (v) for patient i, the
missing value was replaced by the value of ¢ at the previous
visit (v — 1). If no value was available at the previous visit,
the missing value was replaced by the population median
of c at visit v.

2.3.3 Model Evaluation

Model selection and evaluation was based on OFV value,
goodness-of-fit plots, residual variability estimates, relative
standard errors, stability of the estimates and shrinkage val-
ues. The model was externally evaluated on a second popu-
lation that was independent from the model development
population but similar to it. The second population consisted
of 28 patients receiving treatment at the [UCT-Oncopole
Hospital Hematology Department between 2014 and 2016.
At the request of the prescribing clinician and to carefully
monitor treatment, PK data were routinely collected at each
hospital visit. Patient blood samples were collected for one
PK exploration at steady state before drug administration
and 0.5, 1, 2, 4 and 6 h after administration.

To perform the external evaluation of our model, all
parameters were fixed to their estimated value and the
NONMEM option MAXEVAL =0 in the SESTIMATION
section was used. Median prediction error (%) [bias] and
median absolute prediction error (%) [inaccuracy] were
calculated. The prediction error (PE) is defined as
PE = C"”Cdj x 100 where C, 4 is the predicted concen-

pre:
tration aI;bcsl C.ps 1s the observed concentration [15]. In
addition, we calculated the percentage of absolute PEs
inferior to 20% and 30% (F,, and F, respectively). Vis-
ual predictive checks were also used to assess for predic-

tive performance of the model.
2.4 Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Evaluation
The PK-E3i study is currently on-going with some of the

patients still being monitored. As a preliminary PK-PD
analysis, the relationship between pharmacokinetics and
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continuation of ibrutinib therapy 1 year after treatment
initiation was explored. We looked at the association
between ibrutinib area under the curve (AUC) and clear-
ance at the M1 visit and whether the patients had their
treatment discontinued because of toxicity or a lack of
efficacy or if it was continued 1 year after inclusion.

3 Results

A total of 93 patients were included in the study. Four
were withdrawn from the study before the M1 visit and
therefore unable to perform a plasma drug determina-
tion because of refusal to participate (n=1), disease pro-
gression (n=2) or death (n=1). Therefore, a total of 89
patients and 1501 concentrations (including ibrutinib and
DHD-ibrutinib) were used in the model development. Of
these, 27 (30%) were women and 62 (70%) were men, with

Table 1 Patient covariates at baseline (n=289)

a mean age of 69 years (range: 31-84 years). Patients were
treated for CLL (87%), MCL (11%) or WM (2%). Detailed
information about patients’ characteristics can be found
in Table 1. Drug concentrations under the lower limit of
quantification (4%) were considered equal to the lower
limit of quantification/2 =0.49 ng/mL. Concentrations
over time profiles according to the dose received are rep-
resented in Fig. 1. Although variability is very important,
Fig. 1 shows that plasmatic ibrutinib and DHD-ibrutinib
concentrations increase as the dose is increased.

3.1 Step 1: Ibrutinib Population-Pharmacokinetic
Model

First, a popPK model was built for ibrutinib. A model
with two compartments was found to best describe the
data. Several absorption models were tested. The best

Characteristics

Mean [range]

Characteristics

Mean [range]

Age (years) 69 [31-84] CD4* T cells (/mm?) 1682 [1034-7571]
Height (cm) 169 [146-189] CDS8* T cells (/mm®) 1296 [66—6814]
Weight (kg) 73 [40-113] CrCL (mL/min) 64 [27-81]
BMI (kg/m?) 25.5[16.6-36.3] Total bilirubin (umol/L) 13 [4-228]
BSA (m?) 1.8 [1.3-2.4] GGT (g/L) 6.4 [1.2-28.0]
Lymphocytes (g/L) 101.6 [0.3-430] LDH (UI'L) 276 [108-892]
Neutrophils (g/L) 4.3 [2.0-14.0] ALT (UI/L) 30 [11-109]
Platelets (g/L) 141.2 [7.0-343.0] AST (UI/L) 26 [9-71]
Hemoglobin (g/dL) 11.0 [3.6-16.0]
Characteristics Number (%) Characteristics Number (%)
Sex CYP3A4 genotype

Female 27 (30) *1/%1 80 (90)

Male 62 (70) *#1/%22 9 (10)
Disease

CLL 77 (87) CYP3AS5 genotype

MCL 10 (11) *#3/%3 84 (14)

WM 2(3) *1/%3 5(6)
Prior treatment Smoking

Yes 70 (79) Yes 18 (20)

No 19 (21) No 71 (80)
Performance status Alcohol consumption

0 22 (25) Yes 9 (10)

1 51(57) No 80 (90)

2 16 (18)
Coadministration with antacids

Yes 26 (29)

No 63 (71)

ALT alanine aminotransferase, AST aspartate aminotransferase, BMI body mass index, BSA body surface area, CLL chronic lymphocytic leuke-
mia, CrCL creatinine clearance, CYP cytochrome P450, GGT gamma globulins total, LDH lactate dehydrogenase, MCL mantle cell lymphoma,

WM Waldenstrom’s macroglobulinemia
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Fig.1 Observed concentrations of ibrutinib (a, b) and dihydrodiol-
ibrutinib (¢, d) according to dose. Figures (a) and (c) represent the
data obtained with rich sampling (six samples from O to 6 hours after
administration) at the M1 visit (1 month after inclusion and treatment

absorption model was a sequential zero-first absorption
with a lag time. Bioavailability was fixed to the value
F1=3% [10] and inter-individual variability was estimated
on F1. This last step was found to improve the model per-
formances significantly (drop in OFV over 100 points). A
schematic of the final popPK model for ibrutinib is avail-
able in the Electronic Supplementary Material (ESM).

3.2 Step 2: Ibrutinib and Dihydrodiol-lbrutinib
Population-Pharmacokinetic Model

The global structure of the model obtained in step 1 was
kept for ibrutinib. As demonstrated in step 1 by the need
to add the bioavailability parameter F'1 in the model, a cru-
cial question was how to take into account first-pass hepatic
metabolism in the model to obtain a good description of the
observed data. Dihydrodiol-ibrutinib volumes of distribution
were fixed as equal to those of ibrutinib as the metabolised

initiation). Figures (b) and (d) represent concentrations obtained from
a single sample taken before drug administration at M2, M3 and M6
visits (2, 3 and 6 months after inclusion, respectively)

fraction was unknown and hence the metabolite volume of
distribution could not be estimated. Finally, the best model
(Fig. 2) consisted of one dosing compartment, two compart-
ments for both ibrutinib and DHD-ibrutinib. Absorption was
described by a lag time (ALAG1) and a sequential zero first-
order process (D1, KA, ). Ibrutinib can be either metabo-
lised into DHD-ibrutinib (CL,,.,) or excreted through other
routes of elimination (CL;,,,). Dihydrodiol-ibrutinib is then
eliminated (CLppyp). A link between the dosing compart-
ment and the DHD-ibrutinib central compartment was added
to assess for high first-pass hepatic metabolism (KApyp).
Non-zero covariance terms in the omega matrix were found
to improve the model (the detailed OMEGA matrix can be
found in the ESM). Proportional residual variability was
estimated for ibrutinib (oy,,,) and DHD-ibrutinib (opyp)-
Inter-occasion variability was estimated for both ibrutinib
and DHD-ibrutinib elimination clearances.
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Fig.2 Final population pharmacokinetic model for ibrutinib and
its dihydrodiol (DHD) metabolite. Absorption is delayed with a lag
time (ALAGI) and is modelled by a zero first-order sequential pro-
cess with parameters D1 and KA, for zero and first-order process,
respectively. First-pass hepatic metabolism is modelled by a link
between the dosing compartment and metabolite central compartment
with parameter KA. Both molecules have a distribution compart-

3.3 Step 3: Covariate Analysis

All tested covariates are summarised in Table 1. A univari-
ate analysis led to the selection of the following covariates:
CD4 +T cells, prior treatment and performance status on
CLjpru» CYP3A4%22 genotype on CLpyp, and body mass
index on KApyp and CL,,.,, with CD4* T-cell count and
body mass index being time-varying covariates (the value
for each visit was used in the analysis). These covariates
were then included in the multivariate analysis. Finally, none
of the tested covariates had a significant statistical impact
in the model (p =0.01). Ibrutinib and DHD-ibrutinib AUC
were simulated for virtual patients with each covariate vary-
ing from its 10th to its 90th percentile (while all other covar-
iates were fixed to their typical value) [16]. Ibrutinib AUC
was calculated using model parameters as follows:

KA
DOSE x < l<IADHD_:IQA‘ihru >
AUCin = —r—cL ’

‘met ibru

whereas DHD-ibrutinib AUC was calculated using the trap-
ezoidal method with the population concentrations predicted
by the model. Results are summarised in Fig. 3. None of
the tested covariates led to a change of AUC greater than
30% except for the CYP3A4 genotype on CLpyp, wWhich led
to a 38% increase of DHD-ibrutinib AUC. Regarding this
last result, the relationship between observed ibrutinib and
DHD-ibrutinib AUC and CYP3A4/5 genotypes was evalu-
ated: patients carrying the CYP3A4*22 variant associated
with lower metabolic activity had mean observed ibruti-
nib and DHD-ibrutinib AUC 1.6-fold higher (1167 ng.h/
mL vs 743 ng.h/mL) and 1.5-fold higher (2597 ng.h/mL
vs 1777 ng.h/mL) than in the reference group, respectively.
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ment. Dihydrodiol-ibrutinib volumes of distribution were fixed to the
same values as those of ibrutinib: V2 is the central volume of distri-
bution and V3 is the peripheral volume of distribution. Ibrutinib can
be either metabolised into DHD-ibrutinib (CL ) or excreted through
other routes of elimination (CL;,,,). Dihydrodiol-ibrutinib is then
eliminated (CLpyp). All clearance and volume parameters are appar-
ent

These associations were statistically significant (Wilcoxon
test: p=0.024 for ibrutinib and p =0.028 for DHD-ibruti-
nib). No significant association was found for CYP3A5%*3.
Concerning the potential dose—concentration relationship,
no systematical decrease or increase of clearance values over
time was observed. Percentage of clearance variation com-
pared to occasion 1 was randomly distributed with a median
close to 0% for both molecules. Final model parameter esti-
mations are presented in Table 2. Goodness-of-fit plots are
shown in Fig. 4.

3.4 Step 4: External Evaluation of the Model

The model represented in Fig. 2 was externally evaluated. A
total of 28 additional patients and 352 concentrations were
included in the analysis. This independent population was
similar to the main population as it consisted of 11 (39%)
women and 17 (61%) men, with a mean age of 69 years,
treated with ibrutinib for CLL (86%) or MCL (14%). Median
prediction error and median absolute prediction error were
calculated with individual- and population-predicted concen-
trations for ibrutinib and DHD-ibrutinib (Fig. 5). According
to individual model predictions, predictive performances are
very satisfactory. Bias is less than 10% for ibrutinib and less
than 5% for DHD-ibrutinib. Inaccuracy is less than 20% for
ibrutinib and less than 15% for DHD-ibrutinib. Prediction-
corrected visual predictive checks are good. For population
predictions, bias values remain satisfactory (less than 10%)
but predictions are not very accurate (around 50% and 40%
imprecision for ibrutinib and DHD-ibrutinib respectively),
only 23% of ibrutinib concentrations and 41% of DHD-ibru-
tinib concentrations are well predicted (PE <30%).
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Fig.3 Evaluation of the impact
of significant covariates in a
univariate analysis on ibruti-
nib and dihydrodiol (DHD)-
ibrutinib area under the curves
(AUCG:s). The solid black vertical
line is the AUC for a typical
patient. Dotted black lines cor-
respond to variations of AUC of
20% and 30%. Blue horizontal
bars represent a change in the
AUC for the corresponding
covariate varying from its 10th
to its 90th percentile. Percent-
age changes in AUCs are writ-
ten in orange

Table 2 Parameter estimates

for the final ibrutinib and
dihydrodiol-ibrutinib population
pharmacokinetic model

Parameters Estimation (RSE) Interindividual variability CV% Inter-occasion variability
(RSE) [shrinkage] CV% (RSE) [shrinkage]
ALAGI1(h) 0.238 (16%) 80.6% (16%) [16%] NE
D1(h) 0.989 (19%) 1152% (16%) [12%] NE
KA (h‘l) 1.56 (18%) NE NE
KAaDHD(h_I) 1.21 (20%) 64.2% (24%) [4%] NE
CL{ry(L/h) 242 (11%) 66.5% (24%) [2%] 46.7% (13%) [17%]
V24(L) 1010 (9%) 81.8% (19%) [1%] NE
OruL/h) 171 (16%) NE NE
V34(L) 1480 (9%) 76.9% (20%) [4%] NE
CL}gr(L/h) 150 (19%) 64.4% (21%) [12%] NE
CLYp(L/h) 181 (9%) 50.7% (12%) [0%] 25.7% (8%) [23%]
Opup(L/h) 50 (13%) NE NE
Proportional residual variability CV% (RSE) [shrinkage]
OIBRU 37% (13%) [24%]
ODHD 25.7% (8%) [25%]

Variance-covariance matrix is available in the ESM. Proportional residual variability was 37% for ibrutinib
and 25.7% for DHD-ibrutinib. All clearance and volume parameters are apparent

Interindividual variability was estimated for every parameter except KA;,., and inter-compartmental clear-
ances. Inter-occasion variability was estimated for both elimination clearances. Non-zero covariance terms
were estimated between D1 and ALAGI, and between all parameters a

ALAG]1 lag time for absorption, CL;,,,, and CLpy;, ibrutinib’s and DHD-ibrutinib’s elimination clearances,
CL,,,, ibrutinib’s clearance of metabolisation into DHD-ibrutinib, CV% percentage coefficient of variation,
DHD dihydrodiol, D1 and KA, zero and first-order absorption parameters, KA, FPHM parameter, Q;,..,
and Qpyp are inter-compartmental clearance for ibrutinib and DHD-ibrutinib, RSE relative standard error,

V2 and V3 are central and peripheral volumes of distribution for both molecules
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Fig.4 Goodness-of-fit plots of the final population pharmacokinetic
model for ibrutinib (a—c) and dihydrodiol (DHD)-ibrutinib (d-f).
For observations vs individual predictions (a, d) and observations vs
population predictions (b, e), the blue line is linear regression and the
gray dotted line is the identity line. For prediction-corrected visual

3.5 Pharmacokinetic-Pharmacodynamic
Relationship

A preliminary analysis of the ibrutinib PK-PD relationship
was performed. One year after inclusion, 66 patients were
still receiving therapy, eight discontinued their treatment for
toxicity, 11 for inefficacy (disease progression) and four for
other reasons (refusal to participate in the study, progres-
sion of other disease and death from other cause). Patients
who discontinued therapy because of the occurrence of an
adverse drug reaction had a 1.5-fold higher mean ibrutinib
AUC at visit M1 than patients who did not discontinue treat-
ment (Fig. 6) [Wilcoxon test, p=0.048]. In terms of efficacy,
patients with CLL and MCL were distinguished (the WM
population was ignored as it contained only two patients).
In the CLL population, 62 patients were still receiving treat-
ment at month 12, whereas six patients discontinued treat-
ment because of disease progression. No difference was
observed between the two groups in terms of exposure to
ibrutinib at visit M1. In the MCL population, two patients
were still receiving treatment at month 12, whereas five
patients discontinued treatment because of disease progres-
sion. Patients with MCL who discontinued treatment had

A\ Adis

predictive checks [1000 simulations] (e, f), points are observed data,
colored areas are the 5th (orange), S0th (blue) and 95th (orange) per-
centiles of simulated concentrations, whereas orange and blue lines
are the 5th, 50th and 95th percentiles of observed concentrations

lower ibrutinib AUC (0.45-fold lower mean AUC) but this
association was not statistically significant (Fig. 7).

4 Discussion

The popPK model we developed for ibrutinib is consist-
ent with the model proposed by Marostica et al. [11]. Sev-
eral methods of modelling the first-pass hepatic effect were
investigated. The reproduction of the model developed by
Lindauer et al. for sunitinib [17] was not possible as no
information was available concerning the ibrutinib fraction
metabolised into DHD-ibrutinib. A model similar to that
presented by Yu et al. [18] was also tested, with two dosing
compartments, one representing ibrutinib and one represent-
ing the metabolite, and initialisation with part of the dose.
ter Heine et al. proposed a model with a liver compartment
and hypothesised rapid equilibrium between the liver and
parent central compartment [19]. These models were not
selected because of the instability of parameter estimates and
bad fit of the data. The model finally selected in our study
was similar to that presented by Bertrand et al. [20] and
Kerbusch et al. [21]. The simple addition of a link between
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Fig.5 External evaluation of the final population pharmacokinetic
model for ibrutinib (a—c) and dihydrodiol (DHD)-ibrutinib (d-f).
For observations vs individual predictions (a, d) and observations vs
population predictions (b, e), the blue line is linear regression and the
gray dotted line is the identity line. For prediction-corrected visual

Fig.6 Comparison of steady-
state area under the curve
(AUC) calculated from pharma-
cokinetic post-hoc parameters
at hospital visit M1 between
patients who discontinued
ibrutinib within the first year of
treatment because of the occur-
rence of an adverse event and
patients who were still receiving
therapy 1 year after inclu-

sion. A statistically significant
association was found: patients
who underwent adverse events
had higher ibrutinib AUC
(»p=0.048)

predictive checks [1000 simulations] (e, f), points are observed data,
colored areas are the 5th (orange), S0th (blue) and 95th (orange) per-
centiles of simulated concentrations whereas orange and blue lines
are the 5th, 50th and 95th percentiles of observed concentrations
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Fig.7 Comparison of steady-
state area under the curve
(AUC) calculated from pharma-
cokinetic post-hoc parameters
at hospital visit M1 between
patients who discontinued
ibrutinib within the first year

of treatment because of disease
progression and patients who
were still receiving therapy

1 year after inclusion. Patients
were separated according to
their disease (chronic lympho-
cytic leukemia [CLL] or Mantle
cell lymphoma [MCL]). No
statistically significant associa-
tion was observed for either of
the two groups. A trend of
under-exposure in patients who
had disease progression was
observed for patients with MCL
indicating that this association
should be further explored

the dosing compartment and the metabolite central compart-
ment was sufficient to describe the first-pass hepatic effect.
In their analysis, Marostica et al. showed a significant effect
of food on bioavailability (decreased in the fasted condi-
tion) and on the absorption parameter D1 (increased in the
fasted condition). These results could not be confirmed in
our study as this covariate was not available for our popula-
tion. The recommendation that ibrutinib should be taken
30 minutes before or 2 hours after food intake was explic-
itly given by the clinicians to the patients but there is no
guarantee that they followed it, nor any data to assess it.
Marostica et al. also found an effect of the coadministration
of antacid drugs on D1 (increased in the presence of antacid
comedications). This covariate was tested in our model but
no statistically significant effect was found. However, in our
study, the coadministration of antacids was only reported
as “yes or no” the day of the hospital visit. As the time of
antacid administration can vary, we may have missed a sig-
nificant effect of antacid coadministration on ibrutinib con-
centrations. Furthermore, none of the tested covariates had
a clinically relevant impact as none of them led to a change
of AUC greater than 30% (except for the CYP3A4 genotype
on CLpyp, which led to a 38% increase of DHD-ibrutinib
AUQ). Intra-individual variability was also quantified in the
final model. The estimations were large, around 50% and
30% for ibrutinib and DHD-ibrutinib clearance of elimina-
tion, respectively. As mentioned above, this intra-individual
variability could partly be explained by food conditions. The
final model was externally evaluated (Fig. 5). The results of
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the evaluation proved that our structural model is accurate,
as both molecule bias and inaccuracy in individual predic-
tions were under 10% and 20%, respectively. Inaccuracy in
population predictions (median absolute prediction error)
was around 50% for ibrutinib and 40% for DHD-ibrutinib,
which implies that covariate identification is still needed to
account for the interindividual variability.

Ibrutinib is extensively metabolised in the liver by
CYP3A4 and to a lesser extent by CYP3AS. It has been
shown that exposure to ibrutinib is lower or higher when
administered with CYP3A inducers or inhibitors, respec-
tively [9]. Based on previous work [12], we focused our
interest on CYP3A4*22 and CYP3A5%3. CYP3A4*22 is
found in 5.3% of the Caucasian population and is associ-
ated with a lower metabolic activity than wild-type genotype
CYP3A4*1/*1. The CYP3A5%*3 variant is carried by 83%
of the Caucasian population and is associated with a lower
metabolism than the wild-type allele CYP3AS5*1 [12, 13].
We found that carrying the CYP3A5%*3 variant had no effect
on ibrutinib PK presence, which is in agreement with its
low contribution to ibrutinib metabolism [8] but could also
be due to the low number of heterozygous patients (only
five patients had the CYP3A5*1/CYP3A5%*3 genotype). For
CYP3A4, nine patients had the CYP3A4*1/CYP3A4%22
genotype. Ibrutinib observed AUC was significantly higher
in patients carrying one copy of the CYP3A4%22 allele
(»=0.024) but CYP3A4*22 was not a significant covari-
ate for ibrutinib clearance in our model. Higher DHD-
ibrutinib observed AUC was also found in patients carrying
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CYP3A4%#22 (p=0.027). CYP3A4*22 was found to be a
significant covariate impacting DHD-ibrutinib clearance in
a univariate analysis and we showed through model simula-
tions that the presence of CYP3A4*22 led to a 38% increase
in DHD-ibrutinib steady-state AUC. These results suggest
that DHD-ibrutinib is also metabolised through CYP3A4.
This hypothesis was also mentioned in a previous study [10].
Regarding these results, the association between ibrutinib,
DHD-ibrutinib exposure and CYP3A4 genotype status
should be further investigated in larger populations to deter-
mine whether this information should be taken into account
when choosing ibrutinib dosing.

Previous studies showed a decrease of BTK levels over
time under ibrutinib treatment [22, 23]. Based on this
observation and on the assumption that a stoichiometry law
describes ibrutinib efficacy, Chen et al. conducted a pilot
study in 11 patients with CLL to test the impact of reduc-
ing the ibrutinib daily dose as treatment progresses [24].
In their study, patients received three cycles of treatment
from 420 mg/day (cycle 1), to 280 mg/day (cycle 2) and
140 mg/day (cycle 3). The authors observed globally similar
plasmatic concentrations of ibrutinib and BTK occupancy
during the three cycles, suggesting that reducing the dose
of ibrutinib over time would have no impact on a patient’s
response to treatment. The same conclusion was reported
in another study [25]. It is concordant with our results as
we observed no trend between the progression group and
the responding group, suggesting that the dose of 420 mg
is above the required dose and that lowering it would not
be associated with modification of the efficacy. Yet, while
we do not question this conclusion, the assumption that a
lower dose of ibrutinib will suffice to stoichiometrically
inhibit BTK is in contradiction with our study and observed
data. Such a phenomenon, which could be assimilated to
the target-mediated drug disposition described for monoclo-
nal antibody drugs, would be associated with a systematic
decrease of ibrutinib clearance over time. In our population,
no systematical decrease of clearance values over time was
observed. Mean plasmatic ibrutinib and DHD-ibrutinib con-
centrations increased proportionally with the dose (Fig. 1).
The model showed no evidence of a target-mediated drug
disposition for ibrutinib and as described by the model
equations, ibrutinib pharmacokinetics is linear and does not
depend on the dose nor on time.

Finally, we explored the relationship between ibrutinib
plasmatic exposure at the M1 visit and discontinuation of
ibrutinib therapy 12 months after inclusion. This endpoint
is an important surrogate as it has been shown that stop-
ping ibrutinib treatment during the first year of therapy has
a negative impact on overall survival and progression-free
survival [26]. Patients who had treatment discontinuation
for toxicity had higher plasmatic ibrutinib exposure. This

association was found to be statistically significant despite
the substantial intra-individual variability. No trend was
observed in the case of treatment discontinuation for disease
progression in patients with CLL. A trend was visible for
patients with MCL: patients having disease progression had
lower exposure. This result is not statistically significant and
is observed in a small number of patients, it should be fur-
ther investigated. A complete and final PK-PD relationship
analysis will be conducted when all patients complete their
clinical monitoring. Our PK model could be used to improve
adherence to ibrutinib by optimising dosing regimens, espe-
cially during the first year of treatment and consequently
increase overall survival.

The results we present in this work are useful to assess
the relevance of practicing TDM for ibrutinib. To date, no
reference levels or TDM recommendations for ibrutinib have
been published. Ibrutinib stability at ambient temperature
within plasma samples makes TDM practically feasible.
Additionally, the model could be used to estimate this daily
AUC from a limited number of samples. On the one hand,
ibrutinib shows high inter-individual variability and we
found no covariate that could be assessed a priori to reduce
this variability. Furthermore, higher ibrutinib AUC was
found to be associated with the occurrence of adverse drug
reactions. Therefore, TDM could be useful to predict which
patients are at higher risk of drug-induced toxicity. On the
other hand, intra-individual variability is high, which is not
in favor of establishing TDM, but this variability could be
reduced by better control of food conditions at the moment
of drug intake. Regarding these results, the interest in estab-
lishing TDM for ibrutinib should be further investigated.

5 Conclusions

This popPK model based on both ibrutinib and DHD-
ibrutinb concentrations fits the data well and was validated
on an external population. No covariates with a clinically
relevant effect on ibrutinib or DHD-inbrutinib exposure
were identified. A significant association was found between
treatment discontinuation for toxicity and exposure to ibru-
tinib. This PK-PD relationship concurs with the large inter-
individual PK variability of ibrutinib, and was observed
despite substantial intra-individual variability. This find-
ing represents a first rationale for TDM of ibrutinib, which
the present PK model can help develop and thus improve
patients’ adherence to ibrutinib and increase response to
treatment. Furthermore, this PK model can be used for
PK-PD modelling describing lymphocyte dynamics under
ibrutinib treatment.
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Online resource 1 Final popPK model for ibrutinib. The absorption was delayed with a lag time ALAG1
and was modelled by a zero-first order sequential process where D1 is the parameter for zero-order
absorption and KA;p,, is the parameter for first-order absorption. Bioavailability parameter F1 was
fixed to 3% and interindividual variability was estimated on F1. A 2 compartments model best fitted
ibrutinib observations: V2 and V3 are central and peripheral ibrutinib volumes of distribution
respectively, Q;p, is intercompartmental clearance. Ibrutinib’s elimination was linear with a clearance
CLipru

Online resource 2 Variance-covariance OMEGA matrix of final ibrutinib and DHD-ibrutinib popPK
model
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2.4 Modélisation de I'évolution du taux de lymphocytes circulants

chez des patients atteints de LLC traités par ibrutinib

2.4.1 Article n°2

Ces travaux ont fait I'objet d’'une soumission dans le journal Clinical Cancer Research.
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Statement of translational relevance

Absolute lymphocyte count (ALC) is a major clinical criterion used for the monitoring of chronic
lymphocytic leukemia (CLL). In this work, we present the first pharmacokinetic-pharmacodynamic
model to capture ALC dynamics in CLL patients under ibrutinib treatment. In particular, different types
of ALC profiles including hyperlymphocytosis were adequately identified. The impact of ibrutinib
pharmacokinetics on ALC was also quantified. We proved that the response to ibrutinib treatment is
linked to the estimated baseline ALC in tissues and blood. The model may help identify, at an early
stage of treatment, patients who would be likely to have a durable response with single agent ibrutinib
and those who might rather benefit from another treatment (another drug alone or a combined with

ibrutinib).
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Abstract

Background: Ibrutinib is indicated for the treatment of chronic lymphocytic leukemia (CLL). Absolute
lymphocyte count (ALC) is a clinical criterion used for the monitoring of CLL. Ibrutinib has several
effects on lymphocytes, and has highly variable pharmacokinetics (PK). The objective of this work was
to build a PK-pharmacodynamic (PD) model describing ALC dynamics under ibrutinib treatment in CLL

patients.

Methods: ALC observations before and after ibrutinib treatment initiation in CLL patients were
included in the analysis. A population PK-PD model was developed based on physio-pharmacological
knowledge. Individual PK concentrations at each hospital visit were included in the model. The
association between PD parameters and lymphocytosis, and between PD parameters and response to

treatment were assessed.

Results: A total of 94 patients, 658 ALC and 1501 PK observations were included in model development.
The final PK-PD model accurately described ALC dynamics for different patient profiles. It consisted in
two compartments (tissues and blood circulation) with ibrutinib plasmatic concentration inducing two
drug effects: stimulation of lymphocytes redistribution and death. Patients with hyperlymphocytosis
had significantly higher tissues to circulation baseline lymphocyte count ratio, and lower death effect.
Patients who progressed under ibrutinib had significantly lower baseline lymphocyte counts in tissues

(2-fold lower) and blood (3-fold lower).

Conclusion: The first PK-PD model for ALC in CLL patients under ibrutinib treatment was developed.
This model suggests that estimated lymphocyte counts in tissues and blood could be used as an early

predictor of response in CLL patients.

96



1 Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of leukemia in adults in Western
countries. According to the European report on CLL provided by the Lymphoma Coalition, CLL affected
5/100 000 worldwide in 2011 (1). CLL affects mainly elderly men, with a median age at diagnostic of
72 years old. The disease is characterized by the clonal proliferation and the accumulation of abnormal
B-cells in bone marrow, lymphoid organs and blood (2). Patient survival rates are high with an
estimated 85% five-year survival rate (3) but also depends on some prognostic factors such as
unmutated Immunoglobulin Heavy Chain Variable (/IGHV) and the deletion of chromosome 17
(del(17p)) (4,5). This heterogeneity translates into different strategies for patient management. In the
past few years, new targeted therapies including monoclonal antibodies and specific inhibitors were
developed and approved by the authorities for the treatment of CLL, besides chemoimmunotherapy.
These inhibitors are thought to progressively replace chemotherapy in the frontline and
relapsed/refractory settings (2,6). lbrutinib, the first-in-class covalent inhibitor of the Bruton tyrosine
kinase (BTK) (7), approved in 2014, binds covalently to BTK cysteine-481 amino acid causing its
irreversible inhibition. The point of this inhibition is to block the B-cell receptor (BCR) signaling pathway
as BTK is known to be an essential component of this cascade (8). BCR was identified as playing a major
role in CLL and other B-cell malignancies, as it is involved in proliferation, survival and

microenvironment interactions of the tumoral lymphocytes (9,10).

According to the international workshop on CLL guidelines from 2018, absolute lymphocyte count
(ALC) is a major clinical criterion used for the diagnosis, response assessment and monitoring of CLL,
despite being obviously a mix of normal and cancer cells (11). In absence of treatment, ALC increases
exponentially or logistically (12). lbrutinib has several effects on B-cell lymphocytes: reduction of
proliferation, stimulation of release from the tissues into the circulation, inhibition of homing and
stimulation of death (13—15). Under ibrutinib, different profiles of ALC dynamics have been observed.
In particular, some patients show an increase of their ALC (hyperlymphocytosis, HL) at the beginning
of their treatment (16,17). This paradoxical effect is now recognized as a class effect and is due to both
active release (i.e. egress) and inhibition of rehoming to tissue niches (including, though not limited to:
lymph nodes, spleen/liver, bone marrow, skin, intestinal tract) (13,17). This temporary HL is mainly
asymptomatic and with time, ALC resolves to normal values. Some studies have suggested that

patients with HL may have longer progression free survival (18,19).

One major observation of ibrutinib’s pharmacokinetics (PK) studies is the high variability between
patients, mainly due to high first-pass hepatic metabolism leading to a very poor bioavailability (mean

F of 2.9%) (20). Ibrutinib is mainly metabolized through cytochrome P450 3A4, into dihydrodiol
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ibrutinib, which is 15 times less active but has plasmatic concentrations up to twice as those of ibrutinib
(21). PK may play a role in response to treatment. Wodarz et al. proposed a first mathematical model
describing CLL cells dynamics under ibrutinib treatment (22). It was a simple model composed of a
system of two ordinary differential equations. However, this model was developed on a small number
of patients and did not take into account PK and its inter-individual variability. In this work, we aim to
study for the first time the relationship between ibrutinib’s PK and response to treatment
(pharmacodynamics, PD) in terms of ALC dynamics in CLL patients. Based on physio-pharmacological
knowledge, we developed a semi-mechanistic PK-PD model using a population approach in order to
quantify PD interindividual variability and explore the relationship between PD parameters and

response to treatment.

2 Methods

2.1 Patients and data

An observational PK-PD clinical trial named “PK-E3i” was initiated at the IUCT-Oncopole hospital of
Toulouse (France) in 2016. The study was approved by the competent authority (ANSM, under the
N°151668A-11) and the ethical committee (under the N°CPP16-004a), registered by ClinicalTrials.gov
under n° NCT02824159. Among the patients included in PK-E3i, only CLL patients treated with ibrutinib
were used for the present analysis. These patients were enrolled in the clinical trial from 2016 to 2018
and followed-up for two years, or until disease progresses or treatment stops due to the occurrence
of adverse effects. A total of eight hospital visits were planned: at inclusion and 1, 2, 3, 6, 12, 18 and
24 months after inclusion. Clinical and biological examinations were performed at each visit. The ALC
was assessed during the biological exam. PK blood sampling was performed at month 1 (six samples:
before drug administration, and 0.5, 1, 2, 4, 6 hours after drug administration) and at months 2, 3, 6

and 12 (one sample before drug administration).

The data needed for model development was the ALC at different time points, before or during
ibrutinib treatment. In the PK-E3i study protocol, only one observation was planned before the
initiation of the treatment (inclusion visit). To enrich our dataset and enable model development,
additional data was obtained from PK-E3i patients with available pre-treatment ALC observations.
Moreover, additional patients with available ALC observations before their first line of treatment with
ibrutinib or chemotherapy were included in the analysis. These data were recovered from IUCT-
Oncopole hospital routine clinical care patients’ records. Two datasets were used in the analysis. The
full dataset contained all the patients and data mentioned above. The reduced dataset included only

the patients treated with ibrutinib (with ALC observations before and/or after initiation of treatment).
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2.2 Model development

Base PK-PD model

The structure of the PD part of the model was based on a simple representation of the physiological
behavior of lymphocytes. The model consisted in two compartments, one representing tissues (mainly
lymph nodes) and the other one representing blood circulation. The model had to include, at least,
proliferation in lymph nodes, release from tissues to blood circulation and death of circulating
lymphocytes. Death in tissues and return from circulation to tissues (homing) were also tested in the
model. Linear and logistic functions were both tested to describe lymphocyte growth before the
beginning of treatment, as both behaviors were observed in non-treated CLL patients (12). The
baseline lymphocyte count was assessed both in the tissues compartment (BASE;) and in the blood
compartment (BASE,). BASE, was estimated based on ALC observations. As no observations were
available for the tissue compartment, we estimated a proportionality coefficient between BASE1 and
BASE?2, as these two quantities are related. Finally, an offset term in the second compartment to

describe ALC stabilization over time was estimated.

The PK part of the model was based on a previously developed PK model for ibrutinib and its
dihydrodiol metabolite (21). This model was developed using the PK-E3i study ibrutinib cohort. As a
result, individual PK posthoc parameters were available for these patients. Regarding patients that
were not included in PK-E3i, typical PK parameters were used, as no ibrutinib plasma concentrations
were available for these patients. Two ways of including the PK into our PK-PD model were
investigated. The first approach consisted in predicting the individual ibrutinib concentrations (i.e.
capturing fluctuation between Cmax and Cmin) using the PK model differential equations and the
individual PK posthoc parameters. The second approach was simpler as it consisted in calculating a
mean individual ibrutinib concentration (Cgy4,; ;) based on the PK posthoc parameters defined as

followed:

KAibru )
.Dose; ;
(KAibru + KApyp, b

Copaii =
ot T+ CLy;

Where KA;p, is ibrutinib constant of absorption and KApyp, is the transit constant from the dosing
compartment to the dihydrodiol-ibrutinib central compartment for individual i. CL; ; is the posthoc
oral clearance for each individual i at each sample collection time j (hospital visit). The clearance
includes ibrutinib clearance of elimination and clearance of metabolization into dihydrodiol ibrutinib.
T is the dosing interval. These individual concentrations were then used to compute drug effects in the

PK-PD model. Tested drug effects were based on physio-pharmacological knowledge of ibrutinib
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effects on lymphocytes. They included inhibition of proliferation in lymph nodes, stimulation of
redistribution from lymph nodes into blood circulation, inhibition of homing and stimulation of
lymphocytes death. The drug effects were implemented as separate linear functions of Cyy,4,; ;j With

Drugy; j = Slopey * Cayg,; ; after ibrutinib administration and Drugy; ; = 0 otherwise.

The PK-PD model was developed using the full dataset. Model selection and evaluation were based on
the objective function value (OFV), goodness-of-fit plots, visual predictive checks, residual variability,
relative standard errors (RSE), stability of the estimates and shrinkage values. The model was
developed in NONMEM version 7.4.1 (ICON Development Solutions, Ellicott City, MD, USA) using the

first order conditional estimation with interaction estimation method (FOCE-I).

Covariate analysis

The covariate analysis was performed on the final base PK-PD model which was applied to the reduced
dataset. The tested covariates included factors that may play a role in CLL prognosis: Binet clinical
stage, B symptoms at baseline, lymphadenopathy at baseline, deletion del(17)p, deletion del(11)q,
tp53 gene mutation, IGHV mutational status, complex karyotype, sex and age. The effect of covariates
was tested on all parameters (drug-effect, baseline, transition constants). Continuous covariates were
modelled as a power function, while categorical covariates were added to the model in a multiplicative
form. First, a univariate analysis was performed. Covariates associated with a decrease in OFV greater
than 3.84 (x? test, df=1, p<0.05) were selected for multivariate analysis. All significant covariates were
gathered in the model and removed one by one. If the removal led to an increase of OFV greater than
6.6 (x? test, df=1, p<0.01), the covariate was kept in the model, it was definitively removed otherwise.
For covariates with a high number of missing values, it was decided to remove the patients with missing

values from the analysis to allow the quantification of the covariate effect.

2.3 Investigation on model posthoc parameters

As reported in the main ibrutinib clinical trials RESONATE and RESONATE-2, HL was defined as a 250%
increase in ALC compared with baseline and an absolute cell count =5 G/L (16). The Wilcoxon statistical
test was used to compare PK-PD posthoc parameters between patients who did or did not have HL
and determine which parameters were associated with HL. In the PK-E3i cohort, PK-PD posthoc
parameters were also compared between patients who had disease progression and those who did

not. Finally, the association between HL and disease progression was evaluated.
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3 Results

A total of 94 patients were included in model development. Of these, 77 patients participated in the

PK-E3i study, 14 of whom had additional pre-treatment ALC observations. An additional 17 patients

were not included in the PK-E3i study and had ibrutinib (n=7) or chemotherapy (n=10) as first line of

treatment. Patients’ characteristics are summarized in

Table 1. ALC observations consisted in 218 pre-treatment observations (31 patients) and 440 post-

ibrutinib treatment observations (83 patients). The full dataset was constituted of 94 patients and 658

observations, the reduced dataset was contained 83 patients and 596 observations. Observed data are

represented in Figure 1.

Table 1 — Patients’ characteristics

Characteristic

Continuous variables: mean
+ standard error [range]
Categorical variables:

number (%)

Characteristic

Continuous variables: mean
+ standard error [range]
Categorical variables:

number (%)

Age (years)

67.4 +9.8 [31.1-84.5]

Deletion 11q
No
Yes
Missing

48 (51.1%)
28 (29.8%)
18 (19.1%)

Tp53 gene mutation

Sex
No 42 (44.7%)
Male 35 (37.2%)
Yes 32 (34%)
Female 59 (62.8%) o
Missing 20 (21.3%)
Binet stage® IGHV mutational
A 14 (14.9%) status 23 (24.5%)
B 43 (45.7%) Unmutated 67 (71.3%)
C 36 (38.3%) Mutated 4 (4.3%)
Missing 1(1.1%) Missing

B symptoms?

Complex karyotype

No 58 (61.7%) No 41 (43.6%)

Yes 18 (19.1%) Yes 40 (42.6%)

Missing 18 (19.1%) Missing 13 (13.8%)
Deletion 17p Lymphoadenopathy?®

No 46 (48.9%) No 47 (50%)

Yes 31 (33%) Yes 29 (30.9%)

Missing 17 (18.1%) Missing 18 (19.1%)

(a) At the onset of treatment, IGHV: Immunoglobulin Heavy Chain Variable
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Figure 2 — Schematic representation of final PK-PD model
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Drugoys = slopegys * Capg and Druggen = slopegen * Copg Where Cg,q is the individual average ibrutinib

concentration.

The final PK-PD model is presented in Figure 2. It consisted in two compartments, one for tissues
(mainly lymph nodes), and one for blood circulation. Lymphocytes proliferate in lymph nodes (K},), are
released into the blood circulation (K,,;) where they die (K ). The lymphocyte growth was best
described by a logistic function (K;,4). An offset term (of f,) was added in the equation associated to
the blood compartment to describe the stabilization of ALC. For the PK part, the model including the
individual predicted ibrutinib concentrations (i.e. capturing fluctuation between Cmax and Cmin) led
to an equivalent fit of the data and very close parameter estimates, but a highly increased
computational time compared to the model including the PK as an average individual concentration.
Therefore, we chose the second approach. Two drug effects were estimated: stimulation of
redistribution (D71ug,y: = Slopegy: * Cayg) and stimulation of death (Druggen = Slopegen * Cayg)-

The corresponding differential equations were the following:

dA1 Kiog — Al

WzKp*Al* —x — Koyt * (1 + Drugyy,) * Al (1)
log

dA2

dr  out * (14 Drugoye) * A1 — Kgep * (1 + Drugaen) * (A2 — of f5) ()

Where (1) is the differential equation for the tissues compartment and (2) is the differential equation
for the blood circulation compartment. Baseline ALC was estimated in the blood compartment
(BASE5). In the tissues compartment, BASE; was calculated as BASE; = cg * BASE, where cg was
estimated. The average values of BASE; and BASE, in the population were 203 G/L and 41 G/L,
respectively. Average proliferation (K}), redistribution (Ky,.) and death (K45, rates in the population
were 0.005 /day, 0.003 /day and 0.01 /day, respectively. The average effect of ibrutinib on
redistribution (Slope,,:) and death (Slopeg:,) in the population were 0.24 /nM and 0.15 /nM,
respectively. Inter-individual variability was estimated for BASE,, cg, Slope,,: and Slopegy- The
detail of the parameter estimates and the precision of the estimations are given in Supplementary
Table S1. The model showed good prediction performances and was able to describe all types of ALC
profiles (Figure 3). A similar model using ibrutinib plasmatic concentration calculated from mean
ibrutinib PK parameters for all patients led to an increase of 19 points in OFV and increased
interindividual variability for all PD parameters (1.03-fold, 1.4-fold and 1.5-fold increase in the
interindividual variability estimate of BASE,, cg and of f, respectively) compared to our final model

(with individual plasmatic concentration values C‘ngj)' Finally, a thorough covariate analysis was

performed. All selected covariates were tested on BASE,, cg, Slopey,: and Slopegqp,. None of the

tested covariates was associated with a statistically significant drop in OFV.
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Figure 3 - Goodness of fit plots (a to d) and visual predictive checks (e) for the base PK-PD model.
Examples of individual fits (f,g) (circles: observations, line: individual model prediction)

Supplementary Table S1 - Parameter estimates for base PK-PD model

Estimation (RSE,%) [Shrinkage, %]

Parameter
Base model (n=94)
K, (day™) 0.0045 (13%)
Ko (G/L) 4720 (39%)

Kour (day™)

0.0033 (17%)

Kan (day™)

0.0113 (18%)

of f2 (G/L)
wOffz (CV, %)

2.56 (18%)
135% (10%) [25%]

BASE, (G/L)
(‘)Basez (CV' %)

41.2 (19%)
251% (10%) [1%]

cg (unitless)

we, (CV, %)

4.93 (20%)
84% (16%) [27%]

Slopeyy: (nM™1)
wSlopeout (CV' %)

0.24 (22%)
97% (13%) [19%]

Slopeg, (M~

(‘)Slopedth (CV' %)

0.15 (31%)
225% (15%) [25%)]

Proportional residual

variability o (CV, %)

25% (6%) [23%]

RSE: residual standard error, w: interindividual variability, CV : coefficient of variation
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The PD posthoc parameters were compared between patients who had HL and those who did not. The
association was evaluated through boxplot representations and Wilcoxon statistical testing. Out of 83
patients who had post-ibrutinib ALC observations, 32 patients had HL. Patients with HL had a
statistically significantly higher cg (p=2.2.10°), which was expected given the model structure. No
difference was observed in Slope,,; (p=0.57), even when limiting the analysis to patients having pre-
and post-treatment observations (n=20) (p=0.91). In addition, patients with HL had lower mean

Slopegn, (p=1.3.107). The results are presented in Figure 4.

(a) Wilcoxon, p = 2 2e-06 251(b) Wilcoxon, p = 1.3e-07
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ez o
2
Ibrutinib death effect Slopeg:n, (c) lbrutinib redistribution effect Slope,,,;, all patients (n=94) and (d)
Ibrutinib redistribution effect Slope,,,;, patients with pre and post ibrutinib observations (n=20).

Figure 4 — PK-PD parameters versus group of hyperlymphocytosis. (a) Baseline ratio cg =

The association between PD posthoc parameters and disease progression was assessed in the PK-E3i
cohort. The cohort included 77 CLL patients who were followed-up up to 4 years (median 2.8 years).
At the end of follow-up, 46 patients were still under ibrutinib treatment, 14 dropped out due to disease
progression and 17 dropped out for other reasons (severe toxicity (n=13), death (n=1), secondary
cancer (n=2) or refusal to participate (n=1)). BASE; and BASE, were found to be significantly lower in
patients who had disease progression compared to those still under treatment (Figure 5). The median

of BASE; was 2.3-fold lower (p=0.022) and the median of BASE, was 3.1-fold lower (p=0.03) in the
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progression group. Secondly, we performed the same analysis using only early observations (up to one

month after the beginning of the treatment). The posthoc estimates for BASE; and BASE, were

similar and the same association between these parameters and disease progression was found

(supplementary Figure S2). No differences were observed for the other PK-PD posthoc parameters.

Finally, we compared the number of progressive disease cases between the HL groups as defined in

the methods section independently from PD model parameters. A total of 23 patients out of 46 (50%)

had HL in the no-progression group, and a total of 6 patients out of 14 (43%) had HL in the disease

progression group. The association between HL and disease progression was not statistically significant

(p=0.87).
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Figure 5 — Posthoc parameters BASE, (a) and BASE, (b) versus disease progression. A total of 46

patients did not have progression whereas 14 of them did.

106



3000 (@) Wilcoxon, p = 0.018 s004 (b) Wilcoxon, p = 0.03
400+ .
2000+
L] L]
3004
) wi' .
7] . 7]
< <<
m m
- -
2001 R
-
-
10004 . - S :.
L] ..: L] 1 [ ]
- -
. . L . 100+ . .
L] ™ v
- -r.. ...... - - -
¥ - L = .
ML) — <ol -
U < LL - - F. - D - [ . L] - -I
NI-J ‘f'el ] NI-J ‘r'éS
Disease progression Disease progression

Supplementary Figure S2: Posthoc parameters BASE; (a) and BASE, (b) versus disease progression
obtained with the model parameters estimated on early ALC observations.

4 Discussion

The aim of this work was to develop a PK-PD model describing ALC dynamics under ibrutinib treatment.
The final model had a structure comparable to that proposed by Wodarz et al. (22). We brought a new
dimension to the model by taking into account the effect of ibrutinib PK and its variability between
and within patients. A population approach was used, allowing the rigorous quantification of PD
interindividual variability. In their model, Wodarz et al. estimated a CLL cells death rate in blood of
0.027 +0.01 days*and a redistribution rate from lymph nodes to blood of 0.008 + 0.005 days™* under
ibrutinib treatment. In our model, the death rate and redistribution rate would be Kyp(1 +
Slopegin * Cavg) and Koy (1 + Slopegy: * Coyg) respectively. The corresponding values were
calculated using individual ibrutinib concentrations and PK-PD posthoc parameters. The death rate
ranged from 0.013 days™ to 0.45 days™*and the redistribution rate ranged from 0.005 days™ to 0.076
days™. These values are consistent with (22) although we found greater interindividual variability. We
believe that the small number of patients included in (22) (n=10) may have led to an underestimation
of this variability on their part. For the first time, the effect of ibrutinib PK on lymphocyte dynamics
was quantified by including a mean ibrutinib concentration for each individual at each hospital visit.
Another model using ibrutinib plasmatic concentration calculated from mean PK parameters for all

patients led to significantly worse adjustment of the data and higher PD parameters interindividual
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variability. This result confirm the added value of using PK modeling to explain lymphocyte dynamics

under ibrutinib treatment.

One of the limitations of our study, was that the 17 patients with pre-treatment observations, added
to stabilize the model, did not have PK observations and some of them did not receive ibrutinib as first-
line treatment. Moreover, we did not have any observations in the tissues compartment, unlike
Wodarz et al. who used imaging data to estimate lymphocyte counts in lymph nodes. If such data were
available, the lymphocyte counts in tissues could be more accurately estimated with another type of
model and allow the addition of other pharmaco-physiological features such as homing and
proliferation inhibition (17). However the aim of our model was not to estimate lymphocyte counts in
tissues but to predict response to ibrutinib based only on circulating lymphocyte data. We further
explored the impact of various prognosis covariates in the model. Tested covariates were not
statistically significant even though some are known to be associated with different ALC profiles. For
example, Burger et al. showed that CLL cells dynamics were different between patients with mutated
and unmutated IGHV (14). However, covariate testing may have lacked statistical power as a

substantial number of patients had missing covariates.

One of the main focus points in this work was the study of the ibrutinib-induced HL. Our model was
able to describe the peak of lymphocytes in patients who had HL (Figure 3). We further explored the
relationship between PK-PD parameters and HL. To do so, patients were divided according to HL,
defined as a 250% increase in ALC compared to baseline and a number of cells greater than 5 G/L,
based on clinical trials criteria (23,24). This criterion does not include any indication of time. In this
work, the first ALC observation was recorded around one month after the baseline but patients may
have had a >50% increase before this time point. Indeed, Herman et al. showed that all ibrutinib
treated CLL patients had transient HL to a higher or lesser degree (17). It was found that the association
between the parameter cg and HL was statistically significant, confirming that the ALC peak was mainly
mathematically described through the difference between BASE; and BASE, values. This may not
reflect physiological reality. Another interesting relationship was brought to light with a highly
significant association between Slope,q, and HL. Patients without HL had higher death effect. This
result confirms that the reduction of CLL tumor burden is either dependent on high redistribution rate

from the tissues, or on a high death rate

We then explored the relationship between PK-PD posthoc parameters and CLL progression under
ibrutinib treatment. Unexpectedly, patients who had disease progression had significantly lower
estimated baseline lymphocyte counts in tissues (BASE;) and blood (BASE,). As an indication, our

results seem to show that having an estimated value of BASE; greater than 1000 and an estimated
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value of BASE, greater than 150 is associated with low risk of disease progression (Figure 5). This
result may appear paradoxical but it should be emphasized that the estimated count BASE; does not
represent the actual amount of lymphocyte in the nodes. This estimate was obtained from the analysis
of lymphocyte versus time profiles under ibrutinib treatment and seems to be a good predictor of
efficacy. Furthermore, the same association was obtained when considering only early ALC
observations (up to one month after the beginning of treatment) (supplementary Figure S2).
Therefore, our model could be used to identify, at an early stage of treatment, the patients who are
likely to have a poor response to ibrutinib, and thus help decision making regarding the strategy of
treatment (e.g. use of another drug combined or not with ibrutinib). Finally, we did not find any

association between disease progression and HL, as reported by others (18).

Another interesting analysis would be to explore the outbreak of ibrutinib resistant sub-clones.
Acquired resistances to ibrutinib through BTK or PLCG2 mutations have been widely described (25,26).
If such data were available, we could have adapted the model equations to describe cases of relapse

and further explore the role of ibrutinib PK in these cases.

5 Conclusion

We present the first population PK-PD model describing lymphocyte dynamics under ibrutinib
treatment. The final model was simple and allowed a good fit of the observed data for all profile types.
Drug effects on lymphocyte redistribution and death were quantified and partly explained through
ibrutinib plasmatic concentrations. Association between PK-PD parameters and HL showed that
patients who did not have HL had higher lymphocyte death rate, confirming that CLL tumor burden is
reduced either by major cell redistribution from tissues or by increased cell death. Estimated baseline
lymphocyte counts in tissues and blood were significantly lower in patients who had disease
progression under ibrutinib treatment. Our model may help identify, at an early stage of treatment,
the patients who would be likely to have a durable response with single agent ibrutinib and those who

might rather benefit from another treatment.
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2.5 Discussion

Ces travaux avaient pour but d’étudier I'ibrutinib par une approche de modélisation mathématique.
Deux modeles ont été développés, le premier pour décrire la pharmacocinétique et le second pour

décrire la dynamique des lymphocytes circulants chez des patients atteints de LLC traités par ibrutinib.

Dans la premiere partie, nous avons présenté un nouveau modele pharmacocinétique de population
pour librutinib. La structure du modeéle final pour cette molécule est en accord avec celle
précédemment publiée par Marostica et al. (86). Nous avons apporté une dimension supplémentaire
a ces travaux puisque notre modele inclut également les concentrations de dihydrodiol-ibrutinib et
permet de décrire I'effet de premier passage hépatique. Nous n’avons pas identifié de covariables
ayant un impact cliniquement significatif sur les parametres pharmacocinétiques de I'ibrutinib et avons
donc retenu un modele sans covariables. L'importante variabilité des concentrations entre les
différents patients reste donc inexpliquée. Nous avons tout de méme confirmé qu’il existait bien un
lien entre le polymorphisme du CYP3A4 et I'exposition au médicament (105,106). Le modéele final a été
validé, a la fois sur des criteres d’évaluation interne et externe. Nous avons montré que les patients
qui sont sortis prématurément de I'étude PK-E3i du fait de I'arrét de leur traitement pour cause de
toxicité avaient une AUC de l'ibrutinib plus importante (p=0.048). En revanche, dans le cas de la LLC,
I’exposition est la méme entre les patients toujours suivis a un an et ceux sortis prématurément de
I’étude pour cause de progression. Cette observation suggere que la dose d’ibrutinib administrée est
supérieure a la dose nécessaire pour atteindre I'efficacité. Une diminution de la dose pourrait étre
envisagée comme cela a été suggéré par Chen et al. (132). Parmi les quelques patients atteints de LCM
(n=7), nous avons observé une tendance de sous-exposition chez les patients ayant progressé. Il serait
intéressant d’explorer cette piste afin de déterminer s’il existe une relation entre PK de I'ibrutinib et
efficacité pour le traitement du LCM. Les résultats du modéle nous ont également permis de discuter
de l'intérét de la mise en place d’un suivi thérapeutique pharmacologique (STP) pour l'ibrutinib.
Certains arguments sont en faveur du STP : stabilité du médicament, association entre PK et toxicité,
aucune covariable permettant de réduire la variabilité interindividuelle a priori n’a été identifiée. En
revanche, I'importante variabilité intra-individuelle est un élément qui est plutét en défaveur de la

mise en place d’un STP.

Nous nous sommes ensuite servis de ce modele PK pour construire un modele PK-PD décrivant
I’évolution des lymphocytes circulants sous ibrutinib chez des patients atteints de LLC. Pour cela, nous
avons utilisé le modele PK pour calculer une concentration d’ibrutinib moyenne a I'équilibre pour

chaque patient, a partir de leurs parametres PK individuels. Le modele PK-PD a été développé en se
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basant sur les connaissances physiologiques du comportement des lymphocytes. Le modéle final était
concordant avec celui proposé par Wodarz et al. (211). Il était composé de deux compartiments, un
représentant les ganglions lymphatiques et les tissus, et l'autre la circulation sanguine. Les
lymphocytes proliferent dans les ganglions lymphatiques puis sont relachés dans la circulation
sanguine ou ils finissent par mourir. Nos données ne nous ont pas permis de décrire la mort des
lymphocytes dans les ganglions ni le phénomene de homing. L'effet de la pharmacocinétique a été
inclus a deux endroits : stimulation du relargage des lymphocytes depuis les ganglions vers la
circulation, et stimulation de la mort des lymphocytes circulants. L'effet du médicament sur la
diminution de la prolifération des lymphocytes n’a pas pu étre décrit. Enfin, si le homing avait été
intégré au modele, I'effet de I'ibrutinib sur I'inhibition de ce dernier aurait pu étre testé. Afin d’arriver
a quantifier correctement I'effet de la PK sur les lymphocytes, nous avons d{i ajouter des données
observées avant linitiation du traitement. Ainsi, le modéle décrit I'augmentation du taux de
lymphocytes circulants précédant le traitement, puis les effets de I'ibrutinib une fois que ce dernier
débute. Nous proposons pour la premiere fois un modele permettant de décrire ce comportement. Le
modeéle obtenu montre un bon ajustement aux données. Pour le rendre plus robuste et précis, il aurait
idéalement fallu disposer d’observations de taux de lymphocytes avant et pendant le traitement, ainsi
que des données pharmacocinétiques pour tous les patients. La quantification du nombre de
lymphocytes dans les ganglions aurait également permis d’alimenter le modele et de préciser les
estimations liées au compartiment 1 (celui représentant les ganglions lymphatiques). Ce dernier
manque pourra étre en partie comblé par I'étude COMPUTREAT qui devrait livrer des données
d’imagerie dans les ganglions, permettant d’estimer le nombre de lymphocytes dans ce compartiment
(211). Ce modéle a permis de mettre en évidence deux groupes de patients : ceux pour lesquels I'effet
de l'ibrutinib se traduit principalement par le relargage des lymphocytes stockés dans les ganglions
(lymphocytose) et, a I'opposé, ceux pour lesquels I'effet est plus important sur la mort de ces
lymphocytes circulants. Enfin, nous avons mis en évidence que les patients ayant vu leur maladie
progresser rapidement (durant les 2 premiéres années de traitement) avaient des taux basaux de

lymphocytes plus bas dans les deux compartiments.

Pour conclure, ces travaux ont permis d’étudier la pharmacocinétique et un aspect de la
pharmacodynamie de I'ibrutinib. L’approche de population a été utilisée et a permis la quantification
de la variabilité interindividuelle PK et PK-PD. Les modeles qui ont été développés ont permis d’obtenir
des informations sur I'impact de la PK de I'ibrutinib sur la clinique. lls seront réutilisés pour d’autres
analyses au fur et a mesure que les données des études cliniques PK-E3i et COMPUTREAT seront

disponibles.
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3 Analyse pharmacocinétique de l'idelalisib

3.1 Introduction

L'idelalisib est un médicament qui a été approuvé en 2014. Il est indiqué en association avec le
rituximab pour le traitement de la LLC et en monothérapie pour le traitement du lymphome folliculaire
et autres lymphomes, principalement pour des patients réfractaires ou en rechute apres plusieurs
lignes de traitement (166,167). L'idelalisib est un inhibiteur sélectif de la phosphoinositide 3-kinase 6.
La PI3K& est impliquée dans de multiples voies de signalisation qui sont a I'origine de la prolifération,
la survie, la migration et la rétention des cellules tumorales dans les tissus lymphoides et la moelle
osseuse. Elle joue un réle central dans les hémopathies malignes a cellules B (156). Durant les essais
cliniques, I'idelalisib a montré des taux de réponse importants avec 81% de réponse pour les patients
atteints de LLC et 57% pour les patients atteints de lymphome (166,167). La médiane de survie sans
progression associée au traitement par idelalisib est de I'ordre de deux ans pour la LLC, et d’environ
un an pour les lymphomes. Néanmoins, le recours a I'idelalisib a diminué durant les derniéres années,
suite a des données de pharmacovigilance faisant état d'une augmentation de la mortalité,
principalement en raison d'infections (pneumonies a Pneumocystis jirovecii et infections a
cytomégalovirus), et a la survenue d’événements indésirables graves durant les six premiers mois de

traitement (212,213).

Dans I'étude PK-E3i, la cohorte idelalisib était constituée de patients traités en monothérapie ou en
association avec du rituximab, pour une LLC ou pour un LF. La LLC est la leucémie la plus fréquente
chez I'adulte. Elle se caractérise par la prolifération et I'accumulation de lymphocytes B anormaux. Le
LF se classe parmi les lymphomes non Hodgkinien les plus fréquents avec 20 a 30% des cas (214,215).
Il se caractérise par la transformation maligne de lymphocytes B des centres germinatifs. L’étude PK-E3i
avait pour but d’étudier la pharmacocinétique de I'idelalisib, son objectif principal étant d’analyser la
relation entre pharmacocinétique et survenue d’effets indésirables. L'idelalisib est un médicament
administré oralement. Il est principalement métabolisé par I'aldéhyde oxydase et dans une moindre
mesure par le CYP3A et I'UGT1A4. Son seul métabolite circulant, GS-563117, n’est pas actif. Jin et al.
ont proposé un premier modeéle pharmacocinétique de I'idelalisib développé a partir des données
issues de différents essais cliniques incluant des volontaires sains ou des patients (160). Le but de ces
travaux était de développer un nouveau modele pharmacocinétique de population a partir des
données obtenues dans I'étude PK-E3i et d’évaluer I'impact de différentes covariables sur la

pharmacocinétique de I'idelalisib.
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3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Patients et données

Les patients étudiés correspondent au groupe idelalisib de I'étude PK-E3i. Il s’agissait de patients
atteints de LF ou de LLC débutant un traitement par idelalisib. Le suivi prévu par I’étude était de deux
ans avec des visites hospitaliéres prévues a 1, 2, 3, 6, 12, 18 et 24 mois (M1 a M24) aprés l'inclusion.
Un examen biologique et clinique était effectué a chaque visite. Des prélevements sanguins destinés a
I'analyse pharmacocinétique étaient réalisés aux visites M1, M2, M3, M6 et M12. Lors de la visite M1,
une cinétique compléete était déterminée avec six prélevements sanguins: avant administration puis
0.5, 1, 2, 4 et 6 heures apres administration. Aux visites M2 a M12, un seul préléevement était réalisé

avant une nouvelle administration du médicament, pour obtenir des concentrations résiduelles.

3.2.2  Dosage des échantillons plasmatiques

Nous avons dosé les échantillons sanguins récoltés durant I’étude au laboratoire de pharmacologie.
De facon similaire a la méthode développée pour l'ibrutinib, la technique de dosage repose sur de
I'UHPLC-MS/MS et a été développée de fagon a pouvoir doser simultanément six inhibiteurs de
tyrosine kinase (afatinib, cabozantinib, cobimetinib, idelalisib, ponatinib et vemurafenib) et un
métabolite (N-desméthyl ponatinib). Ce dosage met en oeuvre une technique d'extraction par
précipitation. La séparation est réalisée par un systéme d'UHPLC en phase inverse suivie d'une
détection en spectrométrie de masse de type triple quadripdle utilisé en mode MRM. Cette méthode
de dosage est utilisée régulierement au laboratoire de pharmacologie dans le cadre d’analyses de

routine hospitaliere et a été certifiée par le COFRAC.

Les échantillons sanguins recus au laboratoire sont centrifugés (1400 g, température ambiante, 10
minutes) puis le plasma est aliquoté et stocké a une température de -20 °C jusqu’au moment de
I'analyse. Le jour de I'analyse, une gamme de calibration est préparée a partir des solutions meres de
concentration 1 mg/mL de chacune des molécules inclues dans le dosage. Les molécules ont été
réparties en quatre groupes de différentes portées de gamme en fonction des concentrations

maximales et résiduelles observées en clinique :

- Groupe A : portée de gamme allant de 0.61 a 500 ng/mL (afatinib, ponatinib, N-desméthyl
ponatinib)

- Groupe B1 : portée gamme allant de 1.2 a 10 000 ng/mL (idelalisib)

- Groupe B2 : portée gamme allant de 4.88 a 10 000 ng/mL (cabozantinib, cobimetinib)

- Groupe C: portée gamme allant de 9.7 a 100 000 ng/mL (vemurafenib)
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La solution permettant I'extraction par précipitation se compose des solutions d’étalon interne et

d’acétonitrile. Dans le cas de I'idelalisib, I’étalon interne utilisé est la molécule deutérée [?Hs]-Idelalisib.

Les différentes étapes de préparation des échantillons de patients sont décrites ci-apres. Dans un tube
a hémolyse, 250 pL de I’échantillon plasmatique sont additionnés de 1250 pL de la solution de
précipitation. Les tubes sont vortexés deux fois, d’abord pendant 5 minutes puis pendant 1 minute. lls
sont ensuite centrifugés a 1500 g et a 4 °C pendant 10 minutes. A la suite de la centrifugation, 900 pL
de phase organique sont prélevés, puis les tubes sont évaporés a 37 °C sous flux d’air doux. Enfin, les
extraits secs sont repris dans 150 pL de méthanol. L’'ensemble est alors filtré a I'aide d’une seringue a

insuline et d’un filtre minispike 0.20 um dans un vial (Waters) pour analyse.

De la méme fagon que pour l'ibrutinib, trois types de CQl (bas, moyen et haut) ont été préparés et
testés durant cinq dosages pour chaque molécule. Leur coefficient de variation était inférieur a 15%,
assurant la répétabilité et la reproductivité de la méthode. Le jour de I’analyse, les CQls sont extraits
en suivant le méme mode opératoire que celui employé pour les échantillons de patients. Les critéres
de validation sont les suivants : les concentrations obtenues pour les CQls doivent correspondre a
celles attendues, avec une tolérance de 20% pour le CQl bas et de 15% pour les CQls moyen et haut.
Pour l'idelalisib, les CQls bas, moyen et haut correspondent aux concentrations de 4, 1000 et 80000

ng/mL, respectivement.

La séparation chromatographique est menée sur une colonne apolaire (Acquity UPLC BEH C18), en
phase liquide avec un débit de 0.4 mL/min et a une température de 30 °C. La phase mobile est
initialement composée de 95% de phase A (formate d’'ammonium a 5 mM et pH 3.2) et 5% de phase B
(99.9 % d’acétonitrile et 0.1 % d’acide formique). Le gradient est ensuite le suivant (% phase A - %
phase B): 85% - 15%, 63% - 37%, 5% - 95% et retour a 95% - 5%. Cinq pL d’échantillon sont injectés
dans la colonne de chromatographie pour un temps d’analyse de six minutes. Les conditions
d’expérimentation sont similaires a celles utilisées pour le dosage de I'ibrutinib. La température de la
source est de 600 °C, celle du gaz de désolvatation de 1100 °C. Les débits de gaz au niveau du cone
sont de 150 L/h, et pour les gaz de désolvatation (azote) et de collision (argon) ils sont respectivement
de 1100 L/h et 0.4 mL/min. Le voltage du capillaire est de 3.5 kV. La tension de cone de base est de 20
V et I'énergie de collision de base a 3 V. L'acquisition est réalisée en mode MRM. Les transitions

associées a 'idelalisib sont 416 > 76 m/z et 416 > 148 m/z.

3.2.3  Développement du modele pharmacocinétique de population

Les données de concentrations plasmatiques d’idelalisib ont été analysées par une approche de

population. Différents modeles de structures ont été testés. La variabilité interindividuelle a été
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implémentée sur I'échelle log-normale. L’ajout de termes de covariance non-nuls dans la matrice de
variance-covariance Q a été évalué, afin de tenir compte de la corrélation entre les différents
parameétres pharmacocinétiques de clairances de de volumes. En effet, ces paramétres sont tous
apparents et dépendent donc de la biodisponibilité F. L’ajout d’une variabilité inter-occasion a été
testé pour prendre en compte les différences possibles entre les différentes visites hospitalieres. Le
modele d’erreur résiduelle était de type proportionnel. L’analyse de I'effet des covariables disponibles
sur les différents parametres pharmacocinétiques a été menée selon I'approche décrite
précédemment. Les covariables ont été ajoutées au modele une a une et un seuil statistique de 0.05 a
été utilisé pour sélectionner les covariables d’intérét. L'ensemble des covariables sélectionnées étaient
inclues dans le modele puis retirées une a une et ce retrait était comparé au seuil statistique de 0.01.
Les covariables continues étaient implémentées sous la forme d’une relation de type puissance et les
covariables catégorielles sous forme multiplicative, avec un niveau de référence. L’évaluation des
modeles était basée sur la différence de fonction objective, les graphiques diagnostics, la variabilité
résiduelle et la précision des estimations. Le modele a été développé a I'aide du logiciel NONMEM
version 7.4.1 (ICON Development Solutions, Ellicott City, MD, USA) avec la méthode d’estimation FOCE-
I

3.3 Résultats

Au total, 27 patients traités par idelalisib pour une LLC ou un LF ont été inclus dans I’étude PK-E3i.
Parmi eux, seuls 26 patients ont réalisé la premiére visite de suivi M1 et ont pu étre inclus dans
I’analyse pharmacocinétique de population. Les caractéristiques de ces patients a I'inclusion sont
rapportées dans la Table 1. Concernant les visites hospitaliéres suivantes, seuls 23, 16, 8 et 6 patients
ont réalisé les visites M2, M3, M6 et M12 respectivement. Cette décroissance du nombre de patients
suivis s’explique par la sortie prématurée de I’étude pour la majorité des patients. Parmi les 21 patients
qui sont sortis d’étude avant la fin de la premiére année de suivi, 10 (48%) ont arrété leur traitement
pour cause d’effet indésirable, 7 (33%) ont arrété leur traitement pour cause de rechute ou de
progression, et 4 (19%) sont décédés. La posologie initiale d’idelalisib était de 150 mg BID (n=21, 78%),
100 mg BID (n=5, 18.5%) ou 150 mg une fois par jour (QD) (n=1, 3.5%). Dans la suite de |'étude, certains
patients ont vu leur dose réduite pour cause de toxicité. Au total, 207 concentrations plasmatiques
d’idelalisib ont été obtenues. Les concentrations observées aux différentes visites sont représentées
en Figure 17. A la visite M1, les concentrations observées chez les patients recevant une dose de 100

mg sont similaires a celles des patients recevant 150 mg (p=0.52).
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Table 1 — Caractéristiques des patients idelalisib a I'inclusion (n=26)

Moyenne t écart type

Moyenne t écart type

. [range] . [range]
Caractéristique ou Caractéristique ou
Nombre (%) Nombre (%)
Pathologie
LLC 14 (54%) Hémoglobine (g/dL) 11+2.1[6.8-15.1]
LF 12 (46%)
Sexe
+ + _
Homme 11 (42%) :.7:11::;()chtes TCD4 izzg] +310.8 [68
Femme 15 (58%)
Age (années) 68.5 + 11.7 [37-83.5] (L}’:::qg‘)’cytes TCD8 | 561 + 455.6 [80-2350]

Clairance de la

Taille (cm) 1675104 [146-189] | (20T L | 61156 [1881]
Poids (kg) 73.2 + 14.4 [45-100] ?J"n:::j{‘)e totale 8.6+ 3.8 [3-19]

IMC (kg/m?) 26+43[18.2-346] | GGT (g/L) 8+7[1.8-28.6]

BSA (m?) 1.8+0.2 [1.3-2.2] LDH (UI/L) 236.9 4 77.5 [104-469]
Lymphocytes (G/L) | 39.3+80[0.4-276.9] | ALAT (UI/L) 27 +19.9 [9-110]
Neutrophiles (G/L) | 41+19[05-105] | ASAT (UI/L) 23.9+9.5 [11-45]

Plaquettes (G/L)

121.7 £ 59.9 [17-247]

LLC : leucémie lymphoide chronique, LF : lymphome folliculaire, IMC : indice de masse corporelle, BSA : surface

corporelle, GGT:

Gamma-Glutamyl

transpeptidase,

aminotransférase, ASAT: aspartate aminotransférase

LDH: lactate

déshydrogénase,

ALAT: alanine
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Figure 17 — Concentrations plasmatiques d’idelalisib observées aux différentes visites
Panneau supérieur : visite M1 - cinétique compléte (6 prélevements), panneau inférieur : visites M2 a
M12 — concentrations résiduelles.

Le modele pharmacocinétique de population final est un modele comprenant un compartiment de
dépot et deux compartiments de distribution, avec une élimination linéaire a partir du compartiment
central (CL). Labsorption est caractérisée par un processus d’ordre 1 (k,) qui débute aprés un temps
de latence (ALAG;). Une variabilité interindividuelle a été estimée sur la clairance d’élimination, la
clairance inter-compartimentale (Q), le volume du compartiment central (V,) et le temps de latence.
L’ajout de termes de covariance entre CL, Q et V, n’a pas permis d’améliorer significativement le
modele. En revanche, l'ajout d’'une variabilité inter-occasion sur CL a permis d’améliorer
significativement la qualité du modele. Nous avons également tenté de modéliser une absorption
saturable puisque c’est un phénomene qui a été décrit pour I'idelalisib. En se basant sur les résultats

obtenus par Jin et al. (160), une biodisponibilité relative (F) dépendant de la dose administrée a été

. . \ . . d . -
introduite dans le modeéle avec la relation suivante : F = exp(0g.log (%)) ol By est un coefficient

négatif. Ainsi, la biodisponibilité décroit lorsque la dose augmente et elle vaut 1 a la dose référence de

150 mg. La prise en compte de cette relation a permis d’améliorer significativement le modéle (dOFV=-
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9.6). D’autres facons de modéliser I'absorption saturable ont été testées (absorption de type

Michaelis-Menten, relation F = exp(6r * dose)), mais celles-ci n’ont pas permis d’améliorer

I'ajustement du modele aux données. L’ensemble des covariables présentées dans la Table 1 ont été

testées sur la clairance d’élimination. Aucune covariable n’était associée a une baisse significative de

la fonction objective et de la variabilité interindividuelle. Le modeéle final est donc le modéle de base

n’incluant aucune covariable. La variabilité résiduelle du modéle final était de 17%. Les graphiques

diagnostics et VPC du modele final sont présentés en Figure 18 et Figure 19 respectivement. Les

estimations des parameétres sont données dans la Table 2.

Observations

Conditional weighted residuals

Figure 18 — Graphiques diagnostics du modéle pharmacocinétique de I'idelalisib
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Figure 19 — VPC du modele final de I'idelalisib
Points : observations, surfaces bleues : intervalles a 90% du 5éme et du 95éme percentile des données
simulées, surface orange : intervalle a 90% du 50éme percentile des données simulées, lignes : 5éme,
50éme et 95éme percentile des observations
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Table 2 - Estimations des parameétres pharmacocinétiques de I'idelalisib

Parametre (unité)

Estimation (RSE) [Shrinkage]

ALAG; (h)
WALAG, (CV, %)

0.28 (42%)
143% (47%) [49%]

ka (h71)

0.48 (11%)

CL/F (L/h)
wcr, (CV,%)
10V, (CV,%)

10.6 (10%)
28% (48%) [28%]
39% (11%) [38%]

V2/F (L)
wy, (CV, %)

10.7 (30%)
100% (18%) [13%]

Vs /F (L) 110 (20%)
Q/F (L/h) 8.1 (18%)
wg (CV, %) 56% (40%) [13%]

dose
F = exp(QF.log(lso ))

0y -0.94 (74%)

Variabilité résiduelle

0, (o)
proportionnelle o (CV, %) 17% (8%)

ALAG, : temps de latence, k, : constante d’absorption, F : biodisponiblité, CL/F : clairance apparente, V,/F:
volume apparent du compartiment central, V5/F : volume apparent du compartiment périphérique, Q/F :

clairance intercompartimentale apparente, w : variabilité interindividuelle, IOV : variabilité inter-occasion, o :
variabilité résiduelle, CV: coefficient de variation, RSE: residual standard error

3.4 Discussion

Les données récoltées durant I'étude PK-E3i ont permis de développer un modeéle pharmacocinétique
de l'idelalisib chez des patients atteints de LLC ou de LF. Le modele final comporte deux
compartiments, avec une absorption et une élimination linéaires et un temps de latence précédant
I"absorption. La biodisponibilité décroit lorsque la dose augmente. Cette structure est la méme que
celle obtenue par Jin et al. sur les données des essais cliniques (160). Les estimations que nous avons
obtenues sont proches des valeurs publiées par Jin et al. La clairance estimée dans notre population
est légérement plus faible avec 10.6 L/h versus 14.9 L/h. Comme suggéré par lJin et al., les
concentrations d’idelalisib semblent augmenter de facon non-proportionnelle a la dose. Dans la Figure

17, on peut voir qu’a la visite M1 les concentrations plasmatiques d’idelalisib sont similaires entre les
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patients recevant 100 ou 150 mg. De plus, I'ajout d’une relation entre la dose et la biodisponibilité a
permis d’améliorer le modele. Le coefficient 6 associé a cette relation est estimé a -0.94 dans notre
population versus -0.26 dans la publication de Jin et al. Les concentrations analysées dans leur étude
reposaient sur un large spectre de dose variant de 17 mg a 400 mg, correspondant aux différents
paliers testés durant les études de phases | et Il. Les données analysées ici comportaient seulement 26
patients recevant principalement les doses de 100 mg ou 150 mg, ce qui rend obligatoirement la
caractérisation de 8 moins précise. Cela se reflete d’ailleurs dans la RSE de 74% associée a ce
parametre. Par ailleurs, Jin et al. ont identifié deux covariables influencant la clairance de I'idelalisib.
La premiére n’est pas applicable ici puisqu’il s’agissait de différencier les patients des volontaires sains.
La seconde était I'effet du poids sur la clairance, avec une clairance qui augmente quand le poids
augmente. Néanmoins, méme si |'effet a été retenu dans leur modeéle, les auteurs ont jugé que son
impact sur I'exposition au médicament ne nécessitait pas de recommander un ajustement de la dose
en fonction du poids. Cet effet n’a pas été retrouvé dans notre population. La précision d’estimation
des parametres et I'évaluation de I'effet des covariables ont été fortement impactés par le petit
nombre de patients analysés. En effet I'étude prévoyait au départ d’inclure 57 patients traités par
idelalisib avec un total de 10 prélevements sanguins par patient destinés a I'étude de la
pharmacocinétique. Suite a la mise en évidence du risque important d’infection et de la survenue
d’effets indésirables graves, le recours a la prescription d’idelalisib a fortement diminué, laissant place
a de nouvelles molécules récemment apparues sur le marché et mieux tolérées. Ainsi seulement 27
patients ont été inclus dans I'étude et la majorité d’entre eux en sont sortis prématurément.
Finalement, seulement 207 concentrations au lieu des 570 attendues ont pu étre récoltées pour
I"analyse pharmacocinétique. Néanmoins, le modéle obtenu avec ces données concorde avec celui qui
a été précédemment publié. Les graphiques diagnostics et les VPCs du modeéle sont tres satisfaisants,
et la variabilité résiduelle n’est que de 17%, renforgant la fiabilité du modele. Celui-ci pourra étre utilisé
par la suite pour établir des corrélations entre la pharmacocinétique de l'idelalisib et la survenue

d’effets indésirables graves, et ainsi répondre a I'objectif principal de I'étude PK-E3i.

3.5 Conclusion

Les données de I'étude PK-E3i ont permis de développer un modéle pharmacocinétique de population
de l'idelalisib chez les patients atteints de LLC ou de LF. Méme si le volume de données a analyser était
inférieur a celui prévu dans le protocole de I'étude, le modele obtenu est en concordance avec les
résultats précédemment publiés dans la littérature. Il pourra étre utilisé pour étudier la relation entre

la pharmacocinétique de I'idelalisib et la survenue d’effets indésirables.
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4 Travaux additionnels : Analyse pharmacocinétique des
données de suivi thérapeutique pharmacologique de
méthotrexate pour des protocoles de haute dose en

oncohématologie

4.1 Introduction

Le méthotrexate (MTX) est un antimétabolite antagoniste de I'acide folique. Il s’agit d’un agent
antinéoplasique et immunosuppresseur qui est aujourd’hui utilisé dans le traitement de nombreuses
pathologies. L'aminoptérine, molécule analogue du méthotrexate considérée comme son précurseur,
a d’abord été introduite a la fin des années 40 par Farber et al. qui ont montré son efficacité chez des
enfants atteints de leucémie aigué lymphoblastique (LAL) (216). Développé a la méme période, le MTX
a finalement remplacé I'aminoptérine car il était associé a un risque de toxicité plus faible et était donc
mieux toléré par les patients. Le MTX est largement utilisé depuis les années 50. Il a été approuvé en
oncologie en 1955, et est aujourd’hui indiqué dans le traitement de différents cancers solides,
leucémies et lymphomes. Il est également indiqué en dermatologie pour le traitement du psoriasis
depuis 1972. Enfin, il est utilisé en rhumatologie depuis 1988, principalement pour le traitement de la

polyarthrite rhumatoide et I'arthrite juvénile idiopathique (217).

Le MTX est associé a différents mécanismes d’action le rendant efficace en tant que chimiothérapie
mais aussi en tant qu’immunosuppresseur. C'est avant tout un antagoniste de I’acide folique. Son
mécanisme d’action principal est I'inhibition compétitive de la dihydrofolate réductase (218). Cette
enzyme est responsable de la réduction l'acide dihydrofolique en différents acides tétrahydrofoliques.
Cette étape est nécessaire a la synthése des nucléotides qui forment I’ADN et I’ARN (Figure 20). C’'est
cette action cytotoxique qui permet au MTX d’étre efficace dans le traitement du cancer. Dans le cas
de la polyarthrite rhumatoide, I'efficacité du MTX semble étre liée a I'inhibition d’une autre enzyme,

I’AICAR transformylase, qui entraine une accumulation d’adénosine qui a un effet anti-inflammatoire.
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Figure 20 — Mécanisme d’action principal du méthotrexate et stratégies de secours en cas
d’élimination retardée
D’apres Howard et al. (219) DAMPA : 4-deoxy-4-amino-N-10-methylpteroic acid, DHFR : dihydrofolate
reductase, dUMP : deoxyuridine monophosphate, FH2 : dihydrofolate, FH4 : tetrahydrofolate, LV :
leucovorin, MTX : methotrexate, RFC : reduced folate carrier, TMP : thymidine monophosphate

Le MTX est aujourd’hui commercialisé par plusieurs laboratoires, sous différents noms et formulations.
Ainsi, plusieurs modes d’administration sont possibles, par voie orale ou par voie injectable
(intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanée). La posologie dépend évidemment de la formulation
et de la pathologie traitée. La biodisponibilité du MTX par voie orale est trés variable, Inoue et al.
rapportent les valeurs de 64% a 90%, avec une forte variabilité interindividuelle observée (220). Elle
diminue lorsque la dose augmente, suggérant une saturation du processus d’absorption. Une partie
du MTX est métabolisée par le foie, son principal métabolite est le 7-hydroxyméthotrexate. Le MTX se
fixe aux protéines plasmatiques a hauteur de 50% environ. Il est principalement éliminé par voie

rénale, par filtration glomérulaire et sécrétion tubulaire. Sa demi-vie varie entre 4.5 a 10 heures (221).

La prise de MTX est associée a la survenue de différents effets indésirables. D’aprés les RCPs des

différents médicaments contenant du MTX, les effets indésirables les plus fréquents sont des
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affections gastro-intestinales (nausées, vomissements, perte d’appétit) et une hépatotoxicité, avec
élévation des taux d’enzymes hépatiques. Les autres effets indésirables incluent la myélosuppression,
des infections, des affections respiratoires et du systeme nerveux. Pour certaines pathologies comme
I'ostéosarcome, la LAL et certains lymphomes, le MTX est administré a haute dose. Différents
protocoles existent avec des doses variant de 1 g/m? a 8 g/m?, administrées par voie intraveineuse. Les
patients traités a haute dose ont un risque important de développer des toxicités. En particulier, il est
courant que ces patients développent une insuffisance rénale aigué (IRA). D’apres Howard et al., 2% a
12% des patients seraient touchés (219). Cet effet indésirable est d( a la précipitation du MTX et de
ses métabolites au niveau des tubules rénaux (néphropathie cristalline). Lorsque le MTX est administré
a haute dose, deux procédures préventives sont effectuées pour éviter au maximum cette
précipitation : I’hyperhydratation, et I'alcalinisation des urines permettent d’augmenter le débit
urinaire et d’avoir un pH plus élevé, et donc plus favorable a la solubilisation du MTX. Il a été montré
gu’une forte concentration plasmatique de MTX était associée a un risque élevé d’IRA (219). Cette
relation est réciproque puisque lorsque la fonction rénale est altérée, I'élimination du MTX est réduite.
L'accumulation de MTX peut entrainer d’autres formes de toxicité telles que celles citées ci-dessus.
Pour anticiper la survenue de toxicités graves, on réalise un suivi thérapeutique pharmacologique. Le
STP permet de surveiller les concentrations plasmatiques de MTX au cours du temps et d’intervenir en
cas de concentration trop élevée. L’administration de leucovorine, un médicament qui agit de la méme
facon que I'acide folique, peut étre utilisée pour freiner les effets toxiques du MTX. Néanmoins, il ne
doit pas étre administré trop t6t au risque de diminuer I'efficacité de ce dernier. En cas de toxicité
importante, le patient peut également recevoir du glucarpidase. Ce médicament a pour effet de cliver
le MTX en deux métabolites non toxiques, ce qui permet de réduire rapidement la concentration
plasmatique de MTX. Les mécanismes d’action de la leucovorine et du glucarpidase sont illustrés dans

la Figure 20.

Les concentrations plasmatiques de MTX des patients traités a haute dose sont dosées
quotidiennement au laboratoire de pharmacologie dans le cadre du STP. L’objectif de ces travaux était
d’analyser ces données de routine hospitaliere afin d’étudier la relation entre concentration
plasmatique et survenue de toxicité rénale chez des patients traités en oncohématologie pour une LAL
ou un lymphome. Nous nous sommes aussi intéressés plus en détail aux patients présentant un

surpoids, puisque la dose de MTX est calculée sur la base de la surface corporelle.
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4.2 Article n°3

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans le journal Therapeutic Drug Monitoring en

septembre 2020 (222).
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Abstract

Background: High-dose methotrexate (HDMTX) is used for treating several types of cancer. However,
it is associated with a high risk of acute kidney injury (AKI), especially in patients with high MTX
concentrations. Although therapeutic drug monitoring (TDM) is performed to monitor MTX
concentrations, it is unclear what concentration should be considered critical, thus requiring rescue

protocols to prevent nephrotoxicity.

Methods: Patients treated with HDMTX for lymphoma or acute lymphoblastic leukemia and those
benefited from TDM were included. The relationship between MTX concentrations and the presence
or absence of AKI was assessed. MTX concentrations were analyzed using a population
pharmacokinetic approach. Specific attention was given to morphological covariates as MTX doses are

individualized according to body surface area (BSA).

Results: In total, 328 patients and 657 cycles of treatment were analyzed. Higher MTX concentrations
were observed in the AKI+ group. For cycle 1, all patients showing an MTX concentration >6 uM at 36
h or >2 uM at 48 h post-infusion developed nephrotoxicity. The final pharmacokinetic model had two
compartments and included the effect of age on clearance (CL) and of body weight on peripheral
distribution volume. None of the morphological covariates tested on CL led to significant improvement
in the model. Higher MTX concentrations were observed in patients with extreme BSA values (= 2 m?)
or body mass index (BMIs) (> 25 kg/m?). Patients with AKI who received at least one cycle had higher
BSA and BMI.

Conclusion: The results from this study provide additional information on the relationship between
MTX concentration and nephrotoxicity. Patients with a plasma MTX concentration > 6 uM at 36 h were
more likely to manifest AKI. Additionally, the results suggest that overweight patients have a high AKI

risk and that BSA-based adjustment of MTX dose is not appropriate.

Keywords

High-dose methotrexate; therapeutic drug monitoring; acute kidney injury; body surface area; dose

individualization
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1 Introduction

High-dose methotrexate (HDMTX), defined as a dose > 1 g/m?, represents one aspect of treatment for
various types of cancer, such as osteosarcoma,! non-Hodgkin’s lymphoma (NHL),>2 and acute
lymphoblastic leukemia (ALL).>* In particular, HDMTX is used to prevent and treat primary or
secondary localizations of lymphoid malignancies in the central nervous system, with doses ranging
from 1 to 8 g/m? according to various protocols.>” HDMTX is associated with a high risk of toxicity,
including nephrotoxicity, with 2 to 12% of adult patients experiencing acute kidney injury (AKI)
following HDMTX administration.® Acute HDMTX nephrotoxicity is associated with early decline in
glomerular filtration rate (GFR) that further decreases MTX elimination, since MTX is primarily
eliminated unchanged by renal excretion. Prolonged exposure to high concentrations of MTX can be
life-threatening. Supportive care is therefore needed before, during, and after HDMTX infusion. Since
pH-dependent precipitation in urine in the renal tubules is a key mechanism explaining AKI, fluid
hydration and urine alkalinization are used to increase MTX solubility in urine to prevent this particular
toxicity.? Leucovorin (folinic acid) is also administered with HDMTX to prevent systemic toxicity, such
as myelosuppression, since its tetrahydrofolate active metabolite can reverse the cellular effects of
MTX. It is administered as a rescue protocol, usually not until 24 h to 36 h after beginning MTX infusion
to avoid a loss of efficacy. Since the interaction between MTX and leucovorin is competitive, the dosing
of latter must be adapted according to observed MTX concentrations. Hence, therapeutic drug
monitoring (TDM) is routinely performed to measure MTX plasma concentrations following HDMTX
infusion.'® In cases of AKI and/or great delay in MTX elimination, leucovorin rescue is not sufficient,
and glucarpidase (Voraxaze) can be administered to prevent long-term systemic toxicity. Glucarpidase
is an enzyme that quickly inactivates MTX by hydrolyzing the glutamate moiety into two nontoxic
metabolites and resulting in a > 97% decrease in MTX serum concentration.!! As reported in the FDA
Summary of Product Characteristics [FDA v 2019], glucarpidase is indicated for the treatment of toxic
MTX plasma concentration (> 1 uM) in patients with delayed MTX clearance (CL) due to impaired renal
function. It is not indicated in patients who exhibit the expected CL of methotrexate. This imprecise
recommendation thus raises the obvious question regarding the MTX plasma concentration that
should be considered as critical for toxicity in clinical practice. Since MTX-induced nephrotoxicity
correlates with MTX CL,*2 doses of MTX should be adapted according to the factors that influence MTX
CL. Similar to many other cytotoxic agents, MTX doses are calculated according to the patient’s body
surface area (BSA). When calculating dosage for overweight or obese patients, current practice
includes limiting BSA to 2 m? and considering the body weight.® Yet, this practice is questioned since
some oncology guidelines recommend considering actual body weight and not limiting BSA to 2 m2.24

However, this is less clear for hematologic malignancies.>!® In this study, we retrospectively analyzed
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the pharmacokinetic (PK) data (i.e., plasma MTX concentrations versus time) for TDM performed in
clinical practice in patients treated with HDMTX for lymphoid malignancies, including those with post-
treatment nephrotoxicity. The main objective was to further identify the effect of early MTX
concentration on MTX nephrotoxicity. PK data were also analyzed (according to a population PK
approach) to identify factors correlated with PK parameters, and thereby influencing MTX
concentrations. The morphological characteristics were given particular consideration since HDMTX

doses are individualized according to BSA.

2 Patients and Methods

Patients and treatment

This was a single-center retrospective study conducted in compliance with ethical standards.. Basd on
the electronic database, we identified patients treated with HDMTX for whom MTX TDM data were
available. All patients were treated at the Institut Universtaire du Cancer Toulouse-Oncopole for ALL
or NHL, from January 2012 to September 2018. MTX infusion schedules and clinical outcomes were
recovered from patients’ electronic data files. Patient characteristics (morphologic, biologic, and
demographic) were recorded before MTX infusion for all cycles of treatment. Of note, for all patients,
GFRs before the first cycle of treatment ranged from 36 to 172 mL/min/1.73 m? (ranged from 33 to
185 mL/min), with 96% of them having GFR > 60 mL/min/1.73 m?2.

MTX dose schedules and therapeutic drug monitoring

Administered MTX doses ranged from 1 to 8 g/m? (median 3 g/m?). For 75% of the treatment cycles,
patients had short infusions, ranging from 0.5 to 4 h; while the remaining 25% patients had long
infusions, ranging from 22 to 36 h. In 5% of the treatment cycles, patients first received a loading MTX
dose corresponding to a 1-to-3-h infusion, containing 10% of the dose, followed by a longer infusion
with the remaining 90% dose. TDM was systematically implemented to record MTX plasma
concentrations with blood sampling at 36 h and 48 h after the start of infusion. This was then continued
every 24 h until the concentration reached below the target level (0.2 uM), at which leucovorin rescue

could be discontinued.

Renal toxicity

AKI was defined as an increase of more than 50% in serum creatinine concentration within 7 days
following MTX infusion, according to Common Terminology Criteria for Adverse Events version 5.0

(https://ctep.cancer.gov/protocolDevelopment/electronic_applications/docs/CTCAE_v5_Quick_Refe
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rence_5x7.pdf). Patients were divided into two groups depending on the presence or absence of AKI:

AKI+ and AKI- groups. Comparison of baseline characteristics between the two groups is presented in

Table 1.

Table 1. Patient characteristics by toxicity observed during cycle 1 (n = 313, data for 15 patients not
included owing to missing toxicity information)

Characteristic

Continuous: mean * standard error [range]

Categorical: number (%)

AKI+ patients (n = 50)

AKI- patients (n = 263)

Age (years)

Sex
Male
Female
Disease
NHL
ALL

Body weight (kg)
Height (cm)

BSA (m?)

BMI (kg/m?)

Lean body mass (kg)
Ideal body weight (kg)
eGFR (mL/min)
Serum creatinine (umol/L)
Plasma protein (g/L)
Albumin (g/L)

AST (UI/L)

ALT (UI/L)
YGT (g/L)

Total bilirubin (umol/L)

53.4+16.7 [19.8-77.6]

26 (52%)
24 (48%)

31 (62%)
19 (38%)

72.4 + 13.4 [43-101]

170.5 + 9.1 [155-194]
1.8+0.2[1.4-2.2]
24.8+3.6[16.4-32.1]

53.6 + 9.5 [35.6-73]

63.7 + 7.8 [52.5-83]

107.7 + 23.5 [42.5-165.8]
63.9+17.1[27-121]

56.9 + 6.4 [41-70]

30.2 £ 4.3 [16-39] (Missing: 10)
41.8 +31.2 [10-144] (Missing: 1)

28.2 +16.1 [10-85] (Missing: 1)
95.7 £ 93.3 [14-395] (Missing: 1)

15.5 £ 60.9 [1-436]

49.8 +17.1[17.8-83.6]

154 (58.6%)
109 (44.4%)

200 (76%)
63 (24%)

70.2 +15.5 [41-136]

170.4 + 9.5 [147-191]

1.8+0.2 [1.4-2.5]
24.1+4.8[15.8-46.7]

52.6 + 9.6 [33.8-83.5]

64.0 + 7.9 [48.5-80.8]

106.3 + 24.3 [33-185.3]

67.9 + 18.3 [23-166]

58.3 + 6.5 [28-89] (Missing: 11)
31.7 £ 5.2 [14-59] (Missing: 61)
36.7 + 28.6 [8-210] (Missing: 16)

28.6 + 20.1 [7-164] (Missing: 15)

78.8 + 82.4 [15-573] (Missing:
15)

7.2 £12.3 [1-162] (Missing: 15)

AKI: acute kidney injury, NHL: non-Hodgkin's lymphoma, ALL: acute lymphoblastic leukemia, BSA: body surface
area, BMI: body mass index, eGFR: estimated GFR according to CKD-EPI formula corrected by individual BSA, AST:
aspartate aminotransferase, ALT: alanine aminotransferase, yGT: gamma glutamyl transferase total
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MTX plasma concentrations

Sampling times ranged from 10 to 278 h after the beginning of the infusion. Blood samples were
collected and the tubes were centrifuged at 1500 xg at 20 °C for 10 min and stored at 4 °C. MTX plasma
concentrations were determined by homogeneous enzyme immunoassay (ARK Methotrexate Assay,
Fremont, CA, USA) with an automated clinical chemistry analyzer (EXL2 Siemens, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc, Saint-Denis, France), until November 2017. Subsequently, MTX concentrations were
determined by ultra-performance liquid chromatography in tandem with mass spectrometry (Waters,
Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The lower limit of quantification (LLOQ) of the drug using both the
methods was 0.05 uM. A cross-validation of the methods was performed using samples from 25
patient (range of MTX concentrations: 0.07 — 26.2 uM). There was no significant bias between the two

methods, with an excellent correlation between the paired values (correlation coefficient > 0.98).

Relationship between MTX concentrations and AKI

A descriptive statistical analysis was performed to compare MTX plasma concentrations between AKI+
and AKI- patients. In particular, the concentrations observed around 36 h (34 hto 38 h) and 48 h (46 h
to 50 h) after the start of infusion were compared for statistical significance for the first cycle of
treatment, using the Wilcoxon test. Additionally, a receiver operating characteristic (ROC) analysis was
performed with the data from the first cycle to assess whether the concentrations at 36 h or 48 h could
predict AKI. Area under the ROC curve (AUC) was calculated and a cut-off concentration value,
reflecting the maximum combination of sensitivity and specificity, was determined. The lowest

concentration associated with a specificity of 100% was also determined.

Population pharmacokinetic analysis

MTX concentrations were analyzed using a population PK approach. The MTX concentrations following
administration of glucarpidase were not included. For concentrations under the LLOQ, the first
measurement was set to LLOQ/2 = 0.025 uM, with the following measurements being treated as
missing values. Several structural models were investigated (1-3 compartments, linear or Michaelis-
Menten elimination). Inter-individual variability was tested for all PK parameters as an exponential
model. Inter-occasion variability was assessed for all PK parameters. Each occasion k (k = 1,.., N) was
associated with a variability 7;. All 17y ; followed the same normal distribution N(0, w,..). Each
characteristic listed in Table 1 was tested in the model as a potential covariate. In particular, the impact
of morphological and biological covariates on PK parameters was explored. Continuous covariates
were modeled as an allometric function, while categorical covariates were added to the model in a

multiplicative form. Covariates were first tested individually in a univariate analysis. Covariates
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associated with a decrease in objective function value (OFV) > 3.84 (x* test, df = 1, p < 0.05) and a
significant decrease in inter-individual variability were selected for multivariate analysis. All significant
covariates were included in the model and removed one by one. If removal of a covariate was
associated with an increase in OFV > 6.6 (x? test, df=1, p < 0.01), the covariate was retained in the
model, else it was definitively removed. This process was continued until only significant covariates
were left in the model. For covariates with a high number of missing values, it was decided to remove
patients with missing values to allow quantification of the covariate effect. Model selection and
evaluation was based on OFV, goodness-of-fit plots, residual variability, and relative standard errors.
Model development was performed with NONMEM version 7.4.1 (ICON Development Solutions,

Ellicott City, MD, USA), using the first order conditional estimation with interaction estimation method.

Impact of morphological characteristics

The impact of morphological characteristics was further explored. Patients were divided into two
groups according to their BSA (< 2 m? or > 2 m?), and then into three groups according to body mass
index (BMI) (< 18 kg/m?, > 25 kg/m?or in-between). A descriptive statistical analysis was performed to
compare MTX plasma concentrations normalized by dose (in mg/m?) among the morphological
subgroups. They were then statistically compared during the first cycle of treatment, using the
Wilcoxon test. In addition, BSA and BMI distribution, according to AKl+/- group, were evaluated to
assess the relationship between obesity and nephrotoxicity. Finally, several morphological covariates
were tested in the final PK model to determine whether they could explain the remaining inter-
individual variability on MTX elimination CL. The covariates included body weight (BW), BMI, BSA, ideal
bodyweight (IBW), BSA calculated using IBW, and mean value between BW and IBW.

3 Results

3.1 Data

Data from 328 patients who were treated with HDMTX and benefited from TDM were available for
analysis. Of these, 84 were treated for ALL and 244 for NHL. A total of 657 cycles of treatment were
available for patients having 1 to 8 cycles of treatment (median: 2 cycles). Patients’ characteristics

during cycle 1 are summarized in Table 1.

3.2 Renal toxicity
Toxicity information was recovered for 622 cycles of treatment. Of these, 96 (15%) were associated
with AKI. Figure 1a presents all the MTX concentrations observed over time, based on the type of

toxicity. At 36 h after the start of the infusion, mean observed concentration was 3.3 uM in the AKI+
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group versus 0.7 uM for the AKI- patients and at 48 h, the observed concentrations were 4.5 uM and
0.4 uM, respectively. The same difference was observed for the first cycle of treatment (Figure 1b).
The mean 36-h concentration was 4.3 uM and 0.7 uM in the AKI+ and AKI- groups, respectively (p =
0.002). At 48 h, the concentrations were 6.0 uM and 0.4 uM, respectively (p =0.0002). The ROC analysis
using first cycle 36-h concentrations led to an optimal cut-off value (maximum sensitivity and
specificity combination) of 1.1 uM with 83% specificity, 57% sensitivity, and a ROC AUC of 0.71, which
was significantly different from 0.5 (95% confidence interval [0.57-0.86]). A specificity of 100% was
obtained at a concentration of 5.7 uM at 36 h. At 48 h, the optimal cut-off value was 0.75 uM with 90%
specificity, 69% sensitivity, and a ROC AUC of 0.83 [0.67-0.99]. A specificity of 100% was obtained at
1.8 uM. However, the ROC curve for the concentration at 48 h was not statistically better than for the
concentration at 36 h (p = 0.29). There was no significant association between AKI and the
administration of a loading dose (yes vs. no), and between AKI and the duration of the perfusion (short
vs. long) (x*test, p=0.11 and p = 0.14, respectively). By analyzing the data from 132 patients for whom
a complete record of MTX treatment cycles was available, no statistical difference was observed for
both the number of cycles (2.7 vs. 2.0, p = 0.06) and the cumulative dose (13217 mg vs. 9867 mg, p =

0.18) for patients with or without toxicity, respectively.
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Figure 1 — MTX plasma concentrations versus time per group of toxicity for (a) all cycles of treatment
and (b) first cycle of treatment

3.3 Population pharmacokinetic model

Atotal of 1179 MTX concentrations were available for the population PK model development. The final
base model was a 2-compartment model, with linear elimination from the central compartment. To
overcome the lack of observed concentrations at early time points (< 24 h), the intercompartmental
CL was fixed to 0.15 L/h, as reported by Faltaos et al.l” Inter-individual variability was estimated for CL
and peripheral volume of distribution (V2). Inter-individual variability for central volume of distribution
(V1) and intercompartmental clearance (Q) could not be estimated. Additional estimation of inter-
occasion variability for CL was found to significantly improve model predictions (difference in OFV = -
379 points, when considering six distinct occasions, one for each of the first six cycles and cycles > 6
taken together with the 6™ cycle). Characteristics listed in Table 1 were tested as covariates in the

model. The final model included the effect of age on CL and the effect of BW on V2. The infusion
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duration (short vs. long) did not influence the PK parameters. The final parameter estimates are shown

in Table 2.

Table 2. Parameter estimates for population pharmacokinetic model of methotrexate

Parameters (unit) Estimation (RSE, %)
CL = TVCL+ (Ag e)eAge
50
TVCL (L.hY) 8.3 (5%)
wCL (CV, %) 23% (11%)
IOV CL (CV, %) 22% (7%)
Bage: Age on CL -0.317 (14%)
V1 (L) 27.4 (10%)
Q(L.h?) 0.15 fixed

0w
V2= TVV2 ( )
*\70

TWV2 (L) 3.1 (6%)
wV2 (CV, %) 38% (8%)
Ogy: BW on V2 0.453 (42%)
Proportional residual variability o (CV, %) 34% (9%)

TV: typical value, w: inter-individual variability, 10V: inter-occasion variability, CV: coefficient of variation, RSE:
relative standard error, BW: body weight, CL: clearance, V1: central volume of distribution, V2: peripheral volume
of distribution, Q: inter-compartmental clearance (fixed from Faltaos et al.’)

3.4 Impact of morphological characteristics

The relationship between MTX PK and morphology was further explored. The MTX concentrations,
normalized by dose (expressed in mg/m?) for each group of BSA or BMI, are presented in Figure 2. For
cycle 1, patients with BMI > 25 kg/m? or BSA > 2 m? had significantly higher ratios of MTX
concentrations per dose (p = 5.10* and p = 0.02, respectively). Additionally, for cycle 1, the median
BMI and median BSA were 1.07- and 1.02-fold higher, respectively, in the AKI+ group; however, this
difference was not statistically significant (p = 0.08 and p = 0.3, respectively). When considering all the
cycles of treatment, patients who had at least one cycle with AKI had 1.09-fold higher median BMI and
1.06-fold higher median BSA (p=0.001 and p=0.003, respectively).
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Figure 2 — MTX concentrations normalized by dose, per group of Body Surface Area (a) and Body
Mass Index (b) for all cycles of treatment

In the PK model, no association was observed between posthoc MTX elimination CL and BSA (Figure
3). In addition, several morphological parameters (BW, BMI, BSA, IBW, BSA calculated on IBW, mean
value between BW and IBW) were included for CL in the final model to test whether they could explain
the remaining inter-individual variability. All covariates led to a drop in OFV lower than 3.84, confirming

the lack of correlation between morphological parameters and MTX PK.
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Figure 3 — Posthoc MTX clearance of elimination versus Body Surface Area

4 Discussion

The results from this study confirm that elevated MTX concentrations are associated with a risk of
nephrotoxicity. Additionally, since morphological characteristics do not influence MTX PK, individual

dosing based on BSA should be revised to better manage the risk of toxicity.

We observed at least one case of nephrotoxicity in 13.4% and 23.2% of NHL and ALL patients,
respectively. The current ALL protocols are focused of pediatric populations.!® To our knowledge, no
study has been published on AKI incidence in adults with ALL. May et al. observed AKI in nearly 9% of
NHL patients,’®?° but a higher incidence of 14% has been reported in patients with altered
performance status treated with polychemotherapy for primary central nervous system NHL.2* The
patients in this study were not selected according to their performance status, and most of them were
treated with MTX as a combination regimen, which may explain the relatively high incidence of AKI

observed.

Patients with nephrotoxicity had significantly higher plasma MTX concentrations than those without
toxicity. Although our data do not allow defining accurate cut-off values, the level of 0.75 uM as
determined using ROC analysis (for concentrations at 48 h) was consistent with the 0.5- to 1-uM level,
which was proposed as the limit when considering a patient at risk for nephrotoxicity.?>?3 However, as
MTX is mainly eliminated via the renal route, the relationship between MTX plasma concentration and

nephrotoxicity risk is likely to be reciprocal; moreover, it is necessary to consider that nephrotoxicity
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is followed by decreased MTX CL and then higher plasma concentrations. In our study, this was
illustrated by the increasing trend in the mean observed MTX concentrations from 36 h to 48 h in
patients who developed AKI. We also identified that during cycle 1, all patients who had MTX
concentrations > 6 uM and > 2 uM at 36 h and 48 h, respectively, after the start of infusion, developed
nephrotoxicity. Thus, we can conclude that patients with MTX concentrations above these thresholds
present a higher risk for toxicity. These observations may be useful when prescribing glucarpidase,
despite the fact that a part of the correlation was attributed to the effect of renal function on MTX
concentrations. MTX TDM should be considered as a complementary and early sign of nephrotoxicity.
Our results offer valuable information regarding the current recommendations for glucarpidase
prescription. They suggest restraining the indications stated in the Voraxaze package insert, i.e.,
concentrations > 1 uM. These concentrations are expected to be used for all patients treated with
HDMTYX, invalidating the recommendation with no specification of the time frame. To compensate for
this lack of useful indication, several groups have proposed more accurate recommendations, and
guidelines have been defined by an international group of experts.!?> These recommendations are
based on the increase in serum creatinine (Scr) level from the baseline level and MTX plasma
concentrations: e.g., for 1-8 g/m? MTX infused over 24-42 h or 8-12 g/m? infused over < 6 h, 48 h MTX
threshold concentration is 5 uM. A health committee of the Center Region of France has proposed
considering 48 h MTX concentrations: glucarpidase should be administered if MTX concentration is >
3 uM and if there is a > 50% increase in Scr level or if MTX concentration is > 10 uM, even without any
change in Scr level.?* Our results also suggest that the use of glucarpidase should be considered if the
48 h MTX concentration is > 2 uM after a 1-8 g/m? infusion (previously administered as infusion over
< 6 h). The cut-off values identified in this study (i.e., 6 uM and 2 uM at 36 h and 48 h, respectively)
were lower than those proposed by Ramsey et al.'? This may be attributed to the fact that the
consensus guidelines proposed by Ramsey et al were mostly based on pediatric data, whereas our
study was based on adult data. It is well known that HDMTX-induced AKI risk is higher in adults than in
children.?® Moreover, our observed concentrations were associated with an increased risk for AKI,
suggesting that the use of glucarpidase could be warranted but might not definitively support its
compulsory indication. Thus, further investigations are required to determine MTX concentrations

predictive of life-threatening toxicity in adults.

Another main finding of this retrospective analysis of HDMTX TDM data is the poor rationale used in
calculating individual dose according to patient BSA. The covariate analysis allowed us to identify age
as the main characteristic that correlated with MTX CL. It should be noted that this model was
developed for adult patients and that the relationship between CL and age cannot be used to

extrapolate MTX CL in pediatric populations. Scr level and the ratio of body weight/Scr level were
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significant covariates in univariate analysis but not in the intermediate model, including all significant
covariates. The latter may be explained by the fact that patients with severely impaired renal function
cannot continue this treatment. MTX CL did not correlate with any of the morphologic characteristics.
Consecutively, as shown in Figure 2, higher plasma MTX concentrations (normalized by dose) were
observed in patients with BSA > 2 m2. Moreover, obesity may be considered an aggravating factor.
Patients with BMI > 25 kg/m? had higher MTX concentrations (normalized by dose), and BSA and BMI
were higher in patients with AKl who received at least one cycle. None of the morphological covariates
tested for CL led to a significant reduction in OFV. Volume of distribution was directly correlated with
BW, implying that higher the BW, longer was the MTX half-life. As prolonged exposure to MTX is also
a cause of nephrotoxicity, we may conclude from the current data that the calculation of HDMTX
according to BSA is associated with higher and longer MTX exposure and thus with a higher risk of
toxicity. One limitation of our study is that it was based on retrospective and sparse data. However, as
the typical values of the PK parameters (all estimated, except Q) obtained were consistent with those

published in prospective clinical trials, we can consider our model to be reliable.}’2

In oncology practice, ASCO guidelines recommend using actual body weight-based chemotherapy
dosage without limiting BSA to 2 m2.2* Our results contradict this guideline that is of particular concern
in hematologic malignancies. As high-dose chemotherapy can be associated with irreversible toxicities,
it is recommended to use ideal estimated BW to adapt doses for some intensification regimens in
obese patients.’® Results from the French ALL study GRAALL-2014% are in line with the ASCO guidelines
for all chemotherapy regimens. However, in its earlier release, the trial suggested limiting BSA for MTX
dose adjustment in obese patients. In our study, the dose of MTX was calculated according to the
actual BSA of patients, and there was no dose adjustment in either obese patients or patients with BSA
> 2 m2. According to our results, reintroducing the practice of limiting BSA to 2 m? should theoretically
be recommended when calculating MTX dose. Moreover, rather than using BSA, the first dose of MTX
could be fixed at a median level, with subsequent doses adapted based on individual PK parameters
observed in the previous cycle. This approach to PK-guided infusion rate individualization in children

treated with MTX for ALL has led to a reduction in overdosing and toxicity.?®

5 Conclusion

We present a retrospective analysis of TDM of HDMTX plasma concentrations in patients with
lymphoma and ALL. Our study provides additional information when to considering the eligibility of a
patient for glucarpidase rescue. Patients showing plasma MTX concentrations > 6 uM at 36 h and 2 uM

at 48 h are more likely to develop nephrotoxicity. The correlation between MTX concentrations and
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morphological characteristics was explored using a population PK model. Higher MTX concentration
per dose ratios were observed in patients with high BSA or BMI. Our results suggest that BSA-based

adjustment of MTX dose a priori is not appropriate.
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4.3 Discussion

Ces travaux additionnels consistaient en I'analyse de données pharmacocinétiques de MTX chez des
patients d’oncohématologie. Ces données sont celles du suivi thérapeutique pharmacologique de ces
patients, traités a haute dose de MTX pour une LAL ou un LNH. Le STP est un outil précieux pour
I'individualisation des doses de médicament et de la prise en charge. L'idée du STP est de surveiller les
concentrations plasmatiques pendant un traitement pour éviter le sous-dosage et le surdosage des
patients, qui pourraient respectivement étre associés a une perte d’efficacité et au développement de
toxicités. Dans les années 60, on a commencé a surveiller les concentrations plasmatiques pour
quelques médicaments a la marge thérapeutique étroite tels que le lithium, la digoxine, le phénytoine,
le phénobarbital, la theophylline, et les aminoglycosides. D’autres ont rapidement suivi : la
vancomycine, la carbamazépine, la cyclosporine et le tacrolimus (223). Le STP est aujourd’hui utilisé
avec succes dans différents domaines thérapeutiques. Il s’avere efficace et nécessaire si les conditions
suivantes sont réunies : le médicament a une marge thérapeutique étroite, les concentrations
plasmatiques présentent une variabilité interindividuelle importante et une variabilité intra-
individuelle limitée, il existe une relation entre les concentrations plasmatiques ou |’exposition et la
pharmacodynamie (critere d’efficacité ou de toxicité), il n’existe pas d’autre marqueur qui soit une
meilleure alternative que le TDM et la durée du traitement est suffisante, avec de possibles
conséquences cliniques justifiant I'ajustement de la dose (223,224). Dans les années 70, Lewis Sheiner
introduit les principes de la pharmacométrie, avec I'idée qu’elle devrait servir d’outil pour le STP (225).
En effet, les approches PK et PK-PD de population peuvent étre utilisées pour analyser les
concentrations obtenues par le STP des patients. Elles peuvent par exemple permettre de reconstituer
le profil pharmacocinétique complet d’un patient a partir d’'une concentration résiduelle, de prédire la
dose adéquate pour ce patient, ou encore de simuler le résultat de potentiels changements de

posologie.

Dans le cas présent, le STP permet principalement de détecter les patients présentant de fortes
concentrations plasmatiques de MTX et ayant donc un risque élevé de développer des toxicités liées a
ce médicament. Le niveau de concentration plasmatique de MTX et la créatininémie sont les deux
indicateurs principaux qui permettent de décider si le patient devrait recevoir ou non un traitement
antidotique par glucarpidase (226). Le glucarpidase permet de réduire rapidement la concentration du
MTX et ainsi d’éviter le développement de toxicités a long terme (227). Néanmoins, les conditions de
son utilisation restent hétérogénes entre les différentes institutions, méme si certains groupes
d’experts ont proposé des guidelines pour son utilisation (226). Dans ce travail, nous avons mis en

évidence des niveaux de concentration plasmatique de MTX au-dessus desquels les patients seraient
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extrémement a risque de développer une IRA : 6 UM a 36 heures aprés le début de la perfusion et 2
UM a 48 heures apres le début de la perfusion. Ces résultats présentent une indication supplémentaire
pour la décision de I'utilisation du glucarpidase. La question de I'utilisation de ce dernier est également
importante d’'un point de vue économique puisque le glucarpidase est un médicament
particulierement onéreux (228). C'est pourquoi, il est important de définir les conditions dans

lesquelles son utilisation est nécessaire.

Dans cette analyse, nous avons également voulu nous attarder plus en détail sur les concentrations
observées et les cas de développements d’IRA chez les patients présentant un surpoids. Il s’agissait de
patients ayant une surface corporelle (BSA) de plus de 2 m? ou un IMC de plus de 25 kg/m?. La pratique
actuelle consiste a calculer la dose de MTX en se basant sur la BSA (229). Néanmoins, pour les patients
ayant une BSA supérieure a 2 m?, il est possible d’utiliser la valeur limite de 2 m? et non leur véritable
BSA, et de prendre en compte leur poids, pour éviter les surdosages (230). Dans notre analyse, nous
avons trouvé que les patients en surpoids présentaient des concentrations (normalisées par la dose)
significativement plus élevées, et que la BSA et I'lMC moyens étaient significativement plus élevés chez
les patients ayant eu au moins un cycle avec une IRA. De plus, la clairance du MTX n’était corrélée avec
aucune des covariables morphologiques testées. Historiquement, la dose de nombreux cytotoxiques
est calculée a partir de la BSA (231), et cette pratique a également été adoptée pour le MTX.
Néanmoins, nos résultats semblent suggérer que ce calcul n’est pas adapté pour les hautes doses de
MTX, et que les patients en surpoids présentent un risque accru de surdosage. Il pourrait étre plus
pertinent d’adapter la dose a chaque cycle de traitement en se basant sur la pharmacocinétique du

cycle précédent.

Pour conclure, nous avons analysé les concentrations plasmatiques de MTX pour des patients traités
a haute dose en oncohématologie. Nous avons mis en évidence des niveaux de concentration associés
a un risque élevé de développer une IRA. Nos résultats suggerent que le calcul de la dose basé sur la

BSA n’est pas adapté, et qu’il faudrait envisager de la calculer a partir de données pharmacocinétiques.
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Conclusion générale et perspectives

Ces travaux de these s’intéressaient a la pharmacocinétique de deux médicaments inhibiteurs de
kinases, I'ibrutinib et I'idelalisib, tous deux indiqués dans le traitement de plusieurs hémopathies
malignes dont la LLC. Les analyses conduites reposaient sur les données obtenues dans I'étude clinique
en vie réelle PK-E3i. Cette étude a permis le suivi de patients traités par ibrutinib ou idelalisib pour une

LLC, un LCM, une MW ou un LF pour une durée allant jusqu’a deux ans.

La partie principale de ce travail reposait sur I'étude de l'ibrutinib, un médicament récemment
approuvé pour le traitement de plusieurs hémopathies malignes. L'arrivée sur le marché de I'ibrutinib
pour le traitement de la LLC a été une avancée importante et couronnée de succes. La molécule fait
aujourd’hui partie des options de premiére ligne de traitement pour la LLC et remplace ainsi les

traitements plus classiques par chimiothérapie.

Dans ces travaux, nous nous sommes tout d’abord intéressés en détail a la pharmacocinétique de
I'ibrutinib. Nous avons développé un modele pharmacocinétique de population permettant de décrire
les concentrations d’ibrutinib et de son principal métabolite actif, le dihydrodiol ibrutinib. Cette
approche nous a permis de quantifier la variabilité inter- et intra-individuelle pharmacocinétique des
deux molécules. Les résultats obtenus avec ce modele nous ont permis de discuter différents aspects
cliniques du traitement par ibrutinib. Nous avons montré que les patients possédant I'allele *22 du
CYP3A4 avaient de plus fortes concentrations en ibrutinib et en dihydrodiol ibrutinib. Nous avons
également mis en évidence une méme exposition plasmatique entre les patients répondeurs a
I'ibrutinib et ceux dont la maladie progresse, indiquant que la dose recommandée d’ibrutinib est
probablement supérieure a celle nécessaire pour atteindre I'efficacité et qu’elle pourrait étre diminuée
comme cela a été suggéré dans d’autres études. Enfin, nous avons exploré la question de I'intérét du
STP pour l'ibrutinib. Certains arguments sont en faveur de la mise en place d’un STP : la variabilité
interindividuelle est importante et aucune covariable permettant de la contrdler a priori n'a été
identifiée ; il existe une association entre exposition au médicament et arrét du traitement pour cause
de toxicité. Néanmoins l'ibrutinib démontre une importante variabilité intra-individuelle, ce qui rend
la mise en place du STP plus complexe. Le modéle PK que nous avons développé pourra notamment
étre utilisé pour controler I'exposition a I'ibrutinib et optimiser les régimes de dose. Nous travaillons
actuellement sur la proposition d’un protocole de prélévements sanguins en nombre limité (Limited
sampling strategy) permettant de calculer I’AUC de I'ibrutinib par une approche bayésienne, a partir

de notre modéle PK, et ainsi contribuer a la mise en place d’un STP pour ce médicament.
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Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes servis de ce modele pharmacocinétique de I'ibrutinib
pour développer un modeéle PK-PD décrivant I’évolution du taux de lymphocytes circulants au cours du
temps chez des patients atteints de LLC traités par ibrutinib. Notre modele a été développé a partir de
connaissances physio-pharmacologiques et a permis, pour la premiére fois, de décrire les différents
profils de réponse qui ont été mis en évidence dans la littérature. L’approche de population nous a une
fois de plus permis de quantifier la variabilité interindividuelle des paramétres PK-PD. Deux effets de
I'ibrutinib ont pu étre décrits : la stimulation du relargage des lymphocytes des tissus vers la circulation
sanguine, et la stimulation de la mort des lymphocytes circulants. Nous avons quantifié I'impact de la
concentration d’ibrutinib sur la dynamique des lymphocytes. L'analyse des paramétres posthoc du
modele final a permis de mettre en évidence deux groupes de patients : des patients ayant une
lymphocytose prolongée en début de traitement et pour lesquels I'effet de I'ibrutinib sur la mort des
lymphocytes circulants est faible, et a I'inverse, ceux pour lesquels la lymphocytose est moindre alors
que I'effet sur la mort est important. Ces résultats sont en concordance avec ce qui a été observé in
vitro par une autre équipe de recherche affiliée a I'étude COMPUTREAT. De facon générale, les
résultats que nous présentons dans cette thése fournissent une solide base de modéle mathématique
permettant de décrire la dynamique des lymphocytes de la LLC, avant et pendant le traitement par
ibrutinib. Ce modeéle pourra étre complété grace a des jeux de données plus riches incluant des

données observées avant l'initiation du traitement, et des comptes de lymphocytes dans les tissus.

Enfin, dans une derniére partie, nous avons développé un modeéle pharmacocinétique de I'idelalisib.
Bien que basé sur un petit nombre de patients et d’observations, le modele a permis de décrire
correctement les différents profils pharmacocinétiques observés, et les résultats obtenus sont en
accord avec un autre modeéle précédemment publié. Nous avons notamment confirmé qu’il existait

bien une diminution de la biodisponibilité avec I'augmentation de la dose.

S’agissant des perspectives a plus long terme, les modeéles PK de I'ibrutinib et de I'idelalisib développés
dans cette these pourront servir a répondre a I'objectif principal de I'étude PK-E3i s’intéressant a
I’association entre les concentrations d’ibrutinib ou d’idelalisib et la survenue d’effets indésirables
graves. Un modeéle PK-PD permettant de décrire ces événements pourra notamment étre développé.
Concernant le modéle PK-PD décrivant la dynamique des lymphocytes de la LLC, il pourra étre repris
et complété avec d’autres données, par exemple les données d'imagerie attendues dans I'étude
COMPUTREAT. Il pourra également étre intéressant de décrire plus en détail les dynamiques de
lymphocytes circulants précédant I'initiation du traitement par ibrutinib afin de déterminer quels sont

les patients les plus a méme d’étre répondeurs et donc de bénéficier des effets de ce traitement.
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Annexes

1 Control stream NONMEM du modele PK ibrutinib

;Project Name : Modele PK IBRUTINIB PKE3i

$SIZES PD=-100

$PROB RUN# 1

$INPUT ID MONTH DAY DAT1=DROP TIME TIME2 TAD AMT RATE SS II DVNO DV EVID MDV M
DVNOLOQ CMT TYPE GENO3A4 GENO3A5 PHENO AGE SEX WT HT IMC BSA LEUCO NEUTRO LYMP
HO HG PLAQ ASAT ALAT CLCREAT LDH BLB LTCD4 GGT MONOCYTES LTCD8 STADEPATH GRADE
OMS GREFFECSH PATH AGEDIAG TABAC ALCOOL TRTANTE BINET SB DEL17P DEL11Q TP53 IG
VH CARYO ADENO

$DATA ../../DATA/data_ibrutinib_NONMEM_23042019 TAD.csv

IGNORE=@

IGNORE=(MONTH.GT.6)

$SUBROUTINES ADVAN5 SS5

$MODEL
COMP=(DEPOT , DEFDOSE )
COMP=(IBRU_CENT,DEFOBS)
COMP=(IBRU_PERIPH)
COMP=(DHDIBRU)
COMP=(DHDIBRU_PERIPH)

$PK

0CC1=0

0CC2=0

0CC3=0

0CC6=0

IF(MONTH.EQ.1) 0CCl=1
IF(MONTH.EQ.2) 0CC2=1
IF(MONTH.EQ.3) 0CC3=1
IF(MONTH.EQ.6) 0OCC6=1

; IBRU
CLMET=THETA(1)*EXP(ETA(6))

V2=THETA(2)*EXP(ETA(2))

KA=THETA(3)

Q=THETA(4)

V3=THETA(5)*EXP(ETA(1))

ALAG1=THETA(6)*EXP(ETA(7))

D1=THETA(7)*EXP(ETA(8))
CLIBRU=THETA(8)*EXP(ETA(4)+ETA(9)*0CC1+ETA(10)*0CC2+ETA(11)*0CC3+ETA(12)*0CC6)
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;DHD-IBRU

CLDHD=THETA(9)*EXP(ETA(3)+ETA(13)*0CC1+ETA(14)*0CC2+ETA(15)*0CC3+ETA(16)*0CC6)

V4=V2
V5=V3
K14=THETA(10)*EXP(ETA(5))
QDHD=THETA(11)

K12=KA
K23=Q/V2
K32=Q/V3
K24=CLMET/V2
K40=CLDHD/V4
K20=CLIBRU/V2
K45=QDHD/V4
K54=QDHD/V5

S2=V2/1000
S4=V4/1000

$ERROR

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
W=F+DEL

IF(CMT.EQ.2) Y=F+W*EPS(1)
IF(CMT.EQ.4) Y=F+W*EPS(2)
IPRED=F

IRES=DV-IPRED
IWRES=IRES/W

$THETA

(0, 148) ; CLMET
(0, 1010) ; V2
(0, 1.58) ; KA
(0, 178) ; Q

(0, 1480) ; V3
(0, 0.242) ; ALAG1
(0, 1.01) ; D1
(0, 241) ; CLIBRU
(0, 184) ; CL_DHD
(0, 1.23) ; K14
(0, 49.8) ; QDHD

$OMEGA BLOCK(6)

0.461 ; iiv V3

0.455 0.557 ; iiv V2

0.223 0.233 0.229 ; iiv CLDHD

0.388 0.454 0.206 0.394 ; iiv CLIBRU
0.301 0.306 0.16 0.261 0.348 ; iiv K14

0 0.000576 ©.172 0.024 0.126 0.325 ; iiv CLMET
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$OMEGA BLOCK(2)

9.491 ; iiv ALAG1

9.274 0.856 ; iiv D1

$OMEGA BLOCK(1) ©.198 ;IOV CLIBRU
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLIBRU
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLIBRU
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLIBRU
$OMEGA BLOCK(1) ©.0707 ;IOV CLDHD
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLDHD
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLDHD
$OMEGA BLOCK(1) SAME ;IOV CLDHD

$SIGMA
0.139
0.0651

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 SIGDIGITS=3 NOABORT MSFO=1.msf
$COV MATRIX=S

$TABLE ID AMT MONTH DAY TIME TIME2 TAD TYPE AMT DV MDV EVID IPRED PRED IWRES
CWRES NPDE CLMET V2 KA Q QDHD V3 ALAG1 CLDHD CLIBRU D1 K14 GENO3A4 GENO3A5
PHENO AGE SEX WT HT IMC BSA LEUCO NEUTRO LYMPHO HG PLAQ ASAT ALAT CLCREAT LDH
BLB LTCD4 GGT MONOCYTES LTCD8 STADEPATH GRADEOMS GREFFECSH PATH AGEDIAG TABAC
ALCOOL TRTANTE BINET SB DEL17P DEL11Q TP53 IGVH CARYO NOPRINT NOAPPEND ONEHEAD
ER FORMAT=S1PE11.5 FILE=alltabl
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2 Control stream NONMEM du modele PK-PD ibrutinib

;Project Name : Modele PKPD IBRUTINIB

$PROB RUN# 18.2b

$INPUT ID MONTHPK TIMEPK TIME MONTH DOSE AMT RATE ADDL II DV MDV EVID CMT GROU
P D1I ALAG1I KADHDI V2I V3I CLIBRUI CLDHDI CLMETI PATH GROUPTT ADMIBRU ADMIBRU

2 DOUBLON GRPLYMPHO TADFIRST CMOYi
$DATA ../../DATA/data_lymphocytes_including preTT_030320_CMOYMODEL.csv

IGNORE=@
IGNORE=(PATH.NE.1)
IGNORE=(DOUBLON.EQ.1)
IGNORE=(CMT.EQ.3)

$SUBROUTINES ADVAN6 TOL=4

$MODEL

;PD MODEL
COMP=(TISSUE)
COMP=(BLOOD)

$PK

;PD PARAMETERS
KPROL=THETA(1)*EXP(ETA(1))
KOUT=THETA(2)*EXP(ETA(2))
KDEATH=THETA(3)*EXP(ETA(3))
OFFSET2=THETA(4)*EXP(ETA(4))
BASE2=THETA(5)*EXP(ETA(5))
coeff=THETA(6)*EXP(ETA(6))
BASE1=coeff*BASE2
KLOG=THETA(7)*EXP(ETA(7))

F1=BASE1
F2=BASE2

;PKPD PARAMETERS
SO=THETA(8)*EXP(ETA(8))
SD=THETA(9)*EXP(ETA(9))

$DES

IF(ADMIBRU.EQ.Q) THEN
CONC=0

DRUGOUT=0

DRUGDTH=0

ELSE

CONC=CMOY1i
DRUGOUT=SO*CONC
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DRUGDTH=SD*CONC
ENDIF

;PD DESCRIPTION

IF(KLOG.EQ.8) KLOG=1

DADT (1)=KPROL*A(1)*((KLOG-A(1))/KLOG)-KOUT*A(1)*(1+DRUGOUT)
DADT (2)=KOUT*A(1)* (1+DRUGOUT ) -KDEATH* ( 1+DRUGDTH)* (A(2) -OFFSET2)

$ERROR

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
W=F+DEL
Y=F+W*EPS (1)
IPRED=F
IRES=DV-IPRED
IWRES=IRES/W

$THETA

(0, ©.0041) ; KPROL
(0, ©.00291) ; KOUT
(0, 0.0104) ; KDEATH
(0, 2.64) ; OFF2

(8, 41.3) ; BASE2
(0, 5.16) ; coeff
(1, 4450) ; KLOG

(6, ©.15) ; SO

(8, ©.097) ; SD

$OMEGA

0 FIX ; KPROL
FIX ; KOUT
FIX ; KDEATH
.06 ; OFF2

.99 ; BASE2
.541 ; coeff
FIX ; KLOG
.518 ; SO

.6 ; SD

P ®O 00O kFrRr P OO

$SIGMA
0.0622

$ESTIMATION METHOD=1 INTERACTION MAXEVAL=9999 SIGDIGITS=3 NOABORT MSF0=18.2b.m
st

$COV matrix=S

$TABLE ID TIME TIMEPK TADFIRST AMT DV MDV EVID CMT IPRED PRED CWRES KPROL KOUT
KLOG KDEATH BASE1 BASE2 SD coeff GRPLYMPHO GROUPTT CMOYi SO NOPRINT NOAPPEND

ONEHEADER FORMAT=S1PE11.5 FILE=alltabl8.2b
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3 Control stream NONMEM du modele PK idelalisib

;Project Name : IBRUTINIB

$PROB RUN# 10

$INPUT ID MONTH DAY DAT1=DROP TIME TAD AMT ADDL II DV EVID MDV CMT DOSE
$DATA ../../DATA/data_idelalisib NONMEM_02072019_ALL_TAD_COV_final.csv
IGNORE=@

$SUBROUTINES ADVAN4 TRANS4

$PK

0CC1=0

0CC2=0

0CC3=0

0CC6=0

0CC12=0
IF(MONTH.EQ.1) 0CCl=1
IF(MONTH.EQ.2) 0CC2=1
IF(MONTH.EQ.3) 0CC3=1
IF(MONTH.EQ.6) 0CC6=1
IF(MONTH.EQ.12) 0CC12=1

CL=THETA(1)*EXP(ETA(1)+ETA(7)*OCC1+ETA(8)*0CC2+ETA(9)*0OCC3+ETA(10)*0CC6+ETA(11
)*0CC12)

V2=THETA(2)*EXP(ETA(2))

KA=THETA(3)*EXP(ETA(3))

Q=THETA(4)*EXP(ETA(4))

V3=THETA(5)*EXP(ETA(5))

ALAG1=THETA(6)*EXP(ETA(6))

Fl=exp(THETA(7)*1og(DOSE/150))

S2=V2/1000

$ERROR

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
W=F+DEL
Y=F+W*EPS (1)
IPRED=F
IRES=DV-IPRED
IWRES=IRES/W

$THETA

(0, 10.4) ; CL
(0, 11.4) ; V2
(0, 0.479) ; KA
(0, 8.74) ; Q
(0, 92.9) ; V3
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(0, ©.352) ; ALAG1
(-90.2) ; biodisp

$OMEGA

0.108 ; iiv CL
0.2 ; iiv V2

@ FIX ; iiv KA
0.2 ; iiv Q

@ FIX ; iiv V3
0.467 ; iiv ALAG1

$OMEGA BLOCK(1) ©.161 ;IOV CL
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME

$SIGMA
0.042

$ESTIMATION METHOD=1

$COV matrix=S

;IOV CL
;IOV CL
;IOV CL
;IOV CL

INTERACTION MAXEVAL=9999 SIGDIGITS=3 NOABORT MSFO=10.msf

$TABLE ID MONTH DAY TIME AMT ADDL II DV EVID MDV CMT IPRED PRED IWRES CWRES NP

DE CL V2 KA Q V3 NOPRINT NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=,F8.2 FILE=alltab1lo
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TITLE: Pharmacokinetic-pharmacodynamic analysis of ibrutinib within a multidisciplinary
study for the treatment of chronic lymphocytic leukemia

SUMMARY:

Ibrutinib, the first-in-class Bruton Tyrosine Kinase inhibitor, is indicated for the treatment of
chronic lymphocytic leukemia (CLL). CLL is characterized by the accumulation of abnormal B
cells in the bone marrow, lymphoid organs and blood. Ibrutinib’s pharmacokinetics (PK) is
highly variable between patients and its bioavailability is very low. Ibrutinib has several effects
on lymphocytes: reduction of proliferation, stimulation of release from the lymph nodes into
the circulation, inhibition of the homing phenomenon and stimulation of death. In CLL,
different profiles of circulating lymphocyte dynamics have been observed. In particular, some
patients show hyperlymphocytosis at the beginning of treatment.

Data from the PK-E3i study including 89 patients treated with ibrutinib for various
hematological malignancies were analyzed. A population PK model describing plasmatic
concentrations of ibrutinib and its major metabolite, dihydrodiol ibrutinib, was developed and
validated. Patients who stopped ibrutinib due to toxicity during the first year of follow-up were
shown to have significantly higher ibrutinib plasmatic exposure than those who did not. No
difference was observed in patients who stopped treatment due to disease progression.

This PK model was then used to develop a PK-PD model describing circulating lymphocyte
dynamics in CLL patients treated with ibrutinib. The final model quantifies the impact of
ibrutinib plasmatic concentrations on this dynamic. The model was able to capture the
different response profiles and quantify the main effects of ibrutinib, which are the
stimulation of lymphocyte release from the lymph nodes into the circulation and the
stimulation of lymphocyte death.

Finally, we also developed a population PK model for idelalisib, another kinase inhibitor
indicated for the treatment of CLL. This model was developed on real-life data and was
consistent with previously published results.
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