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INTRODUCTION

Le glioblastome est une tumeur du cerveau. Elle est la plus courante et
agressive de toutes celles du systéme nerveux central. L’espérance de vie
actuelle des patients est trés mauvaise, de seulement quelques mois, et la
récidive quasi-systématique. Des traitements standards sont utilisés pour tenter
de lutter contre ce cancer comme la chirurgie, la radiothérapie et la
chimiothérapie. Cependant ces traitements ne permettent de prolonger la durée
de vie des patients que de quelques mois, voire, plus réecemment, de quelques
années. La découverte et la compréhension des mécanismes permettant le
développement des glioblastomes sont a I'origine de 'émergence de nouvelles

molécules de thérapies ciblées.

Afin d’apporter un élément de réponse sur le potentiel réel de ces futurs
médicaments, les objectifs de cette thése seront de définir les nouvelles
approches de traitement contre le glioblastome ainsi que leur efficacité.
Ensuite, il sera question de comprendre les difficultés de développement d’'un
médicament biologique de thérapie ciblée en Tlillustrant d’'un exemple concret,
étudié lors du stage de Master 2 que jai effectué au sein du laboratoire
HumProTher. Le dernier objectif sera d’évaluer le colt de quelques uns de ces

traitements.
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Partie 1. Historique et bibliographie : le glioblastome

1. Le glioblastome

1.1. Définition

Les cellules gliales sont des cellules du cerveau présentes a coté des
neurones. Il en existe trois types : les astrocytes, les oligodendrocytes et les
microgliocytes. Les gliomes malins (GM) ou tumeurs gliales sont les tumeurs du
cerveau les plus communes, issus d’'une prolifération anarchique des cellules
gliales. lls représentent 70% des nouveaux cas de tumeurs primaires malignes
du cerveau diagnostiquées chaque année aux Etats-Unis. Plus de la moitié des
gliomes malins sont des glioblastomes multiformes (GBM), le sous-type le plus

agressif.

Les GM sont des tumeurs infiltrantes. Les astrocytomes ont été classés en
différents grades par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en fonction de
leur histologie. Les gliomes de grade | ou astrocytomes pilocytiques ont un
potentiel de prolifération faible et sont en général curables avec une chirurgie.
lls apparaissent en général chez les enfants. Les gliomes de grade Il ou
astrocytomes diffus sont des tumeurs de I'adulte jeune, ils évoluent dans les 7 a
8 ans en tumeurs anaplasiques puis en GBM. Les gliomes de grade Il ou
astrocytomes anaplasiques sont des tumeurs malignes évoluant en GBM dans
les 2 ans. Enfin les glioblastomes de grade IV ou glioblastomes sont les
tumeurs les plus agressives et avec le plus mauvais pronostic (1). Ces tumeurs
ont une évolution rapide, entre 2 et 3 mois apres le diagnostic sans traitement.
Méme avec un traitement standard, le taux de récidive des glioblastomes est
trées élevé et quasiment inévitable (plus de 90% des cas). Cela est du au fait
que les cellules cancéreuses peuvent s’infiltrer dans le cerveau et progressent
de nouveau quelques mois aprés chirurgie, en général dans un périmétre de 2
cm autour de la tumeur d’origine. La survie moyenne d’un patient recevant un

traitement est de 9 a 12 mois sans chimiothérapie et peut aller jusqu’a 15 mois
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avec. La survie sans progression de la tumeur aprés traitement est en général

inférieure ou égale a 6 mois (2).

Les glioblastomes peuvent étre séparés en 2 sous types principaux : les
glioblastomes primaires (GBM 1) ou de novo (représentant 95 % de la totalité
des GBM) et les glioblastomes secondaires (GBM Il) qui sont des gliomes de
stade Il ou lll ayant évolué en GBM ou gliomes de stade IV. Cependant leurs

caractéristiques histopathologiques ne sont pas différentes (3).

Plusieurs types de GBM moins communs ont été décrits : GBM a cellule
géante, gliosarcome, GBM a petite cellule et GBM avec des caractéristiques

d’oligodendrogliome (1).

1.2.Origine des glioblastomes

L’origine cellulaire des GBM est encore mal connue mais il semble que les
cellules souches neuronales aient un role dans la pathogénése et dans la
résistance des GBM aux différents traitements. Le systéme nerveux central
contient des cellules souches neuronales capables de se renouveler par elles-

mémes, de proliférer et de se différencier en plusieurs types cellulaires matures

(4).

Des études ont prouvé que les cellules souches neuronales ou
progeéniteurs cellulaires relatifs pouvaient se transformer en cellules souches
cancéreuses et provoquer une augmentation de gliomes malins en échappant
aux mécanismes de contrbles de prolifération et de différentiation (cf. figure 1)
(5, 6). De plus, d'autres études ont montré que ces cellules souches
cancéreuses contribuent a la résistance des gliomes malins aux thérapies
standards (7, 8).

Cependant nous ne savons toujours pas quel type de cellule ni quelle voie

de signalisation principale initie la transformation en cellules tumorales. Cette
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transformation est due a une dérégulation des facteurs épigénétiques et

geénétiques des cellules souches.
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Figure 1: Développements normal et cancéreux des cellules souches neuronales.
D’apres Wen et al., 2008 (9).

1.3.Epidémiologie

Le glioblastome est une tumeur rare. Il est codé comme 9440-3 selon la
classification internationale des maladies oncologiques (ICD-O en anglais). Le
premier chiffre indique la morphologie de la tumeur et le deuxiéme chiffre sa
topographie, /0 pour les tumeurs bénignes, /3 pour les tumeurs malignes et /1

pour les tumeurs dont on ne connait pas exactement le comportement (1).

L’incidence annuelle du GBM est de 2 a 3 cas pour 100 000 personnes en



Europe et aux Etats-Unis respectivement (10). Il représente 25% de toutes les

tumeurs du systéme nerveux et 50% de toutes les tumeurs gliales (11).

Le taux d’incidence du glioblastome est supérieur dans les pays
développés comme I'Australie ou les Etats-Unis au méme taux dans les pays
en voie de développement comme I'Inde (11). Le seul facteur de risque
clairement établi est I'exposition aux radiations ionisantes, thérapeutiques ou
non. D’autres facteurs ont été mis en cause comme la pratique de certains
métiers tels que les physiciens ou les pompiers, de méme que I'exposition
professionnelle a des agents carcinogénes, la nourriture contenant des nitrites
ou l'utilisation des téléphones mobiles. Cependant, les études menées sur ces
criteres n‘ont pas permis de faire de lien avec l'incidence des GBM (12).
L’incidence des GBM a tendance a augmenter chez les jeunes adultes et les
adolescents. Une relation entre ce taux d’incidence et I'utilisation croissante des
téléphones mobiles ces derniéres années a été supposée, mais I'étude
INTERPHONE menée par I'Agence Internationale de Recherche sur le Cancer

(IARC) n’a pas établi de lien entre les deux (13).

Il existe une différence d’age moyen entre les deux tumeurs (cf. Tableau
). Les GBM primaires apparaissent tardivement avec une moyenne d’age
située a 62 ans alors que les glioblastomes secondaires se développent chez

des patients plus jeunes, la moyenne d’age étant de 45 ans (14, 15).

Il existe également une différence de prévalence en fonction du sexe du
patient, les GBM primaires apparaissent plus fréquemment chez les hommes
avec un ratio homme/femme de 1,33. En revanche, la tendance est inversée
dans les GBM secondaires avec un ratio homme/femme de 0,65 (14). Plusieurs
études montrent également un ratio homme/femme plus élevé dans les GBM |
que dans les GBM Il (16-18).

La médiane de survie (durée au bout de laquelle la moitié des patients de
I'étude sont décédés) des patients avec un glioblastome secondaire est de 7,8
mois, elle est plus longue que pour les patients avec un glioblastome primaire

qui est de 4,7 mois. Cela est probablement du au fait que les patients avec un
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glioblastome secondaire sont aussi plus jeunes (14, 15). De plus le pronostic
est faible, dans une méta-analyse de 12 essais cliniques randomiseés, le taux de
survie globale des patients étant atteints d’'un glioblastome était inférieur a 30%

aun an et égal 5% a 3 ans (19).
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Primary glioblastoma Secondary glioblastoma

Incidence rate” 35MH 0.185
Incigence rate’ 2576 0167
Mean age 62 years 45 years
M/F ratio 133 0.65
Clinical histery <3 months: 68% From grade Il
3 10 6 months: 16% 5.3 years
=6 months: 16% From grade |Ii:
(mean, 6.3 months) 14 years
Surnvival Megian, 47 months Median, 7.8 months
Genelic alierations
TP53 mutations 28% B5%
EGFRR ampiification 36% B%
PTEN mutations 25% 4%
p1E"¥e dalation 1% 19%
LOH 1p 12% 15%
LOH 10p 47% B%
LOH 10g AT% 54%
70% 63%
LOH 13 12% 38%
LOH 180 6% 54%
LOH 22q 41% 82%
Promoter methylation
gl 6% 31%
11 Al 3% 19%
RE1 14% 43%
MGMT 36% 5%
TiMP-3 28% 7%
Expression profiles
Fas (APC-1/CDE5)" 100% 21%
Survivin® 83% 46%
MMP-9° B89% 14%
EGFR" 63% 0%
EGFR" High Low
MDm2* 3% 0%
VEGF High Low
VEGF fmsrelated tyrosine kinase 1° Highi Low
IGFBR2® High Low
Tenascin-X-pracursor® High i
Enplase 1° : High Low
Centrosome-associated protein 3507 High L
TP53" 37% 7%
ASCL1" 33% 88%
Logs of TIMP-3° 1iT% B4%
PDGF-AB" Low High
ERCCE® Low High
DUOX2= Low High
HMRPAZE Low High
WNT-11 protein precursor® Low High
Cagherin-related tumor suppressor Low High
homolog precursor®
ADAMTS-19% Low High
Tableau |: Epidémiologie et profil d’expression des glioblastomes primaires et

secondaires. D’aprés Oghaki et al., 2007 (3).

M/F, male/female; PDGF-AB, platelet-derived growth factor AB.

*Adjusted to the European Standard Population (per 100,000 persons per year).

TAdjusted to the World Standard Population (per 100,000 persons per year).
2almmunohistochemistry, °2-DGE, °enzyme-linked immunosorbent assay, cDNA array,
°reverse transcriptase-polymerase chain reaction.



1.4. Caractéristiques cliniques

1.4.1. Symptémes

Les symptdmes peuvent étre différents en fonction de la localisation et de
la taille de la tumeur. Il existe des symptédmes généraux comme des maux de
téte, des nausées et des vomissements qui traduisent une tension
intracranienne due a l'oedéme. Des déficits neurologiques progressifs, une
faiblesse musculaire et des changements d’humeur peuvent également
apparaitre. Enfin, des symptomes plus spécifiques de la localisation du
glioblastome dans le cerveau comme par exemple I'hémiparésie ou I'aphasie,

des convulsions ainsi que des pertes de mémoire sont possibles.

Le plus souvent, le diagnostic de tumeur cérébrale est établi plusieurs
mois aprés I'apparition des premiers symptémes, surtout chez les patients avec
des maux de téte intermittents ou avec des troubles neurologiques ou moteurs

non spécifiques.

1.4.2. Diagnostic

1.4.2.1. Imagerie

Le diagnostic est établi par rapport aux symptdmes mais la preuve est

apportée par I'imagerie, IRM ou scanner.

L’IRM associée au gadolinium (produit de contraste) donne une image des
tumeurs trés précise. L'aspect radiologique au scanner ou a I''RM est
évocateur, avec une lésion infiltrant le parenchyme cérébral associée a une
prise de contraste hétérogene. Les contours fixent le produit de contraste, alors
que le centre de la tumeur, correspondant a une zone de nécrose, ne le fixe

pas.
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La tumeur apparait hypointense en pondération T1 aprés injection de
gadolinium et hyperintense en pondération T2 et en séquences FLAIR (Fluid

Attenuated Inversion Recovery) (cf. figure 2) (20).

Figure 2. IRM d’un glioblastome pariétal droit. (A) IRM en pondération T1 sans injection
d’agent de contraste (masse tumorale hypointense). (B) Pondération T1 avec agent de
contraste. (C) IRM en pondération T2 (masse tumorale hyperintense).

Le diagnostic de GBM | est établi en présence d’une tumeur avérée, sans
preuve clinique (imagerie), radiologique ou histopathologique (biopsie) d’'une
lésion provenant d’'un gliome précurseur. De méme, le diagnostic de
glioblastome secondaire requiert une preuve clinique ou histologique provenant

de I'évolution d’'un astrocytome malin de grade inférieur (14).

1.4.2.2. Biopsie

Les images obtenues par IRM permettent d’apporter des preuves au
diagnostic mais il ne peut étre clairement établi que par une biopsie permettant

’examen des tissus de la tumeur.

Elle est réalisée pendant la chirurgie de résection ou, si la tumeur est

inopérable, une biopsie stéréotaxique sera effectuée.

1.4.2.3. Histopathologie
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Les GBM sont caractérisées par une nécrose tissulaire et des zones de
prolifération microvasculaire importantes. Le fait que ces tumeurs soient trés
hétérogénes ne facilite pas le diagnostic, il doit étre posé aprés observation
générale du tissu qui doit montrer la présence de cellules gliales anaplasiques

avec une activité mitotique forte en plus des zones de nécrose ou de
vascularisation (cf. figure 3).

Figure 3 : Coloration éosine-hématoxyline de coupes de glioblastomes. (A) Nécroses en

pseudo-palissades (astérisque). (B) Prolifération vasculaire (astérisque) et mitoses (fleches).
D’apres Wen et al., 2008 (9).

Il est également possible de quantifier le taux de prolifération des
glioblastomes par immunohistochimie, au moyen du marquage de la protéine

Ki67, absente des cellules quiescentes (cf. figure 4).
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Figure 4 : Inmunohistochimie d’une coupe de glioblastome. En noir, ressortent les cellules
en division. D’apres Wen et al., 2008 (9).
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1.5. Génétique

Nous avons vu que les glioblastomes primaires et secondaires ont des
caractéristiques épidémiologiques et cliniques différentes. Ces différences sont
également présentes au niveau génétique. En effet, les modifications
geénétiques spécifiques du glioblastome peuvent étre différentes ou varier en

proportion en fonction du sous-type de GBM.

L’altération génétique la plus fréquente retrouvée dans le GBM est la perte
d’hétérozygotie sur le chromosome 10q ou LOH 10g en anglais (Loss Of
Heterozygosity). Elle apparait dans 63 a 70% des GBM Il et | respectivement
(21-23). L’amplification du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR, en anglais) ainsi que la mutation du géne PTEN (Phosphatase-
TENsine homolog) sont des modifications génétiques typiques des GBM | (24).
Alors que la mutation du gene p53 est spécifique des GBM Il (cf. figure 5).

Ces modifications génétiques provoquent des altérations dans trois voies

de signalisation impliquées dans le développement du glioblastome :

- la voie EGFR/PTEN/Akt/mTOR : cette voie est importante pour le
développement des GBM |. EGFR est activé par la liaison de facteurs de
croissance comme EGF a son domaine extracellulaire. Cette activation
provoque la phosphorylation de PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) par
'intermédiaire de la kinase PI3K. Ceci permet I'activation de molécules
effectrices comme Akt (protéine kinase B) et mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin, en anglais) ce qui déclenche la prolifération cellulaire et
augmente la survie des cellules en bloquant I'apoptose. La protéine
PTEN peut inhiber PIP3. Mais le géne codant pour cette protéine est
situé sur le chromosome 10 qui est délété dans plus de 60% des GBM.
Le géne PTEN peut étre muté dans 15 a 40% des GBM | (24). De plus,
EGFR est amplifié dans 40 % des GBM | et surexprimé dans plus de 60
% des cas, ce qui accroit encore le blocage de I'apoptose (14, 17).

Plusieurs mutants de 'EGFR sont connus, la forme la plus commune est
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appelée EGFRUVIII. L'amplification ou la surexpression de ce mutant est

corrélée a un faible pronostic.

la voie TP53/MDM2/p14°RF : cette voie est fortement impliquée dans le
développement des GBM II. La protéine p53 régule plusieurs processus
cellulaires dont le cycle cellulaire, 'apoptose, la réponse des cellules aux
lésions de I'ADN, la différentiation cellulaire et la néovascularisation.
Dans la cellule normale, cette protéine n’est presque pas exprimée et est
régulée par la protéine MDM2 (Mouse Double Minute 2, en anglais).
L’activité de cette derniére est contrdlée par la protéine p14”°*F. En cas
de stress cellulaire, des modifications post-traductionnelles engendrent
la dissociation de MDM2 et de p53 qui va pouvoir réguler la transcription.
Des mutations du géne p53 ou la perte d’expression de p14”**F peuvent

entrainer une perte de fonctionnalité de la protéine p53.

Dans les GBM II, le gene codant pour la protéine p53 est muté dans
65% des cas et dans moins de 30% des GBM | (14, 17). De plus, une
perte d’expression de p14”~F est reportée dans 76 % des GBM (25).

la voie p16™**3/Rb1 : elle joue un réle important pour les deux sous-
types de GBM. La protéine Rb1 contrdle la progression du cycle
cellulaire de la phase G1 a la phase S par I'intermédiaire de la protéine
p16™%“2 (26). Des délétions homozygotes ainsi qu’une méthylation de la
zone promoteur du géne Rb1 sont retrouvées fréquemment dans les
GBM | et Il (27).
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TP53 mutation (59%)
WHO grade Il
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Anaplastic astrocytoma
TP53 mutation (53%)
WHO grade Il
'
Primary glioblastoma Secondary glioblastoma
LOH 10q (70%) LOH 10q (63%)
EGFR Amplification (36%)* EGFR Amplification (8%)
p16INK4a Deletion (31%) p16INK4a Deletion (19%)
TP53 Mutation (28%) TP53 Mutation (65%)*
PTEN Mutation (25%)* PTEN Mutation (4%)
WHO grade IV WHO grade IV

Figure 5: Fréquences des altérations génétiques dans les glioblastomes primaires et
secondaires. D’aprés Oghaki et al., 2007. (3)

1.6. Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques concernant le glioblastome ont été identifiés
tout au long des études et essais cliniques dont il a fait 'objet. Une étude a
permis de faire un classement des patients avec une estimation de leur survie
médiane en fonction de ces facteurs (28).

L’age a tout d’abord été mis en évidence, les patients jeunes ont une
meédiane de survie supérieure aux patients ageés (29). L’état général du patient
est également a prendre en compte. De méme, il a été vu précédemment que
les hommes développaient plus de glioblastomes que les femmes (cf.

paragraphe 1.3 Epidémiologie).

Au niveau de la tumeur, sa taille et sa localisation sont des facteurs
importants. Ainsi que ses caractéristiques histologiques, par exemple, la forte
présence de nécroses est signe d’'un mauvais pronostic (29). Enfin, I'étendue
de la chirurgie de résection, quand elle est possible, est également un élément

a considérer.
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2. Traitements actuels

Trois axes de traitement sont actuellement utilisés pour tenter de
prolonger la survie des patients tout en leur garantissant une qualité de vie
acceptable. |l s’agit tout d’abord de réaliser une chirurgie la plus large possible.
Ensuite le patient est traité par radiothérapie associée a une chimiothérapie
concomitante et adjuvante. Le cytotoxique le plus utilisé en référence est le

témozolomide (Temodal ®).

2.1.Chirurgie

Le traitement par chirurgie est le traitement de premiére intention pour les
patients atteints de GBM, cependant contrairement a d’autres tumeurs, la
chirurgie ne peut pas étre curative. Cela est tout d’abord du a sa localisation, le
cerveau est un organe complexe et la moindre erreur peut engendrer des
dommages neurologiques graves et irréversibles. Ensuite, le caractére infiltrant
de ces tumeurs en empéche, la plupart du temps, la résection totale. A défaut
d’étre curative, la chirurgie cytoréductive la plus large possible de la tumeur
permet en premier lieu de réduire les symptdomes dus a la surpression
intracranienne induite par la tumeur. Ce qui permet d’améliorer la qualité de vie
des patients et, dans certains cas, d’augmenter le taux de survie. De plus, le
fait de retirer du tissu néoplasique augmente la probabilité de réponse aux
autres traitements (radiothérapie, chimiothérapie). Keles GE et al. le prouvent
dans une étude menée en 2004 sur 119 patients atteints de GBM récurrents
(cf. figure 6). Plus le volume résiduel de la tumeur est faible, plus la réponse au
traitement par témozolomide est importante et le taux de survie est amélioré
(30).
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Figure 6 : Effet du pourcentage de résection sur la survie des patients. D’apres Keles et
al., 2004 (30).

Enfin, la chirurgie ou la biopsie stéréotaxique (si la craniotomie n’est pas
possible) permet d’extraire une partie de la tumeur afin qu’elle soit analysée par
un anatomopathologiste. Ceci dans le but de confirmer le diagnostic et de

mettre en place un traitement adapté au patient.

Selon le type histologique, la taille et la localisation de la tumeur, la
chirurgie peut aboutir soit a une résection totale de la tumeur, soit a une
résection partielle ou seulement a une biopsie dans les cas les plus difficiles.

Ces résultats impactent directement sur la qualité de vie et la survie du patient.

Néanmoins, l'efficacité de la chirurgie a été controversée car certaines
études ont montré des résultats modestes sur la prolongation de la durée de vie
des patients (31-33). Il n’existe pas d’étude comparant des patients atteints de
glioblastome ou gliome malin traités par chirurgie versus des patients non
traités par chirurgie pour des raisons éthiques évidentes. Cependant des essais
cliniques ont été réalisés, comparant I'approche chirurgicale classique versus

deux nouvelles approches innovantes.
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La premiére est une chirurgie guidée par fluorescence avec l'acide 5-
aminolévulinique (5-ALA an anglais) commercialisé sous le nom de Gliolan® en
France. Le 5-ALA est un précurseur biochimique naturel de I'hnémoglobine
capable de s’accumuler dans les gliomes malins. Il permet d’augmenter la
probabilité d’exérése compléete des tumeurs en aidant la visualisation de celles-

ci apres injection et sous lumiére bleue (34).

La deuxiéme approche est l'utilisation d'implants imprégnés de carmustine
(ou BCNU pour bis-chloroethylnitrosourea) commercialisé sous le nom de
Gliadel® en France. La carmustine est un agent alkylant utilisé en
chimiothérapie. Il est ici imprégné sur des sondes directement implantées dans

la cavité de résection suivant une chirurgie cytoréductive (35).

Ces deux études ont montré des résultats satisfaisants. En effet, I'étude 1
met en évidence une augmentation du taux de résection compléte de la tumeur
(65% dans le groupe 5-ALA contre 36% dans le groupe de chirurgie sous
lumiére blanche). Ceci a pour conséquence une augmentation du taux de
survie sans progression a 6 mois (41% contre 21%) ainsi qu’une légére
progression du taux de survie globale (15,2 mois contre 13,5 mois). D’'une
maniére plus générale, une différence sur la survie globale selon la résection
compléte ou partielle de la tumeur a été démontrée sur la totalité des patients
de I'étude. Pour les patients dont la tumeur a été enlevée totalement, la durée
de survie moyenne est de 17,9 mois alors qu’elle est de 12,9 mois pour les

patients avec une résection partielle (34).

L’étude 2 comparant l'utilisation d’implants de carmustine versus des
implants placebo chez des patients atteints d’'un gliome malin primaire, montre
une survie moyenne supérieure dans le groupe traité avec les implants
imprégnés que dans le groupe placebo. Plus spécifiquement, dans le groupe
des patients ayant un glioblastome, la survie moyenne est de 14,5 mois contre
12,4 mois pour ceux avec résection compléte de la tumeur ; et de 11,7 contre

10,6 mois pour le groupe avec résection partielle (35).
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Ces 2 études montrent d’'une part la relation entre étendue de la chirurgie
et survie globale et, d’autre part, les résultats et bénéfices des nouvelles
approches en chirurgie. En plus de ces nouvelles approches, il existe
aujourd’hui des aides techniques, comme [I'IRM intra-opératoire, la
neuronavigation et I'échographie qui permettent d’optimiser I'exérese de la

tumeur en la rendant la plus large possible.

2.2.Radiothérapie

Aujourd’hui, la radiothérapie (RT) fait partie du traitement de référence
pour les patients atteints d’'un glioblastome. Elle est réalisée aprés la chirurgie
ou la biopsie. Le délai optimal entre ces deux traitements n’a pas été défini de
fagon certaine mais a été évalué dans plusieurs études. Certaines concluent a
un effet délétére si ce délai augmente (36, 37), alors que d’autres études ont
montré que ce délai n‘avait pas d’influence ou pouvait étre bénéfique sur
I'évolution de la tumeur (38, 39). Le délai entre la chirurgie et la RT doit étre

compris entre 4 et 6 semaines pour obtenir des résultats optimaux (40).

Malgré cette controverse sur le délai d’initiation de la radiothérapie, son
efficacité a été largement démontrée (41-43). Dans certaines études, le taux de
survie globale des patients traités par RT comparé a des patients traités par

chimiothérapie ou par des soins palliatifs peut doubler (44, 45).

Une revue systématique a comparé en 2002 les études mesurant
I'efficacité de la RT classique versus d’autres approches de radiothérapie afin
de déterminer le réle de la radiothérapie conventionnelle chez les patients
adultes avec un gliome malin nouvellement diagnostique, ainsi que les lignes
directrices pour un traitement optimal des patients (46). Cette revue confirme
qu’aucune autre approche ne démontre d’amélioration significative sur la survie
globale des patients par rapport a la RT conventionnelle. Ceci pour des
techniques incluant une augmentation de la dose administrée ou I'utilisation de
radiosensibilisants, mais aussi pour des techniques trés prometteuses comme

la radiothérapie conformationnelle avec modulation d’'intensité (RCMI) (47). La
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RCMI était considérée par la Haute Autorité de Santé en 2006 comme la fagon

la plus perfectionnée de délivrer une irradiation externe par photons (48).

De plus, les auteurs de cette revue concluent que la RT post-opératoire
doit étre utilisée dans les conditions suivantes pour étre optimale : la dose
maximale administrée ne doit pas étre supérieure a 50-60 Gy, elle doit étre
fractionnée en doses de 1,8 a 2 Gy par séance, 5 jours par semaine. Le volume
irradié comprend le volume de la tumeur de départ plus 2 cm de marge autour
de cette tumeur. Pour les patients agés de plus de 70 ans, le fait de raccourcir

la durée de traitement peut avoir un effet positif.

2.3. Chimiothérapie

L’agent le plus utilisé aujourd’hui dans la chimiothérapie des glioblastomes
est le témozolomide ou Temodal®. Il est utilisé comme traitement de référence
de fagon concomitante et adjuvante a la radiothérapie depuis qu’une étude
internationale menée par Stupp et al. en 2005 ait prouvé son efficacité. Un
essai randomisé de phase lll, incluant 573 patients de 15 pays différents, a
comparé un groupe de patients traité par radiothérapie (60 Gy en 30 séances)
et un groupe traité par RT et témozolomide (TMZ) pendant et aprés la RT. La
dose de TMZ administrée était de 75 mg/m? de surface corporelle par jour
pendant six semaines pendant la phase concomitante, suivie d’une phase
adjuvante de six cycles d’une durée de 5 jours a une dose de 150 a 200 mg/m?
de surface corporelle par jour, répétée tous les 28 jours. Les résultats ont
montré un taux de survie a 2 ans de 10,4 % avec la RT seule et de 26,5 % avec
RT et TMZ (cf. figure 7), ainsi qu’une médiane de survie de 12,1 et 14,6 mois
respectivement. Ces différences significatives ont fait du TMZ le traitement de

référence pour les GBM (2).
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Figure 7 : Taux de survie globale des patients traités par radiothérapie seule (courbe
rouge) ou par radiothérapie et témozolomide (courbe bleue). D’apres Stupp et al., 2005. (2)

Le témozolomide est un agent alkylant de ’'ADN administré par voie orale.
Il provoque une alkylation de la guanine en position O6 et N7 de 'ADN ce qui
déclenche l'apoptose des cellules (49). Un enzyme de réparation de 'ADN, le
0O6-méthylguanine-ADN-méthyltransferase (MGMT) permet de réparer ces
lésions cytotoxiques en enlevant le groupement alkyl en position O6 de la
guanine. Cette enzyme est associée a la résistance de la tumeur aux agents
alkylants (50-53). En effet, il a été prouvé qu’'une méthylation dans la région du
promoteur MGMT entrainant une inactivation du géne MGMT (54) entraine de
meilleurs résultats sur la survie des patients traités par RT+TMZ. Hegi et al. a
déterminé le statut méthylé ou non du promoteur MGMT des patients inclus
dans I'essai de Stupp et al. (2) puis les a divisés en deux groupes. Les patients
avec le promoteur MGMT méthylé et traités par radiothérapie et témozolomide
avaient une survie médiane de 22 mois et un taux de survie a deux ans de 46
%, alors qu’ils n’étaient que de 15 mois et 23 % respectivement pour ceux
traités avec la RT seule. Dans les groupes de patients avec le promoteur
MGMT non méthylé et traités par RT+TMZ, la médiane de survie était de 13

mois et le taux de survie a deux ans de 14 %, ceux traités par RT seule avaient
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une survie médiane de 12 mois et un taux de survie a deux ans inférieur a 2 %
(55).

Le TMZ posséde une toxicité hématologique imposant une surveillance
durant toute la durée du traitement, il provoque aussi des nausées, des

vomissements et de la fatigue.

Avant la découverte du TMZ, une méta-analyse réalisée en 2002 sur 12
essais randomisés a montré l'efficacité de la chimiothérapie (associant une
nitrosourée plus ou moins une autre substance) par rapport a la RT seule
(augmentation du taux de survie a 1 an de 6 % et de la durée de survie
médiane de 2 mois). De plus les bénéfices de la chimiothérapie étaient
indépendants de I'age, du sexe, de I'histologie, de I'indice de performance et de
'étendue de la chirurgie. Cependant, les patients dont la tumeur n’était pas
opérable et avec un indice de performance faible n’ont pas montré
d’amélioration significative de la survie (19). Ce qui signifie que la
chimiothérapie donne des résultats satisfaisants chez les patients dont la
résection partielle ou totale et possible et avec un bon état général. Dans le cas
contraire et chez les patients trop agés, des soins palliatifs sont préférés a la

chimiothérapie.

Malgré les résultats obtenus avec le témozolomide, des progrées restent a
faire car la durée de vie reste modeste. D’autres cytotoxiques sont en phases
d’essais cliniques comme les nitrosourées dont la carmustine (BCNU), la
lomustine (CCNU) et la nimustine (ACNU) ou des inhibiteur de topoisomérase |
comme le topotécan ou lirinotécan, utilisés seuls ou en association avec

d’autres médicaments comme le bévacizumab (19, 57).
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2.4.Nouvelles thérapies

Les progrés réalisés notamment en chirurgie ainsi que les résultats
obtenus jusqu’a présent n’étant pas suffisants et les biotechnologies étant en
plein essor, les chercheurs se tournent désormais vers des thérapeutiques

ciblées.

Cela est également vrai pour tous les autres types de pathologies.
Actuellement, plus de 800 médicaments biologiques sont en développement
(cf. figure 8) ciblant plus de 100 maladies. Parmi ces produits biologiques en
développement, 352 concernent le cancer, dont 11 ont comme indication le

glioblastome et 7 le gliome.

Antisense

Cell Therapy
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Growth Factors

Interferons

Monoclonal Antibodies (mAb)
Recombinant Hormones/Proteins
RNA Interference

Vaccines

Other

Figure 8 : Médicaments biologiques actuellement en développement.

De nombreux mécanismes sont en cause dans la résistance des
glioblastomes a la chimiothérapie. L'un d’entre eux ayant déja été cité est la
non-méthylation de la zone promoteur du géne codant pour la protéine MGMT.
Les voies de signalisation du GBM entrent également en jeu et sont les cibles
de la plupart de ces molécules (cf.figure 9). Ces cibles et les molécules

thérapeutiques associées seront développées dans la partie suivante.
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Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans la pathogénése du glioblastome et
thérapies ciblées associées. D’'aprés Dedjid et al., 2009 (58).

Les médicaments de thérapie ciblée ne sont pas utilisés seuls mais en
combinaison avec le traitement standard. lls ne font pas (encore) partie de ce
schéma mais I'espérance de vie restant faible, les patients sont, en général,

encouragés a participer a des essais cliniques innovants.
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Partie 2. Thérapies ciblées et biothérapies

Malgré des années de recherche, le schéma de traitement standard des
glioblastomes donne toujours des résultats insuffisants puisque ce cancer reste
incurable. Cependant ces recherches ont permis d’identifier les altérations
génétiques conduisant au déreglement de plusieurs processus comme une
dérégulation de la croissance et de la prolifération cellulaire ainsi qu’une
résistance a l'apoptose. Plusieurs voies de signalisation et leurs récepteurs
sont en cause. Leur détermination a permis de mieux comprendre le

développement des GBM primaires et secondaires.

Les médicaments émergents (biologiques ou non) ciblent des composants
spécifiques de ces voies de signalisation, d’'ou le nom de thérapie ciblée. Ces
nouvelles molécules permettent d’agir de fagon spécifique sur les cellules de
GBM en limitant les effets indésirables et toxiques rencontrés lors de
traitements par chimiothérapie par exemple. Actuellement, prés de 700 essais
cliniques sont en cours, évaluant des traitements contre le glioblastome sur

clinicaltrials.gov (avril 2012).

1. Cibler les récepteurs de tyrosine kinase

1.1.Cibler EGFR

L’EGFR est une des cibles les plus étudiées a I'’heure actuelle puisque |l
est a l'origine de l'activation de voies de signalisation en cause dans la
tumorogenése du GBM. De plus son géne est muté dans 40 a 50 % des cas, il
est amplifié dans 40 a 60 % des GBM. Ces mutations sont surtout observées
dans les GBM I. Il s’agit d’'un récepteur de tyrosine kinase, membre de la famille

des protéines Her/Erb.
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1.1.1. Inhibiteurs de EGFR ou inhibiteurs de tyrosine kinase (KTI)

Les premieres molécules développées et dirigées contre 'TEGFR sont des
inhibiteurs spécifiques de ce récepteur. Elles agissent en bloquant un domaine
intracellulaire ATP. Les deux molécules les plus étudiées sont Ierlotinib
(Tarceva®) et le gefitinib (Iressa ®). Elles ont été étudiées dans des essais de

phases | et Il.

Seulement 10 a 20 % des patients répondent a ce traitement, il semblerait
que l'efficacité de ces molécules soit associée a un profil moléculaire particulier
avec coexpression de EGFRvIII et de PTEN par la tumeur. Plusieurs études ont
tenté de montrer un lien avec l'efficacité des traitements, le statut de EGFR
(sauvage ou muté EGFRVIII), la surexpression ou amplification de EGFR et la
présence de PTEN intact mais sans réponse claire (59-61), avec des résultats
parfois contradictoires (62, 63). De plus, les résultats de ces études ne sont pas
encourageants avec un taux de survie sans progression a 6 mois inférieur au
traitement par témozolomide ou carmustine, 11,4 % avec erlotinib contre 24 %
avec TMZ ou BCNU dans I'étude de van den Bent et al. (59).

Vingt-quatre essais cliniques sont en cours évaluant I'erlotinib seul ou en
combinaison dans des études de phase | et Il et dix pour le gefitinib. Ces deux

molécules sont prises oralement (clinicaltrials.gov, avril 2012).

1.1.2. Anticorps anti-EGFR

Deux anticorps anti-EGFR principaux sont en phases | a lll d’étude, le
nimotuzumab (Theraloc ®) et le cetuximab (Erbitux®). Le nimotuzumab est une
immunoglobuline G1 (IgG1) humanisée capable de se lier avec spécificité et
une haute affinité a 'TEGFR et de bloquer la liaison des facteurs de croissance,
inhibant ainsi l'activation des voies de signalisation sous-jacentes. Le
cetuximab est un anticorps chimérique ayant les mémes propriétés. lls sont
administrés par voie intraveineuse, le cetuximab a une posologie de 400 mg/m2

a la premiére injection puis 250 mg/m2 chaque semaine.
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L’avantage est que les anticorps sont bien tolérés mais leur activité reste
limitée (64). Une étude clinique de phase Ill comparant un traitement standard
avec radiothérapie, témozolomide et nimotuzumab a un traitement standard
sans nimotuzumab est actuellement en cours (NCT00753246, clinicaltrials.gov).
Quatre autres essais cliniques de phases | et Il évaluent le cetuximab, seul ou

en combinaison avec d’autres médicaments.

1.2.Cibler PDGFR (Platelet-derived Growth Factor Receptor)

PDGFR est un récepteur cellulaire ayant un réle dans la croissance
cellulaire et 'angiogenese (65). Son activation et surexpression sont impliquées

dans la pathogénicité des GBM.

Des inhibiteurs de PDGFR ont été synthétisés et testés. Le mésylate
d’'imatinib (Gleevec®) est l'inhibiteur de tyrosine kinase pour lequel le plus
d’'informations sont disponibles. Il est tres bien toléré, administré par voie orale
et posséde une activité plus intéressante en association avec le témozolomide
gu’en monothérapie (66). Une étude de phase Il a montré que l'imatinib en
association avec le TMZ donnait une médiane de survie sans progression (PFS

en anglais) de 14 semaines et un taux de PFS a 6 mois de 24 % (67).

Un essai de phase Ill a été mené et n'a pas été probant quant a l'efficacité
de limatinib (NCT00290771, clinicaltrials.gov). Treize autres essais incluant

cette molécule sont encore actuellement en cours.

1.3.Cibler VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)

Cette partie sera traitée dans le paragraphe 3. Cibler I'angiogenése car le
VEGFR est aussi un récepteur des facteurs de croissance mais impliqué dans

'angiogeneése.
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2. Cibler les voies de signalisation

La liaison des facteurs de croissance a leurs récepteurs vus
précédemment implique I'activation de ces derniers et de plusieurs voies de
signalisation (cf. paragraphe 1.5. Génétique de la partie 1). La transmission du
signal intervient par le recrutement de nombreux effecteurs et aboutit a la
dérégulation de la prolifération cellulaire, de la différentiation et de la croissance
cellulaire. Tous ces effecteurs sont donc des cibles potentielles pour de

nouvelles thérapies (cf. figure 9).

2.1. Voie Ras/MAPK

Une surexpression de Ras est observée dans la majorité des GBM. (68)
Elle est activée par une farnesyl transférase en Raf activée (kinase
sérine/thréonine). Raf phosphoryle une kinase MEK (mitogen-activated protein
kinase kinase) qui active MAPK (ou ERK) et induit des facteurs de transcription

nucléaires et donc une dérégulation des processus cités préecédemment (69).

Des inhibiteurs de farnesyl transférase comme le tipifarnib (Zarnestra®) et
le lonafarnib (Sarasar®) ont été développés mais ils ne montrent qu’une faible
activité (70, 71).

Le sorafenib, un inhibiteur de Raf et de PDGFR, ayant également des
propriétés antiangiogéniques par inhibition de VEGFR, donne des résultats
encourageants in vitro et chez I'animal. Une médiane de survie de 44 jours a
été observée chez des souris ayant été implantées avec des tumeurs
intracraniennes et traitées par sorafenib administré oralement, alors que dans

le groupe de souris non traitées, elle n’est que de 12 jours (72, 73).

Une douzaine d’études cliniques de phases | et Il sont actuellement en
cours concernant le sorafenib, six pour le tipifarnib et quatre pour de lonafarnib,

ils sont évalués seuls ou en association.
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2.2. Protéine kinase C (PKC)

L’activation des PKC permet la phosphorylation d’effecteurs comme Raf,
ce qui active la voie MAPK citée au-dessus (74). La prolifération des gliomes

malins est corrélée a I'activité des PKC (75).

Deux molécules ciblant les PKC sont étudiées, le tamoxifene, et I'aurine.
Le tamoxiféne est un anti-cestrogéne synthétique déja utilisé pour traiter le
cancer du sein. Outre son effet sur les récepteurs aux cestrogénes, il peut entre
autre inhiber les PKC (76). Cependant les résultats des études ne sont pas
encourageants car l'efficacité du tamoxifene n’a pas été prouvée. L’étude
clinique de phase Il menée par Spence et al. a été stoppée, faute d’efficacité du
traitement (77, 78).

L’enzastaurine interfere également avec les PKC. Des études précliniques
ont démontré les effets antiprolifératifs et anti-angiogéniques sur des gliomes
malins (79). Il est bien toléré (80) et a montré des résultats prometteurs dans
des études de phase Il. Cependant une étude de phase Ill a montré que
I'efficacité de I'enzastaurine n’était pas supérieure a celle de la lomustine seule.
(81)

Quatre études cliniques de phase Il sont en cours (clinicaltrials.gov) pour
le tamoxiféne et six pour l'enzastaurine dont un en phase Il évaluant

I'enzastaurine seule contre la lomustine (NCT00295815).

2.3. Voie PI3K/Akt

Comme nous l'avons vu précédemment (cf. Partie 1, paragraphe 1.5.
Génétique), la voie PI3K est une voie importante dans le développement malin
des gliomes, par le biais d’altérations génétiques (mutation de PTEN). De plus,
I'activation de cette voie conférerait une résistance des GBM a la radiothérapie
et au temozolomide. PI3K et Akt ont donc fait I'objet de recherches en tant que

cibles potentielles.



Les études menées sur des inhibiteurs potentiels de Akt (perifosine et
nelfinavir) ou de PI3K (LY294002) sont controversées. Certaines montrent une
augmentation de la sensibilité a la RT et au TMZ (82, 83) alors que d’autres

prouvent le contraire (84).

Trois essais phases | et Il sont en cours pour le nelfinavir associé au
traitement standard (RT+TMZ), un pour la perifosine en phase I/ll en

association avec le temsirolimus.

2.4. Inhibiteurs de mTOR

mTOR est un effecteur activé par Akt, il permet la phosphorylation de la
protéine ribosomale S6 par la protéine kinase S6. Ceci permet d’initier la

traduction.

Plusieurs inhibiteurs de mTOR ont été développés, dont les trois plus
importants sont le sirolimus (Rapamune®), le temsirolimus (Torisel®) et
l'everolimus (Afinitor®). Cependant les résultats nont pas montré de
prolongation de durée de vie pour les patients comparativement au traitement

standard, malgré une bonne tolérance au traitement (85-88).

Quatorze études cliniques de phases | et Il sont en cours pour le

temsirolimus, dix pour I'everolimus et quatre pour le sirolimus. lls sont évalués

seuls ou en association.

3. Cibler I’'angiogenése

L’angiogenése est une cible de choix pour ces nouvelles thérapies ciblées

car le GBM est 'une des tumeurs les plus vascularisées.
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3.1. Cibler VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)

Le VEGF est impliqué dans la pathogenése du GBM ou il est
généralement exprimé mais pas dans les gliomes de bas grade (89). Des
études ont prouvé que l'inhibition de VEGF inhibait la croissance des gliomes et
permettait une régression des vaisseaux sanguins (90, 91). L’angiogenése est

induite par I'activation de VEGFR suite a la liaison de VEGF.

La synthése de VEGF est activée et régulée par deux voies. La premiére
est celle de I'hypoxie, présente dans le microenvironnement des tumeurs et
induisant la production de VEGF (92). La deuxiéme est la voie de 'EGFR qui
active la voie PISK/Akt/mTOR, ce qui induit la production de VEGF (93). Cette
production peut également étre augmentée en induisant la transcription
d’ARNm par activation de la zone promoteur VEGF par 'EGFR (94).

3.1.1. Inhibiteurs de VEGFR

Plusieurs inhibiteurs de tyrosine kinase ont été testés, dont le cediranib
(Recentin® ou AZD2171), le vandetanib (Zactima ® ou ZD6474) et le vatalanib
(PTK787/ZK22584). Ces inhibiteurs sont bien tolérés (95, 96). Une étude de
phase Il évaluant le cediranib en monothérapie a montré des résultats
encourageants avec une survie sans progression a 6 mois (PFS-6) de 25,8%
contre 9 a 12 % avec un traitement standard (97).

Des essais cliniques sont en cours afin d’évaluer lefficacité de ces
inhibiteurs dont dix essais pour le cediranib (un en phase lll), cinq pour le

vandetanib et trois pour le vatalanib. lls sont évalués seuls ou en association.

Des KTI de 'EGFR ont également montré leur efficacité en diminuant
'angiogenése : le sorafenib (Nexavar ®) cité précédemment (cf. paragraphe 2.1
Voie Ras/MAPK) et le sunitinib (Sutent ®). Le sunitinib a montré une efficacité
limitée dans un essai de phase | en combinaison avec l'irinotécan avec un taux
de PFS-6 a 24 % (98).
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Douze essais cliniques de phases | et Il sont en cours pour le sorafenib et
dix pour le sunitinib. lls sont évalués seuls (le plus souvent pour le sunitinib) ou

en association avec le traitement standard ou d’autres molécules.

3.1.2. Anticorps anti-VEGF

Le bevacizumab (Avastin®) est le médicament de thérapie ciblée le plus
évalué et utilisé actuellement en association avec le traitement standard. Il a
été reconnu par les autorités de santé américaines (Food and Drug

Administration) comme traitement dans les GBM récurrents.

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé de type IgG1 qui
se lie spécifiquement a VEGF et I'empéche d’activer VEGFR et donc

'angiogeneése.

Vredenburgh et al. ont mené la premiere étude évaluant I'efficacité du
bevacizumab en association avec l'irinotécan. Cette étude a montré une PFS-6
de 36 % (99). Les résultats de I'imagerie médicale sont encourageants (cf.
figure 10). Cependant, la légitimité de [lirinotécan en association avec le
bevacizumab a été mise en cause. Dans une étude, Prados ef al. ont conclu a
une efficacité limitée de lirinotécan utilisé seul avec une PFS-6 de 15,7 % et
une toxicité importante (100). De plus, Kreils et al. ont montré des résultats
similaires a Vredenburgh mais en évaluant le bevacizumab seul (PFS-6 de 29
%) (101).
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Figure 10: IRM d’un patient atteint d’un glioblastome multiforme et traité par
bévacizumab et irinotécan. IRM en pondération T1 aprés injection de produit de contraste
avant traitement (A et C) et aprés 4 cycles de traitement (B et D). D’apres Vredenburgh et al.,
2007 (99).

Soixante dix-sept essais cliniques dont un en phase Ill (NCT00884741)
sont actuellement menés, évaluant le bévacizumab seul ou en association avec

le traitement standard, I'irinotécan ou d’autre molécules.

3.2. Thalidomide et dérivés

Le thalidomide a des propriétés anti-angiogéniques et anti-tumorales (102-
103).

Le thalidomide en combinaison avec le TMZ a montré une tolérance
acceptable et une bonne efficacité avec une survie médiane de 73 semaines
(104).
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Un dérivé du thalidomide, le Iénalidomide (Revlimid®) montre également

des résultats encourageants.

Onze études sont en cours pour le thalidomide et cinqg pour le

Iénalidomide.

3.3. Inhibiteurs d’intégrines

Les intégrines sont des récepteurs d’adhésion cellulaire avec un domaine
transmembranaire. Elles sont composées d’une sous-unité a et d’'une sous-
unité B. Il en existe 24 différentes se distinguant par leur spécificité de liaison et
la taille de leurs sous-unités. Les intégrines spécifiques aVpB3 et aVpB5 sont
présentes a la fois sur les cellules endothéliales et tumorales et impliquées
dans l'angiogenése. Les intégrines sont également impliquées dans la

migration, la prolifération, la différentiation et la survie cellulaire.

Le cilengitide est un inhibiteur des intégrines aV3 et aVp5, il est
administré par voie intraveineuse (IV). Les résultats des études cliniques se
sont révélés prometteurs en combinaison avec le témozolomide avec un taux
de PFS-6 de 69% et de PFS-12 de 33 %. La médiane de survie globale était de
16,1 mois (105). Dans cette étude également, les patients avec la zone
promoteur du géne MGMT méthylée avaient une espérance de survie
supérieure aux autres patients (cf. figure 11).

Une étude clinique de phase Il (NCT00689221) est en cours ainsi que
onze autres évaluant le cilengitide seul ou, dans le plus grand nombre d’études,

en combinaison avec d’autres traitements.
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Figure 11 : Courbes de survie globale de tous les patients (A) et en fonction du statut
MGMT (B). D’apres Stupp et al., 2005 (105).

3.4. Interférons (IFN) a et 8

L’interféron a a été testé dans une étude de phase Ill en combinaison
avec la carmustine (BCNU) (106), aprés avoir prouvé son efficacité dans des
études précédentes (107-108). Cependant les résultats de I'essai de phase Il
mené par Buckner et al. n'ont pas été concluants puisque I'lFN-a n’a pas
prouvé d’augmentation de la durée avant progression ou de la survie globale
des patients. L'IFN-a a également été testé en combinaison avec d’autres

agents, mais sans prouver son efficacité.
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Plusieurs études de phase | et Il ont prouvé I'absence de toxicité et
I'efficacité de I'lFN-B (109, 110). Deux essais de phase | sont en cours pour

IFN-B et un essai en phase Il pour I'lFN-a.

3.5. Inhibiteurs de COX-2

La cyclo-oxygénase 2 (COX-2) est une enzyme capable d’induire la
formation de prostaglandines. Le fait qu’elle soit exprimée dans les gliomes est
corrélé avec leur degré de malignité et est associée a une durée de survie plus
faible (111). Les inhibiteurs de la COX-2 dont le celecoxib (Celebrex®),
généralement utilisé pour leurs propriétés anti-inflammatoires, ont des
propriétés anti-angiogéniques et anti-tumorales (112-113).

Les résultats obtenus au cours de deux études de phase Il sont mitigés.
Une premiére étude a montré que I'addition de celecoxib au TMZ et thalidomide
n'apportait pas de bénéfice au traitement (114). Alors que Reardon et al. ont
obtenu des résultats encourageants en associant le celecoxib a l'irinotécan
(PFS-6 de 25,1% et médiane de survie globale de 31,5 mois) (115).

Le celecoxib est actuellement en cours d’évaluation dans quatre essais

cliniques de phase Il.

3.6. Endothélines

Les récepteurs endothéline-A (ET-A), spécifiques aux endothélines 1 (ET-
1) sont trés présents dans les glioblastomes (116). L’'ET-1 est un facteur de
croissance cellulaire important, elle est impliquée dans la régulation de la
prolifération cellulaire.

Atrasentan est un inhibiteur sélectif du récepteur ET-A développé pour
bloquer la liaison de 'ET-1 a 'ET-A, inhibant ainsi la prolifération cellulaire et

'angiogenése durant la croissance des gliomes (117).
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Une étude de phase | a montré que 'atrasentan était bien toléré mais son
efficacité n’a pas été prouvée (médiane de survie égale a 6 mois) (118). Un

essai de phase | est actuellement en cours.

4. Autres thérapies moléculaires ciblées

4.1. Inhibiteurs d’histone désacétylase (HDACI)

Les histones sont des protéines qui permettent I'organisation de I'ADN
dans le nucléosome (sous-unité composée de huit histones enroulée de
chromatine). L’acétylation ou non des histones se fait par deux enzymes,
'histone désacétylase (HDAC) et [l'histone acétyltransférase (HAT). La
structure de la chromatine et I'expression des génes sont régulées par ce
phénomeéne. L’inhibition de HDAC conduit a une hyperacétylation des histones,
ce qui relaxe la chromatine et permet I'expression sélective de génes

suppresseurs de tumeurs (119).

Dans cette optique, plusieurs HDACI dont le SAHA (acide hydroxamique
suberoylanilide ou Vorinostat®) ont été évalués. Une étude de phase Il sur le
SAHA administré seul a montré une absence majeure de toxicité mais une
efficacité modérée (PFS-6 de 23%) (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).
En revanche, associé a d’autres agents tels que le témozolomide, il semblerait
étre efficace mais cela reste a démontrer (121).

D’autres HDACI comme I'acide valproique (Depakote®),
traditionnellement utilisé comme antiépileptique ou thymorégulateur, et le
phénylbutyrate (Ammonaps®) sont également en cours d’évaluation mais leur

efficacité reste a prouver lors d’essais cliniques.

Actuellement onze essais de phases | et Il sont en cours pour le SAHA

dont six en combinaison avec le TMZ et deux pour 'acide valproique.
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4.2. Inhibiteurs du protéasome

Il existe également des inhibiteurs du protéasome. Le bortezomib est
capable d’inhiber la sous-unité 20S du protéasome. Une étude de phase | a
montré une PFS-6 de 15 %, ce qui n’est pas trés encourageant (122) mais des
études sont en cours pour I'étudier en combinaison avec d’autres médicaments

comme le TMZ, le vorinostat ou le bévacizumab (six en cours).

5. Thérapies combinées

Les molécules inhibant les récepteurs a tyrosine kinase précédemment
citéts n'ont pas montré d’efficacité ou une efficacité mineure utilisées en
monothérapie. Le fait de les combiner entre elles ou a d’autres molécules avec
un mécanisme d’action différent pourrait surmonter cette résistance au

traitement.

De plus, l'utilisation d’'inhibiteurs de cibles multiples comme le sorafenib
inhibant Raf, le PDGFR et le VEGFR ou le sunitinib inhibant le PDGFR et le
VEGFR montre des résultats prometteurs. Ces inhibiteurs sont également
combinés au traitement standard ou a d’autres molécules comme le

bevacizumab, I'erlotinib ou l'irinotécan.

6. Thérapie génique

Dans le cadre des cancers, le but de la thérapie génique est de remplacer
un géne suppresseur muté ou délété ou d’insérer un nouveau géne oncogene
au sein des tumeurs. Dans le cas des GBM, les génes principalement ciblés
sont les genes p53 et PTEN. lls sont généralement introduits dans les cellules
grace a des virus servants de vecteurs. Des études prouvent leur efficacité in
vitro ou chez I'animal mais les résultats chez 'lhomme sont encore décevants.

Un essai de phase | a montré que la transduction de p53 avec un adénovirus
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ne montrait pas de toxicité mais les virus restaient prés du point d’injection et

les cellules tumorales n’intégraient pas le géne (123).

7. Immunothérapie

7.1. Vaccination

Des antigenes associés aux tumeurs (TAAs) sont maintenant connus et
caractérisés. lls peuvent étre reconnus par notre systéme immunitaire. En les
injectant chez les patients, il est donc possible de provoquer une réponse
immunitaire, mais de faible niveau, chez les patients atteints de GBM. Ces TAA
se lient aux molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) et sont

alors reconnus par les lymphocytes T.

Plusieurs types de vaccins ont été et sont évalués, des vaccins de lysats
de cellules tumorales ou a base de peptides mais également des vaccins de
cellules dendritiques que nous allons développer. Les cellules dendritiques sont
les cellules présentatrices d’antigene (CPA) les plus efficaces pour I'activation
des lymphocytes T (LT). Elles expriment des molécules du CMH | et Il en

grande quantité. (124)

Des techniques de pulsation des cellules dendritiques avec des antigénes
ou des protéines permettent d’induire une réponse primaire T spécifique
impliquant les cellules T naives au repos ainsi que les cellules CD4+ (LT
helpers) et CD8+ (LT cytotoxiques). Cela se fait in vitro, avant injection
intradermique. Au travers de deux études de phase I, Yu et al. ont testé des
cellules dendritiques ayant subi une pulsation avec des peptides du CMH I. Les
patients ont montré une réponse médiée par les CD8+ dans 57% des cas.
Dans la seconde étude, ils ont utilisé des lysats de cellules tumorales pour la
pulsation des cellules dendritiques et 60 % des patients montraient une

réponse des CD8+. La médiane de survie globale était de 133 semaines contre
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30 semaines pour les patients dans le groupe traité par chirurgie et

radiothérapie uniquement (125, 126).

Les résultats de ces études étant encourageants, d’autres études ont
cherché a déterminer la localisation optimale du point d’injection et un schéma
d’injection induisant la meilleure réponse immunitaire. Une étude de phase | a
montré que les patients avec des injections intratumorale et intradermique
avaient une survie plus longue que les patients avec injections intradermiques
seules (127). Dans une autre étude de phase | évaluant trois schémas
vaccinaux, les patients avec le schéma le plus rapide avaient une survie sans
progression supérieure aux autres groupes (128). Le rindopepimut (ou CDX-
110) est un vaccin peptidique dirigé contre le mutant EGFRvIIl de EGFR qui a
montré son efficacité en augmentant les durées de survie sans progression et
de survie globale des patients (129). Il est actuellement évalué dans un essai
clinique phase Il en association avec le bévacizumab et dans un essai de

phase lll.

Toutes ces études ont montré un réel bénéfice sur la survie des patients
sans toxicité. Actuellement seize essais cliniques évaluent l'efficacité de la
vaccination par les cellules dendritiques dont sept en phase Il et une en phase
[1I.

7.2. Stimulation du systéme immunitaire

De méme, des molécules destinées a stimuler le systeme immunitaire ont
fait 'objet de nombreuses recherches, comme par exemple le tarbedersen (AP
12009), un inhibiteur de TGF-B2 (Transforming Growth Factor en anglais).

TGF-B2 est une cytokine qui diminue la stimulation des lymphocytes B et
T, elle inhibe également les cellules LAK (Lymphokine Activate Killer en
anglais) et augmente la production d’IL-10 par les macrophages. Le taux de
cette cytokine est fortement augmenté dans les gliomes de haut grade, sa

présence est corrélée a un mauvais pronostic. (130-132)
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Le trabedersen inhibe la production de TGF-B2. Une étude de phase Il a
montré des résultats encourageants puisque le trabedersen est la premiére
molécule de thérapie ciblée a montrer une efficacité eéquivalente au
témozolomide (133, 134). Une étude de phase lll est actuellement en cours
(NCT00761280).

8. Traitements locaux

Des traitements locaux administrés aprés la chirurgie sont envisageables
afin de minimiser ou de retarder les risques de récidives qui sont supérieurs a
90%. Actuellement, un traitement par chimiothérapie locale existe déja et est
utilisé, il s’agit du Gliadel® constitué de gaufrettes imprégnées de carmustine
qui sont insérées dans la cavité lors de la chirurgie (cf. paragraphe 2.1

Chirurgie, de la partie 1).

Un autre systéme de délivrance est en cours d’essai, il s’agit d’'un systéme
de délivrance par convection (CED en anglais). Un gradient de pression continu
permet d’administrer un médicament dans le parenchyme cérébral en évitant le
passage de la barriere hémato-encéphalique (BHE). Cela est souvent utilisé

pour les molécules de taille importante (135).

La cintredexine besudotox (CB ou IL13-PE38QQR) est actuellement
testée avec cette technique. Il s’agit d’'une cytotoxine chimérique recombinante
composée d’interleukine-13 fusionnée avec une forme mutée d’exotoxine A de
Pseudomonas aeruginosa. Cette protéine peut se fixer sur les récepteurs de
l'IL-13 présents uniquement sur les cellules de gliomes, ce qui permet a
I'exotoxine d’entrer dans ces cellules et d’induire leur apoptose (136, 137). Une
étude de phase Il comparant la cintredexine au Gliadel® a montré une
efficacité équivalente entre les deux approches, ce qui est trés prometteur pour
ce systéme de délivrance qui pourra étre utilisé avec d’autres agents de
thérapie ciblée (138).
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En résumé, la découverte et la compréhension des mécanismes entrant
en jeu dans la pathogénése de glioblastomes ont permis de développer des
médicaments ciblant directement ces mécanismes et leurs acteurs (cf. figure
12). Cependant de nombreuses molécules issues de ces recherches se sont
avérées inefficaces, certainement car tous les mécanismes et interactions

influant sur la malignité des GBM n’ont pas été découverts.

Il semblerait que la combinaison de ces molécules entre elles soit un des
éléments de réponse aux résistances des GBM aux traitements rencontrés

actuellement.

Parmi tous les médicaments de thérapie ciblée cités dans cette partie,
seul le bevacizumab a été reconnu comme traitement contre le glioblastome.
Les autres sont tous encore dans différentes étapes de la recherche clinique,
de la phase | a la phase lll. Sept autres médicaments donnent des résultats
satisfaisants et sont actuellement en phase Ill, a savoir le cediranib,
'enzastaurine, le cilengitide, I'imatinib, le nimotuzumab, le rindopepimut et le

trabedersen.
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Figure 12: Schéma récapitulatif des nouvelles approches thérapeutiques dans le
traitement du glioblastome et leurs cibles associées. D’aprés Sathornsumetee et al.,
2007. Abréviations : EGF, epidermal growth factor; ERK, extracellular regulated kinase; GDP,
guanine diphosphate; GTP, guanine triphosphate; HDAC, histone deacetylase; TGF-a,
transforming growth factor; HGF/SF, hepatocyte growth factor/scatter factor; IGF, insulin-like
growth factor; MEK, mitogen-activated protein extracellular regulated kinase; mTOR,
mammalian target of rapamycin; PDGF, platelet-derived growth factor; PIP2,
phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol (3,4,5) tri- sphosphate; PI3K,
phosphatidylinositide-3-kinase; PKC, protein kinase C; PLC, phospholipase C; PTEN,
phosphatase and tensin homolog. D’aprés Sathornsumetee et al., 2007 (139).

54



Partie 3: Exemple du développement d’une protéine pro-

apoptotique et complexités de production.

Comme nous l'avons vu précédemment, la dégradation des voies de
signalisation conduit au déreglement de 'apoptose au sein des glioblastomes et
a une résistance aux meédicaments induisant I'apoptose. De nombreuses
recherches sont actuellement menées afin de trouver des thérapies pouvant
induire de nouveau I'apoptose. Cela est vrai pour tous les types de cancer, dont

la principale cause de malignité est la prolifération cellulaire sans apoptose.

Dans cette optique, des travaux sont actuellement menés sur la protéine
pro-apoptotique Bak au sein du laboratoire HumProTher. Cette protéine est
produite en systeme acellulaire et a été testée sur des lignées tumorales et plus

récemment sur des animaux.

1. Développement de la protéine Bak

1.1. La protéine Bak

La protéine Bak est une protéine pro-apoptotique qui induit la mort
cellulaire. Elle appartient a la famille des protéines Bcl-2 (environ 30),

impliquées soit dans la survie cellulaire soit dans la mort cellulaire.

Les protéines de cette famille contiennent 4 domaines d’homologie
appelés BH (Bcl2 Homology domain) : BH1, BH2, BH3 et BH4. Les protéines
anti-apoptotiques incluant Bcl-2, Bel-xL et Mcl-1 possédent 2 ou 4 domaines BH
et inhibent la perméabilisation de la membrane mitochondriale. Les protéines
pro-apoptotiques quant a elles peuvent étre divisées en deux groupes : celles
qui contiennent 2 ou 3 domaines BH, dont Bax et Bak, et celles ne possédant

que le domaine BH3 en commun comme Bim, Bid et Bad, elles sont appelées
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BH3-only (140). Elles ont, grace a ces domaines, la capacité de se lier entre
elles (dimérisation). Certaines de ces protéines sont localisées sur les
membranes externes du noyau, de la mitochondrie et du réticulum

endoplasmique grace a leur domaine transmembranaire.

1.2. Apoptose

Il existe deux voies de signalisation moléculaire de I'apoptose : la voie
extrinséque et la voie intrinséque. Dans les deux voies, il y a relargage du
cytochrome c, protéine résidant dans I'espace inter-membranaire mitochondrial.
Dans le cytoplasme, le cytochrome c, en association avec d’autres facteurs
comme lI'endonucléase G, le facteur d’induction de l'apoptose (AIF) et de la
protéine smac/DIABLO, active la caspase 9 conduisant a une activation de la

pro-caspase 3 en caspase 3 effectrice (141).

Les protéines de la famille Bcl-2 (dont Bak) sont des régulateurs majeurs
de la voie intrinseéque de I'apoptose. En effet, ces protéines régulent 'apoptose
en contrOlant le relargage de cytochrome c par la mitochondrie. Bak, qui est
une protéine pro-apoptotique, favorise le relargage de cytochrome c (cf. figure
13). Le niveau d’expression entre les protéines pro et anti-apoptotiques
détermine la sensibilité de la cellule a 'apoptose. Ainsi, une surexpression de

Bak conduit a une augmentation de la sensibilité de la cellule a 'apoptose.
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Figure 13 : Régulation de I'apoptose. D’aprés de Ségal-Bendirdjian et al., 2005.

En présence de mitogenes ou de facteurs de croissance, Bad est
phosphorylée par Akt a la protéine cytosolique 14-3-3. Lorsqu’un stimulus
apoptotique atteint la cellule, cela entraine l'activation des protéines pro-
apoptotiques BH3-like dont Bad qui n’est plus retenue a la protéine 14-3-3 et
peut alors se lier a des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-xL (142, 143).
Cela entraine 'homodimérisation de Bak et Bax, permettant la formation de
pores dans la membrane mitochondriale, la libération du cytochrome ¢ et donc
'activation de la cascade des caspases conduisant a l'apoptose. Il a été
démontré qu’une restauration de I'apoptose dans des cellules cancéreuses était

possible en activant Bak (144).

1.3. Protéoliposomes Bak

Bak est une protéine membranaire. Ces protéines représentent 30% des
protéines totales de l'organisme et sont impliquées dans des processus
biologiques essentiels. Cependant leur étude est difficle car ce sont des
protéines hydrophobes formant des agrégats ou se repliant de fagon incorrecte
lors de leur expression en systéme de production dit classique : systemes
cellulaires procaryotes ou eucaryotes (cellules de mammiféres, de levures ou

d’insectes). Leur production ainsi que leur administration est donc délicate et
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nécessite des systémes innovants afin d’obtenir des rendements satisfaisants

pour envisager des études fonctionnelles ou structurales.

Cela peut étre envisagé grace a des vecteurs de type liposomes ayant
montré un potentiel intéressant. En effet, ils ne sont pas toxiques, des ligands
spécifiques peuvent étre attachés a leur surface afin de cibler les tissus ou
organes deésirés. Enfin, ils peuvent protéger les molécules de la dégradation,
par des enzymes par exemple et augmenter leur concentration au sein de la
cible, ainsi que leur temps de circulation (145). Cette augmentation du temps
de circulation peut étre faite en greffant soit des immunoglobulines de type 1gG
(immunoliposomes), soit des polymeres biocompatibles comme le polyéthyléne
glycol (PEG) (146).

Un autre argument en faveur des liposomes est que les tumeurs ont une
caractéristique spécifique appelée phénoméne de permeéabilité et rétention
tissulaire (EPR en anglais) augmentant la perméabilité vasculaire autour de la
tumeur. Cela permet initialement une croissance plus rapide de celle-ci, ce qui
facilite aussi le passage de macromolécules et d’agents lipidiques (147). Les
liposomes s’accumulent donc plus facilement dans la tumeur que dans les
autres tissus ou organes, ce qui permet une délivrance plus importante a
I'intérieur de la tumeur et une diminution de la toxicité et de potentiels effets

secondaires dans les autres tissus.

L’utilisation des liposomes dans la formulation de la protéine Bak
permettrait donc de faciliter son administration, d’éviter sa dégradation,
d’augmenter sa durée de vie ainsi que le temps de circulation et enfin

d’optimiser sa concentration en ciblant spécifiquement les glioblastomes.

Cependant, il reste le probléeme de la production de cette protéine
membranaire, difficile dans les systémes d’expression classiques car les

rendements sont faibles et des agrégats peuvent étre présents.

Pour se faire, une technologie innovante (brevet n°® WO 2008152262) a

été développée reposant sur la surexpression acellulaire. La synthése des
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protéines se fait in vitro a I'aide d’'un systéme commercialisé par la société
Roche, le kit RTS (Rapid Translation System 100 et 500). Des liposomes
synthétiques pégylés sont ajoutés au mélange réactionnel afin que la protéine
conserve son environnement naturel et soit repliée correctement ; le produit
final est appelé protéoliposome (148). De plus, des peptides d’adressage

spécifiques des glioblastomes sont greffés sur les liposomes.

2. Résultats obtenus au laboratoire

2.1. Résultats in vitro

Au laboratoire les LB sont donc produits grace au systéme RTS (cf. figure
14, A). Les LB ainsi obtenus sont efficaces sur plusieurs lignées de cellules
incluant les GL26 (glioblastomes de souris), les HCT116 (carcinomes humains)
et les Saos2 (ostésarcomes humains). En effet, ils sont capables de diminuer la

viabilité cellulaire des ces différentes lignées (cf. figure 14, B et C).
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Figure 14 : Production des protéoliposomes Bak (A) et activité sur la viabilité cellulaire
(B)(C).

2.2. Résultats in vivo



Suite aux résultats obtenus in vitro, des tests ont été menés chez I'animal.
Les résultats ci-dessous montrent les effets des protéoliposomes Bak (LB) sur
des souris qui ont développé une tumeur aprés injection de cellules de
glioblastome (GL26) (Liguori et al., In Preparation). On peut voir une régression
totale de la taille des tumeurs 35 jours aprés le développement de celle-ci, et
cela chez 4 souris sur 7 (figure 15, A). On constate également une amélioration

trés nette de la survie des souris (figure 15, B).
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Figure 15: Cinétique de la croissance des tumeurs aprés injection de cellules de
glioblastome, développement de la tumeur et injection de protéoliposomes Bak (LBak)
ou BH3 seul (LBH3) (A). Pourcentage de survie des souris aprés injection de
protéoliposomes Bak ou Bak sans BH3 (LABH3) (B).

3. Perspectives

Une nouvelle évaluation sur l'efficacité des LB a été effectuée sur des
souris et un dossier a été constitué afin d’entrer dans des phases précliniques
de développement. Cela permettra de déterminer la dose efficace et la toxicité
éventuelle chez l'animal. L’objectif étant d’amener cette protéine en phases

cliniques sous 4 a 5 ans.

Cependant, il reste un probléme majeur a résoudre avant d’atteindre ces
prochaines étapes qui est la production des LB. Comme vu précédemment, au
sein du laboratoire HumProTher, celle-ci est réalisée avec un kit commercial de

la société Roche.
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Ce kit contient un lysat bactérien a base d’E. coli, un mélange réactionnel,
des acides aminés et de la méthionine, tous sous forme de lyophilisat. Lors de
la réaction de synthese du LB, il faut ajouter au mélange de ces composants
les liposomes ainsi que le plasmide contenant le vecteur codant pour la
protéine Bak. Les liposomes sont issus d'un mélange de quatre lipides

synthétiques.

Les LB obtenus sont ensuite purifiés sur un gradient discontinu de
sucrose. Une ultracentrifugation permet de séparer les protéoliposomes des
liposomes seuls et des protéines agrégées n’ayant pas été insérées dans les
liposomes. Cette méthode de production donne un rendement final de l'ordre
du milligramme de protéoliposomes Bak par mL de réaction. Le kit de la société
Roche permet de réaliser environ 96 réactions de 50 pL soit un volume

maximal de 4,8 mL.

Ce taux de production n’est évidemment pas adapté. Dans ce cadre-la, |l
est nécessaire de passer a un niveau supérieur en réalisant une ligne de

production pilote intégrant en partie les exigences des autorités de santé.

Cependant cette ligne de production serait basée sur un systéme innovant
qui n'a jamais été utilisé pour la production de biomédicaments. Il faut donc
imaginer ce procédé sur des aspects nouveaux en se basant sur les lignes plus
classiques de production de médicaments biologiques de sorte a ce qu’elle soit
approuvée par les instances reglementaires, a savoir TAFSSAPS (Agence

Francaise de Sécurité Sanitaire) et 'TEMA (European Medicines Agency).

La société Synthelis est une start-up née des recherches du laboratoire en
systéme acellulaire, dont l'offre de service est la production de protéines
membranaires a facon. Elle produit, en collaboration avec le laboratoire, des
protéoliposomes Bak grace a un systéme acellulaire innovant développé et
optimisé au sein de la start-up. Le principe est le méme qu’avec le kit RTS® de
la société Roche sauf que le lysat, le mélange énergétique ainsi que les acides

aminés sont préparés au sein de la société.
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Le volume maximum de réaction est de 30 mL (contre 5 avec le kit RTS)
avec le matériel dont la société dispose actuellement, cependant ce systéme de
production acellulaire peut étre adapté en fonction des besoins et surtout il peut
étre transposé a plus grande échelle afin de produire des quantités de LB
beaucoup plus conséquentes. Il existe notamment a San Francisco une société
nommée Sutro Biopharma, dont le principe de production in vitro est identique,
capable de produire jusqu’a 100L de volume réactionnel. (149) Ce procédeée
permet actuellement une production de plusieurs milligrammes de

protéoliposomes et de facon reproductible.

La société s’est récemment équipée de matériel permettant de produire
des lots de lysat cellulaire de fagon plus reproductible et en plus grande
quantité, ceci dans le but d’obtenir des lots précliniques de protéoliposomes

Bak répondant partiellement aux exigences de qualité des autorités de santé.

Cependant de nombreuses étapes restent a franchir avant d’accéder aux
phases cliniques. La premiére étape importante étant de prouver I'efficacité et

I'absence de toxicité des protéoliposomes Bak durant les études précliniques.

Cela passe par :

- la démonstration de I'activité anti-tumorale (pharmacodynamie),

- la détermination de la dose initiale, du schéma d’administration et de la
voie d’administration chez 'homme

-I'étude des aspects toxicologiques des LB (tératogénicité,

génotoxicité...).

Ensuite il s’agira de produire des lots reproductibles, surs et tragables.

4. Développement des nouvelles thérapies et obstacles
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Cet exemple montre a quel point les processus de développement des
molécules biologiques a visée thérapeutique sont longs et compliqués a mettre
en place. Le schéma suivant illustre les différentes phases et durées de

développement d’'un médicament biologique (cf. figure 16).

Demande
Accord pour débuter les d.’autorisation de’
essais sur 'homme (6 a mise sur le marché
8 semaines) (6 a 18 mois)

«Tests in vitro et «Tests in vitro et sursTests sur 10 a 50 eTests sur %uelques-Tests sur quelques
e

sur animaux animaux volontaires sains  centaines miliers de

«5 36 ans #1244 ans +3 3 12 mois malades malades

6,01 %* «0,9 0* 020 %* *la4ans *2 a6 ans
*33 %* =60 %*

*: chances d’atteindre
la mise sur le marché

Figure 16 : Etapes du développement d’une molécule biologique de la découverte
jusqu'a la mise sur le marché et chances d’atteindre la commercialisation.

Parmi tous les médicaments cités dans la partie 3, seulement sept sont en
phase Ill de développement clinique. |l faut savoir que sur 10 000 molécules
identifiées en phase de découverte, seulement une sera mise sur le marché,

les autres ayant échoué aux précédentes étapes.

Les colts de production sont complexes a estimer pour chacun de ces
médicaments. D’'une part, certains sont en phase de développement et d’essais
cliniques ou possédent une autorisation temporaire d’utilisation (ATU). Il
n'existe pas encore de chaine de production définie sur laquelle des colts
peuvent étre calculés. De plus, on ne peut pas connaitre le montant total de la
thérapie puisque le médicament n’est pas encore commercialisé, nous ignorons
donc son prix. D’autre part, pour les médicaments existants sur le marché, ils
ne sont pas nécessairement indiqués dans le traitement des GBM, la posologie

n’est donc pas officiellement définie et peut varier d’un essai a 'autre.

Dans tous les cas, les dépenses engagées dans la recherche, le
développement et Ila production des médicaments biologiques sont

incontestablement supérieures a celles des médicaments plus classiques, de

64



synthése chimique. La répercussion est engendrée directement sur les prix de

vente des médicaments innovants.

Nous allons prendre lI'exemple des médicaments les plus utilisés
actuellement dans le traitement des glioblastomes et ceux étant en phase lll,
soit le ttmozolomide, le bévacizumab, le cediranib, le cilengitide, 'enzastaurine,
limatinib, [irinotécan et le nimotuzumab. L’évaluation du coldt de ces
traitements est réalisée pour un seul traitement et pour une durée de six mois,
en se basant sur les doses administrées dans les essais cliniques. La surface
corporelle utilisée est de 1,7 m?, il s’agit de la surface corporelle moyenne d’un

adulte, pour un patient de 70 kg.

Les prix officiels concernant le cediranib, le cilengitide, 'enzastaurine et le
nimotuzumab ne sont pas connus car ce sont des médicaments en phase de
développement, ils ne sont pas commercialisés. Le cilengitide et le

nimotuzumab peuvent faire 'objet d’autorisation temporaire d’utilisation.

Les posologies suivantes ont été utilisées :

- témozolomide :

o chimiothérapie (CT) concomitante : 75mg/m?/prise pendant 42 a
49 jours (durée de la radiothérapie),

o CT adjuvante initiale : 150 mg/m?%prise pendant 5 jours sur 28
jours (1°" cycle),

o CT adjuvante d’entretien : 200 mg/m?%/prise pendant 5 jours tous
les 28 jours, la dose est a reévaluer et/ou diminuer en fonction des
effets indésirables,

- bévacizumab : 10 mg/kg/prise toutes les 2 semaines pendant 6
semaines,

- imatinib : la dose d’imatinib est différente chez les patients prenant des
anti-épileptiques induisant des enzymes (EIEAD pour enzyme-inducing
antiepileptic drugs, en anglais) du cytochrome P450 comme le CYP3A4.
Le métabolisme du foie de ces patients permet de dégrader plus

rapidement I'imatinib ou [lirinotécan, nécessitant alors des doses
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supérieures pour étre efficace. Les EIEAD incluent la carbamazépine,

I'oxcarbazépine, la phénytoine, le phénobarbital et la primidone.

o Sans EIAED : 400 mg par jour pendant 28 jours,

o Avec EIAED : 500 mg/prise, 2 fois par jour pendant 28 jours.

- irinotécan :

o Sans EIAED : 125 mg/m?/prise toutes les 2 semaines pendant 6

semaines
o Avec EIAED : dose de 340 mg au lieu de 125 mg.

. Colt CT Colt CT Total CT
. Colit CT . . .
Prix TTC ) adjuvante adjuvante concomitante
concomitant .
au mg (€) e (€) (1er cycle) (5 cycles et adjuvante
(€) suivants) (€) (€)
Témozolomide 0,176 1.009,8 224,4 1.496 2.730,2
Prix TTC Colt de la 1ére Colt pour un cycle Colit pour 6
au mg (€) prise (€) de 28 jours (€) cycles (€)
Bévacizumab 2,78 1.946 3.892 23.352
. Non EIAED : 79,2 2.217,6 13.305,6
Imatinib 0,198
EIAED : 198 5.544 33.264
. 3 Non EIAED : 352,75 705,5 4.233
Irinotécan 1,66
EIAED : 959,48 1.918,96 11.513,76

Tableau Il : Colts de différents traitements des glioblastomes.

Le tableau Il montre les différents colts de traitement engendrés d’'une

part par la chimiothérapie par témozolomide, d’autre part par trois molécules de

thérapie ciblée. Le deuxiéme axe de traitement est de 2 a 20 plus cher que la

chimiothérapie si

'on compare

le schéma de traitement classique a

'association de lirinotécan et du bévacizumab. Cependant l'efficacité des

thérapies innovantes ne peut pas étre comparée en ces proportions a la CT

mais elle promet quand méme une qualité de vie supérieure avec une toxicité

moindre.
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DISCUSSION

Depuis la découverte du glioblastome, de nombreux traitements ont été
mis en place pour tenter de faire reculer ce cancer au pronostic trés mauvais.
Cependant les résultats de ces traitements ont été décevants, ne prolongeant
pas ou peu la survie globale des patients et naméliorant pas le taux de
récidives des glioblastomes (85 % des cas). La derniére décennie a été
marquée par deux choses dans la prise en charge du glioblastome. La
premiere étant les progrés réalisés en chirurgie et en radiothérapie et la
deuxieme étant la découverte du témozolomide. En effet, l'utilisation, sous
lumiére fluorescente, de I'acide 5 aminolévulinique pour assister les chirurgiens,
a permis d’améliorer de fagon significative I'étendue de résection de la tumeur.

Par conséquent, la durée de vie des patients a augmenté. (150)

En ce qui concerne la radiothérapie, un certain nombre de techniques
visant a augmenter la dose d’irradiation comme la brachythérapie et
I'hyperfractionnement ou a utiliser des radiosensibilisants ont été évaluées sur
des patients ayant un GBM. Nonobstant, aucune de ces approches n’a fait ses
preuves par rapport a la thérapie conventionnelle déja utilisée. La radiothérapie
avec modulation d’intensité n’a pas montré d’amélioration significative sur la
survie des patients mais pourrait permettre de diminuer la dose d’irradiation, ce

qui diminuerait la toxicité due aux rayons. (151)

La découverte du témozolomide et son utilisation pour le traitement des
glioblastomes ont permis de prolonger la survie globale des patients de fagon
significative. Ce qu’avaient démontré les autres cytotoxiques précédents mais
dans une moindre mesure. (19) Stupp et al. ont également mis en évidence le
phénomeéne de résistance des GBM au témozolomide en fonction du statut de
la zone promoteur du gene MGMT. (2) Ce phénoméne est également observe
pour les autres agents alkylants utilisés en chimiothérapie. Hegi et al. ont
prouveé que les patients n’exprimant pas la protéine MGMT (zone du promoteur
méthylée) avaient une espérance de vie plus longue que ceux qui I'exprimaient.
La méthylation du promoteur MGMT est donc un des premiers biomarqueurs

prédictifs de la réponse a la chimiothérapie identifié dans les glioblastomes et

67



les gliomes malins en général. La premiére stratégie pour tenter de lutter contre
ce phénomeéne a été de changer le schéma d’administration du TMZ. Deux
plans de traitement ont été testés dans une étude de phase Il, un premier
schéma « dose-dense » soit 150 mg/m? de TMZ pendant 7 jours la premiére et
la troisiéme semaine d’un cycle de 28 jours, réalisé sur 6 cycles et un deuxiéme
schéma, dit métronomique, consistant en une prise de 75 mg/m? de TMZ toute
la durée du cycles soit 28 jours pendant 6 cycles. Ces deux schémas
d’administration ont montré des résultats satisfaisants avec une médiane de
survie a 17,1 et 15,1 mois pour chaque groupe, un taux survie globale a un an
de 80 et 69 % et une durée de survie sans progression de 6,6 et 5 mois (152).
Cependant le lien entre la méthylation de MGMT et la réponse des patients au

traitement n’a pas été effectué dans cette étude.

Une deuxiéme stratégie a été d'utiliser des inhibiteurs spécifiques de
'enzyme MGMT comme le O6-benzylguanine, ou des inhibiteurs de la poly
(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP-1), une enzyme de réparation des cassures
de brin impliquée dans la réparation de 'ADN et la voie de signalisation de p53.
Alors que le O6-benzylguanine n’a pas montré d’amélioration significative sur la
survie des patients avec un GBM récurrent (153), les inhibiteurs de PARP-1 ont

prouve leur activité anticancéreuse dans plusieurs types de cancer (154).

Plus récemment, des chercheurs ont testé in vitro et in vivo, I'utilisation de
petits ARN interférents (ARNsi) encapsulés dans des liposomes cationiques
servant de vecteurs. lls ont montré que I'administration de ces liposomes en
combinaison avec du TMZ diminuait la résistance des tumeurs au TMZ avec

une réduction des tumeurs supérieure a I'administration de TMZ seul (155).

De méme, il semble que linterféron B (IFN-B) améliore visiblement la
chimiosensibilité du TMZ. Dans une étude clinique récente de phase |, I'lFN-3
en combinaison avec le TMZ est bien toléré et semble amélioré la survie des

patients, une étude de phase Il est en cours pour confirmer cela. (156)

L’émergence actuelle des thérapies ciblées et des biothérapies sera sans

doute a l'origine des futurs événements majeurs de la prise en charge des
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glioblastomes. En effet, La thérapie ciblée a déja fait ses preuves, par exemple
dans les cancers du sein et du colon. Le trastuzumab (Herceptin ®) est un
anticorps monoclonal qui inhibe les récepteurs HERZ2, il est utilisé dans les
cancers du sein pour lesquels ses récepteurs sont actives. De méme, le
cetuximab qui est aujourd’hui évalué comme traitement contre le glioblastome,
est généralement utilisé dans les cancers colorectaux métastatiques chez les
patients qui portent le gene KRAS de type sauvage exprimant le récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR). De plus, la compréhension des
mécanismes moléculaires induisant la pathogenése des GBM, et des
modifications génétiques associées a permis le développement de nouvelles
molécules ciblant les voies de signalisation impliquées, comme les voie des
facteurs de croissance et de [l'angiogenése. Cependant, les molécules,
notamment des inhibiteurs de tyrosine kinase, utilisées jusqu’ici en
monothérapie ont montré une efficacité thérapeutique limitée. Les mutations
génétiques observées dans ces tumeurs les rendent hétérogenes et résistantes
a ces thérapies ciblées. L’association de plusieurs molécules entre elles ou
I'utilisation de molécules ayant plusieurs cibles semblent prometteuses mais le

risque associé est d’augmenter les effets indésirables et toxiques.

Une seule de ces molécules a actuellement été approuvée pour le
traitement des GBM par les autorités de santé américaines, le bévacizumab.
Néanmois cet anticorps fait I'objet d’'une controverse sur son efficacité
thérapeutique. Il a été approuvé en combinaison avec l'irinotécan car cette
association a montré son efficacité dans le traitement des cancers colorectaux.
L’efficacité de l'irinotécan contre le glioblatome est fortement remise en cause
et plusieurs études ne montre pas d’amélioration de la survie des patients et

une forte toxicité avec l'irinotécan utilisé en monothérapie. (100, 157, 158)

Malgré les résultats décevants de la thérapie ciblée, il existe encore de
nombreuses molécules en développement, notamment le cediranib, le
cilengitide, I'enzastaurine, I'imatinib, le nimotuzumab, le rindopepimut et le
trabedersen qui sont évalués dans des études cliniques de phase Il et dont les
résultats ne sont pas encore connus. De plus, d’autres approches telles que la

thérapie génique ou I'immunothérapie sont encore en phase de développement
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mais semblent trés encourageantes.

L’absence de réponse aux traitements de thérapie ciblée est observée
chez la majorité des patients mais il existe quelques cas particuliers ou la
réponse peut-étre positive. Cela est le cas pour I'erlotinib, pour lequel son
efficacité a été démontrée chez des patients avec un profil moléculaire
particulier : EGFR est activé mais PTEN ne l'est pas (63). A linstar de
I'erlotinib, et toujours dans le but de traiter le GBM efficacement, des profils
moléculaires personnalisés pourrait permettre de décider du traitement
(monothérapie ou association) a administrer. La détermination du statut de la
zone promoteur du géne MGMT permet déja de déterminer si le TMZ sera
efficace chez les patients et est actuellement un critére d’inclusion pour les
essais cliniques récents. Mis a part celui-ci, il n'y a pas d’autre marqueur
moléculaire validé qui permette de distinguer les patients susceptibles de
répondre de ceux qui seront réfractaires aux traitements. Le développement
d’'un profil d’expression génétique et moléculaire type permettant de prédire la
réponse des patients au traitement standard serait un premier pas vers une
thérapie personnalisée et une prise en charge plus efficace des patients. Tout
d’abord, cela permettrait d’identifier les patients réfractaires et de leur proposer
de participer a des essais cliniques évaluant d’autres approches plus tot, ceci
afin d’augmenter leur chance de survie. Enfin, la connaissance de ce profil
d’expression pourrait étre utilisée dans des études cliniques innovantes avec
des critéres d’inclusion moléculaires (159). D’autres facteurs pronostics sont
également a prendre en compte dans la malignité des glioblastomes tels que
'age, le sexe du patient mais également la la taille et la localisation de la
tumeur. Ces facteurs sont plus faciles a identifier que le profil moléculaire mais

ils permettent de prédire la durée de vie des patients.

L’exemple de la recherche sur les protéoliposomes bak montre les
difficultés rencontrées lors du développement et de la production des molécules
biologiques a visée thérapeutique en général. De plus, la production des LB est
un pari trés risqué car il s’agit d’'une molécule totalement innovante sur
plusieurs plans. Tout d’abord, Bak est une protéine membranaire visant a

restaurer I'apoptose, aucune protéine de ce type n’est actuellement utilisée
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dans le traitement des glioblastomes. Ensuite elle est produite grace a un
systéme de production acellulaire n’ayant encore jamais servi a des fins
thérapeutiques. Enfin le vecteur utilisé est lui aussi innovant puisque il s’agit
d'un liposome. Ces LB ont un potentiel exceptionnel avec de nombreuses
perspectives thérapeutiques. A I'image de ce qu’ont apporté les anticoprs
monoclonaux produits aujourd’hui a grande échelle. Toutefois, cela ne sera

possible que si les problémes de production et d’administration sont résolus.

Pour finir, les exigences des autorités de santé sont contraignantes mais
visent a garantir la qualité et 'efficacité du médicament ainsi que la sécurité des
patients. Les colts engendrés pour la recherche, le développement et la
production sont considérables, ce qui se répercutent sur le colt élevé des

thérapies innovantes pour le traitement des glioblastomes.
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TITRE : Nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement du

glioblastome. Exemple du développement d’'une protéine pro-apoptotique.

CONCLUSION

Les glioblastomes sont les tumeurs les plus communes et les plus
agressives du systéme nerveux central et de mauvais pronostic. Du fait de son
caractére agressif et infiltrant, le glioblastome est un des cancers pour lequel
nous sommes le plus démuni sur le plan thérapeutique. Le schéma de
traitement standard actuel comprend une chirurgie de résection la plus large
possible, suivie d’une radiothérapie et d’'une chimiothérapie concomitante et
adjuvante par témozolomide. Les progres réalisés dans les traitements
standards notamment en chirurgie et I'arrivée du témozolomide en 2005 n’ont
pas été satisfaisants. En effet, 'espérance de vie reste médiocre pour les

patients atteints de glioblastome, allant de quelques mois a quelques années.

La dérégulation des mécanismes moléculaires conduisant a I'apoptose est
un phénomeéne récurrent dans les cancers et plus spécifiguement dans les
glioblastomes. L’angiogenése joue également un rdle prédominant dans le
développement de ces tumeurs. La compréhension de ces déréglements
moléculaires et génétiques a permis, d’'une part, I'apparition de nombreuses
molécules de thérapies ciblées permettant d’augmenter la durée de vie des
patients. Ces thérapies ciblées sont trés variées et vont des molécules
synthétiques aux médicaments biologiques comme des vaccins recombinants
ou des anticorps monoclonaux. L’association de ces nouvelles thérapies avec
les thérapies conventionnelles semble étre une nouvelle approche trés
prometteuse dans le traitement des glioblastomes. Malgré une réponse mitigée
aux traitements, certaines molécules sont en bonne voie de développement
avec quelques essais cliniques en phase Il et le bévacizumab, en association

avec l'irinotécan, est désormais reconnu comme traitement des récidives.

D’autre part, la notion de traitement biologique ciblé en fonction d’un profil

moléculaire et génétique tumoral particulier a émergé de la connaissance de
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ces mécanismes. |l est possible, dans un avenir proche de voir se développer
une thérapie personnalisée spécifique d’une tumeur donnée, chez un patient
donné. Cela est déja appliqué pour le statut du gene MGMT servant de facteur
de pronostic et de critere d’inclusion dans les essais cliniques récents. La

méthylation de ce geéne est un facteur de réponse au témozolomide.

Malgré I'avancée considérable que représentent ces nouvelles molécules,
le colt de certaines de ces thérapies innovantes représente un frein pour les
patients, surtout aux USA ou le systéeme de santé est trés différent de celui de
la France. Il se pose alors un vrai probleme d’éthique, a savoir si la classe
sociale doit déterminer I'accés aux soins. Il se pose également le probleme de
la balance cout/efficacité, le bévacizumab a montré que la prolongation de la
survie valait le colt du traitement mais nous ne savons pas encore ce qu’il en

est des autres traitements émergents.

En conclusion, le nombre croissant de nouvelles thérapies rentrant en
phases cliniques, combinées ou non avec des molécules biologiques ciblées,
vont certainement permettre d’apporter rapidement des solutions pour le

traitement du glioblastome et un meilleur confort de vie pour les patients.
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Nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement du glioblastome.

Exemple du développement d’une protéine pro-apoptotique.

RESUME

Le glioblastome est la tumeur du cerveau la plus fréquente et la plus
agressive. Il n’existe actuellement pas de traitement curatif de ce cancer. Les
thérapies standards utilisées actuellement sont la chirurgie de résection
macroscopique et la radiothérapie externe en association avec une
chimiothérapie concomitante et adjuvante, le plus souvent par témozolomide.
Grace a la découverte du témozolomide et des progrés accomplis au niveau de
la chirurgie et de la radiothérapie, la durée de vie des patients a été augmentée
de fagon significative mais pas suffisamment. La compréhension des
déréglements, notamment de Il'apoptose et des voies de signalisation,
conduisant au développement des glioblastomes est corrélée avec I'essor de
nouvelles molécules. Il s’agit de thérapies ciblées agissant, entre autre, sur les
effecteurs ou les récepteurs de ces voies de signalisation. Leur nombre est en
constante augmentation et les résultats obtenus par certaines de ces molécules
sont trés prometteurs. Cependant le colt d’'un traitement de thérapie ciblée
reste élevé et peut-étre un frein pour I'accés au traitement des patients. Quoi
gu’il en soit, ces potentiels médicaments, en combinaison avec les traitements

standards, représentent un espoir dans la prise en charge des glioblastomes.

Mots-clés : glioblastome, traitements, témozolomide, thérapie ciblée, apoptose,

essai clinique.
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