Faculté
de Pharmacie
Aix--Marseille Université

THESE

PRESENTEE ET PUBLIQUEMENT SOUTENUE DEVANT LA
FACULTE DE PHARMACIE DE MARSEILLE

Le 15 Mars 2019
PAR
Mlle Aurélie LOMBARD

Née le 28 Mai 1991 a Saint Tropez

EN VUE D’OBTENIR

LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

TITRE :

Modélisation Pharmacocinetique — Pharmacodynamique
et nouvelles stratégies thérapeutiques en immuno-oncologie

JURY :
Président et Directeur de thése : M. Le Docteur Joseph Ciccolini
Membres : M. Sylvain Fouliard

Mme Le Docteur Florence Gattacceca

M. Le Professeur Dominique Barbolosi

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12



Liste des enseignants

ADMINISTRATION :
Doyean -
Vice-Doyens :

Chargés de Mission :

Conseailler du Doyen :
Doyens honoraires :

Professeurs éméritas :

Professeurs honoraires :

Chef das Services Administratifs -
Chef de Cabinet :

Responsable de la Scolarité :

Mme Francoise DIGNAT-GECRGE
M. Jean-Paul BORG, M. Frangois DEVRED, M. Pascal RATHELOT

Mme Pascale BARBIER, M. David BERGE-LEFRAMNC, Mme Manon
CARRE, Mme Caroline DUCROS, Mme Frédérigue GRIMALDI

. Patrice VANELLE
. Jacgues REYNAULD, M. Pigrmre TIMON-DAVID, M. Patrice VANMELLE

M
M
M. José SAMPOL, M. Athanassios ILIADIS, M. Jean-Pieme REYNIER,
M. Hanri PORTUGAL

M

. Guy BALANSARD, M. Yvas BARRA, Mme Claudette BRIAND,
M. Jacgues CATALIN, Mme Andrée CREMIEUX, M. Aime CREVAT,
M. Bernard CRISTAU, M. Gérard DUMENIL, M. Alain DURAND, Mme
Danielle GARGON, M. Maurice JALFRE, M. Joseph JOACHIM, M.
Maurice LANZA, M. José MALDOMNALDO, M. Patrick REGLI, M. Jzan-
Claude SARI

Mme Florence GAUREL
Mme Aurélis BELENGUER
Mme MNathalie BESNARD

DEPARTEMENT BIO-INGENIERIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professsur Philippe PICCERELLE

| PROFESSEURS
BIOPHYSIQUE M. Vincent PEYROT
M. Hervé KOVACIC
GENIE GENETIQUE ET BIOINGENIERIE M. Christophe DUBOIS

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE,

BIOPHARMACIE ET COSMETIQUE

M. Philippe PICCERELLE



| MAITRES DE CONFERENCES

BIOPHYSIQUE M. Robert GILLI
Mme Odile RIMET-GASPARINI
Mme Pascale BARBIER
M. Frangois DEVRED
Mme Manon CARRE
M. Gilles BREUZARD
Mme Alessandra PAGANO

GENIE GEMETIQUE ET BIOTECHNOLOMGIE M. Eric SEREE-PACHA
Mme Veronique REY-BOURGAREL

PHARMACIE GALENIQUE, PHARMACOTECHNIE INDUSTRIELLE, M. Paszcal PRINDERRE
BICPHARMACIE ET COSMETOLOGIE M. Emmanuel CAUTURE

Mme Veércnigue ANDRIEU
Mme Marie-Pierre SAVELLI

NMUTRITION ET DIETETIQUE M. Léopald TCHIAKPE

| A.H.U.

THERAPIE CELLULAIRE M. Jeremy MAGALON

| ENSEIGMANTS CONTRACTUELS

ANGLAIS Mme Angeligue GOODWIN

DEPARTEMENT BIOLOGIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Philippe CHARPIOT

| PROFESSEURS

BIDCHIMIE FONDAMENTALE, MOLECULAIRE ET CLINIQUE M. Philippe CHARPIOT

BIQLOGIE CELLULAIRE M. Jean-Paul BORG

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE Mme Francoise DIGNAT-GEDRGE
Mme Laurence CAMOIN-JAL
Mme Florence SABATIER-MALATERRE
Mme Nathalie BARDIN

MICROBIOLOGIE M. Jean-Marc ROLAIN
M. Philippe COLSON

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIEME ET Mme Nadine AZAS-KREDER

ZO0LOGIE



MAITRES DE CONFERENCES

BICDCHIMIE FONMDAMENTALE, MOLECULAIRE ET CLINIQUE Mme Dominigue JOURDHEUIL-RAHMAMNI
M. Thierry AUGIER
M. Edouard LAMY
Mme Alexandrine BERTAUD
Mme Claire CERINI
Mme Edwige TELLIER
M. Stephane POITEVIN

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE Mme Aurelie LEROYER
M. Romaric LACROIX
Mme Sylvie COINTE

MICROBIOLOGIE Mme Michale LAGET
M. Michel DE MED
Mme Anne DAVIN-REGLI
Mme Varonigue ROUX
M. Fadi BITTAR
Mme Isabzlle PAGNIER
Mme Sophie EDOUARD
M. Seydina Mouhamadou DIENE

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE MEDICALE, HYGIEME ET Mme Carcle DI GIORGIO

ZO0OLOGIE M. Aurélien DUMETRE
Mme Magali CASANOVA
Mme Anita COHEN

BIOLOGIE CELLULAIRE Mme Anne-Catherine LOUHMEAL

A.H.U.

HEMATOLOGIE ET IMMUNOLOGIE M. Maxime LOYENS

DEPARTEMENT CHIMIE PHARMACEUTIQUE
Responsable : Professeur Patrice VANELLE

PROFESSEURS
CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION Mme Catherine BADENS
CHIMIE PHYSIQUE — PREVENTION DES RISQUES ET M. Philippe GALLICE
NUISANCES TECHNOLOGIQUES
CHIMIE MINERALE ET STRUCTURALE - M. Pascal RATHELOT
CHIMIE THERAPEUTIQUE M. Maxime CROZET
CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE M. Patrice VANELLE

M. Thierry TERME

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE, HOMEOPATHIE Mme Evelyne OLLIVIER




MAITRES DE CONFERENCES

BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE, BIOLOGIE CELLULAIRE

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION

CHIMIE PHYSIQUE — PREVENTION DES RISQUES ET
NUISANCES TECHNOLOGIQUES

CHIMIE THERAPEUTIQUE

CHIMIE ORGANIQUE PHARMACEUTIQUE
HYDROLOGIE

PHARMACOGNOSIE, ETHNOPHARMACOLOGIE, HOMEDQPATHIE

Mme Anne FAWVEL
Mme Joélle MOULIN-TRAFFORT

Mme Catherine DEFOORT
M. Alain NICOLAY

Mme Estelle WOLFF

Mme Elise LOMBARD
Mme Camille DESGROUAS

M. David BERGE-LEFRANC
M. Pierre REBOUILLOMN

Mme Sandrine FRANCO-ALIBERT
Mme Caroline DUCROS

M. Marc MONTAMNA

Mme Manon ROCHE

M. Armand GELLIS
M. Christophe CURTI
Mme Julie BROGGI
M. Nicolas PRIMAS
M. Cedric SPITZ

M. Sebastien REDON

M. Riad ELIAS

Mme Valerie MAHIOU-LEDDET
Mme Sok Siya BUN

Mme Beatrice BAGHDIKIAN

MAITRES DE CONFERENCE ASSOCIES A TEMPS PARTIEL (M.A.5.T.)

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION

CHIMIE PHYSIQUE — PREVENTION DES RISQUES ET
MUISANCES TECHNCOLOGIQUES

DROIT ET ECONOMIE DE LA PHARMACIE

GESTION PHARMACEUTIQUE, PHARMACOECONCMIE

ET ETHIQUE PHARMACEUTIQUE OFFICINALE, DROIT ET
COMMUNICATION PHARMACEUTIQUES A L'OFFICINE ET
GESTION DE LA PHARMAFAC

Mme Anne-Marie PENET-LOREC

M. Cyril PUJOL

M. Marc LAMBERT

Mme Felicia FERRERA

A.H.L.

CHIMIE ANALYTIQUE, QUALITOLOGIE ET NUTRITION

M. Mathieu CERING

ATER

CHIMIE ANALYTIQUE

CHIMIE THERAPEUTIQUE

M. Charles DESMARCHELIER

Mme Fanny MATHIAS



DEPARTEMENT MEDICAMENT ET SECURITE SANITAIRE
FResponsable : Professeur Benjamin GUILLET

PROFESSEURS

PHARMACIE CLINIQUE

PHARMACODYNAMIE
TOXICOLOGIE GEMNERALE

TOXICOLOGIE DE L'ENVIRONNEMENT

Mme Dians E-RAGL.IEF-LF
M. Stephane HONORE

M. Benjamin GUILLET
M. Bruno LACARELLE

Mme Frédérique GRIMALDI

MAITRES DE CONFERENCES

PHARMACODYNAMIE

PHYSIOLOGIE

TOXICOCINETIQUE ET PHARMACOCINETIQUE

TOXICOLODGIE GENERALE ET PHARMACIE CLINIQUE

M. Guillaumes HACHE
Mme Ahlem BOUHLEL
M. Philippe GARRIGUE

Mme Sylviane LORTET
Mme Emmanuelle MANOS-SAMPOL

M. Joseph CICCOLINI
Mme Raphas&lle FANCIULLING
Mme Florence GATTACECCA

M. Pierre-Henri VILLARLD
Mme Caroline SOLAS-CHESHEAL
Mme Marie-Anne ESTEVE

A.H.LU.

PHARMACIE CLINIQUE

PHARMACOCINETIQUE

M. Flerian CORREARD

Mme Nadege NEANT




CHARGES D'ENSEIGNEMENT A LA FACULTE

Mme Valérie AMIRAT-COMBRALIER, Pharmacien-Praticien hospitalier
M. Pierre BERTAULT-PERES, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Marie-Helena BERTOCCHIO, Pharmacien-Praticien hospitalier
Mme Martine BUES-CHARBIT, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Nicolas COSTE, Pharmacien-Praticien hospitalier

Mme Saphie GENSOLLEN, Pharmacien-Praticien hospitalier

M. Sylvain GONNET, Pharmacien titulaire

Mme Florence LEANDRO, Pharmacdien adjoint

M. Stéphane PICHON, Pharmacien titulaire

M. Patrick REGGIO, Pharmacien conseil, DRSM da ["Assurance Maladie
Mme Clémence TABELE, Pharmacien-Praticien attache

Mme TONNEAU-PFUG, Pharmacien adjoint

M. Badr Eddine TEHHANI, Pharmacian — Praticien hospitalier

M. Joé&l VELLOZZI, Expert-Comptable

Mise & jour le 22 favrier 2013



Remerciements

Aux membres du jury,

Je tiens tout d’abord a remercier mon directeur de thése et président de jury
Joseph CICCOLINI, pour avoir accepté de diriger et de présider le jury de cette thése. Merci
de m’avoir transmis la passion de la pharmacocinétique et d’avoir ét¢ mon premier mentor.

Merci pour tout ce que vous m’avez appris, pour votre confiance et votre soutien.

Merci a Sylvain FOULIARD d’avoir accepté de faire partie du jury de cette thése. Pour avoir
été un maitre de stage formidable, pour sa pédagogie, son attention et sa patience légendaire.
Merci de m’avoir accompagnée et enrichie tout le long de mon stage chez Servier, pour tout ce
que tu m’as appris et pour m’avoir poussée a réfléchir toujours plus. Enfin merci pour ton aide

précieuse lors de la rédaction de cette thése, pour tous tes conseils et ta gentillesse.

Merci a Florence GATTACCECA et Dominique BARBOLOSI d’avoir accepté de faire partie
du jury de cette thése et de juger mon travail.

A ’équipe Servier,

Merci & Marie-Hélene BRILLANCEAU, Audrey DELMAS et Héléne LELIEVRE de m’avoir

si bien accueillie sur ce projet.

Merci a Adrien TESSIER, Glenn GAUDERAT et Karl BRENDEL pour leurs conseils, leur

patience et leur aide précieuse sur ce projet, notamment avec les logiciels SAS et NONMEM.

Je souhaite également remercier Michelle DERET, ainsi que tous les membres de 1’équipe PK

pour leur accueil chaleureux et la bonne humeur ambiante.



Merci a ma famille, @ mes amis,

A mes parents,
Merci pour tout ! Merci de m’avoir accompagnée a toutes les étapes de ma vie. Pour votre
amour, pour votre affection et pour avoir toujours cru en moi. Merci pour votre education et

pour m’avoir transmis une grande partie des valeurs qui m’animent aujourd’hui.

A mes sceurs,
Merci d’avoir toujours été 1a pour moi. On n’a pas toujours vécu ensemble mais a chaque fois
que I’on se trouve toutes les trois c’est tout comme, c’est ¢a la famille ! Merci d’étre comme

vous étres, un peu folle comme Papa !

A mes grands-parents,

Pour m’avoir montré que I’amour traverse les dges, méme s’il résonne parfois trés tres fort...

Merci a Thomas Ballotti, mon amour de fac et bien plus encore. Ma vie ne serait pas la méme
sans toi. Je ne me sens jamais aussi bien que lorsque je suis pres de toi. Merci de me supporter

et de me soutenir au quotidien ou a distance. Je t’aime tellement fort mon gros chat !

Merci a Alexia Ramadier pour m’avoir toujours soutenu et supporté depuis la PI, tu as
toujours su me faire rire méme quand ce n’était pas la joie ! Tu resteras a jamais mon Raptor
préfére et 'une des plus belles rencontres de ma vie. Tu me manques beaucoup depuis que tu

es partie dans ta campagne ! Tiens-toi bien cette fois et n’oublie pas, je t’aime !

Merci & Elodie Mestivier, Bianca Giorsetti, Amandine Prato et Gillou Seta (un peu quand
méme), le crew du golfe. Apres tant d’années et moult péripéties, c’est toujours avec grand

plaisir que I’on se retrouve dans les quatre coins de I’Europe...

Merci a Maelle Malka d’étre toujours un rayon de soleil ! Pour ces bons moments passés a

Marseille et a Paris.



Merci a mes bébés chats Justine Barbier, Margot Rouaud et Marine Ucciani pour m’avoir
accueillie dans ma nouvelle famille, pour votre folie, votre joie de vivre et votre esprit

critique. :D C’était trop bien de se retrouver toutes a Paris !

Merci a Camille Sereni d’étre complétement folle ! Pour toutes ces belles années partagées

aux 9 rue du Canada !

Plus largement, merci aux pépettes de I’amour Laurie Toullec, Camille Courboules, Myriam

Chartoire et Tracy Rabillou pour ces belles années pharma !
Et enfin, merci aux copines du Bench, Clémence Pouzin, Hélene Heck et Laetitia Colombani,

car ce stage chez Servier n’aurait pas été pareil sans vous. Merci pour votre soutien, votre

bonne humeur et pour tous les cafés, thés et gateaux partagés.

10



« L’Université n’entend donner aucune approbation, ni
improbation aux opinions émises dans les theses. Ces
opinions doivent étre considérées comme propres a leurs
auteurs. »

11



Table des matieres

LiSte dES BNSEIGNANTS ....c.eetitiieieiieiee ettt bbbttt ettt b bt 2
REIMEBICIBIMIBINTS ... ittt ettt s e bt et e e se e sbe et e e st e sseesbeenteereesbeanbesneenneas 8
TADIE JES MALIETES ...t bbbttt e et bbbt een e ne e 12
FIQUIES €T TADIEAUX . .oveiiiei ettt bbb nees 16
F N o] =V T L [0 RSO RPRPSPSRRIN 19
INErOAUCTION QENEFAIE ........eciece e re et et e s re e aeaneenneas 23
Partie | : L’émergence de nouvelles immunothérapies en oncologie .........................c.ccuen.... 25
[y oo [0 Tox 1 o] 4 ISP PRPRORPRRRN 26
(IR 0% 10 o1 O OO PP PPROPPRTRURROPRN 27
1. QU ESt-CE QUE 18 CANCET 2.ttt bbb 27
2. Quels sont les facteurs de riSqQUE dU CANCET ? ......ccveierierieiiisiesieeeie e 29
2.1, FACTEUIS INTEIMIES ..euveitie ettt ettt sttt sttt ee s e st e beeneesbeeeeaneenseeneeaneenneas 29

2.2. FACTEUIS BXIEIMIES ...ttt bb e e be e e e e nseeeanes 29

3. Quelles mesures pour la prévention des cancers évitables ? ..., 31
4.  Objectif diagnNOStIC PrECOCE ......civiireeiteecie ettt et re et sneesre s 37
O B L o1 7- Vo[- SRR 37

O B L (<ot {0 g I o <ol Lot SRR 39

Le SYSTEME IMMIUNITAITE. ... .c.veiiiecie ettt ettt s s te e e re e s beenaeeneesraeneenes 40
1. Qu’est-ce que le Systeme IMMUNITAITE 2........coveiieieriiece e 40
L1 IMIMUNIEE INNEE ...cviiiiieieie ettt ettt sb et st teebesneene e e nens 40

1.2, IMMUNITE ACOUISE.....cueiivieiieiie ittt ettt ettt s et e et te e b e sre e be e s e s reeaae e 41

2. Le systeme [yMPRAtiIQUE ........cooiiieiee e 43
3. Le SySteme immuUNItAITE BT CANCEN ......ccveiviiieriiriieieeiieee et bbb 45
3.1.  Prise en charge des cellules tumorales par le systéme immunitaire......................... 45

3.2.  Echappement des cellules cancéreuses au systeme immunitaire............c.ccceeveevenenn 48
3.2.1. Liaison LT — CPA ou LT — cellules tumorales...........c.ccoocviiniinnenieniencnienn 48



3.2.2. Environnement immunOSUPPIESSEU ........ccveruerrerierieriieieeeeeesre e 49

3.2.3.  Adaptation et résistance des cellules CaNCErEUSES .........ccoverererereieseeieieenn, 50

L IMMUNOTRETAPIC ...t 51
1. Qu’est-ce que c’est 'immunotherapie ?.........cccooviiiiiiiiiiiii e 52
2. Les différentes stratégies d’immunothérapies eXiStantes ..........cccovvvvvirieriieiiniinieenisenne, 52
2.1.  Thérapies a base d’anticorps MONOCIONAUX ........ccvvrriuriiiiiieiiiie e sree e sieeesiee e 54
2.1.1.  Anticorps monoclonaux NON CONJUQUES ........c.eeeerreeeeieesreaieseesseeeesseessesaesseas 54
2.1.2.  Anticorps monocloNaUX CONJUQUES ..........ccueerierreererierinesieseeesieseeesieseeseesesnens 55
2.1.3.  ANticorps DISPECITIQUES ......coveieiiiiieieiree e 55

2.2, ANLICOrPS MOUUIALEULS........eivieiveeie ettt reenae e sne s 55
2.2.1.  Anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 ......c.ccceieiieeceece e 56
2.2.2.  Anticorps monoclonaux anti-PD-1...........cccoviiiiiininiiieec s 56
2.2.3.  Autres anticorps monoclonaux modulateurs ...........cceeevereiiieneneseseees 56

2.3, ThErapies VACCINAIES..........coviiiiieiee et 57
2.4,  CytoKines SHMUIALIICES ......ocviivieiiiie ittt 58
2.5.  Therapies cellulaires a base de lymphocyte T.......c.coveiiiiiiiiiiecc e 58
2.6, VIrUS ONCOIYLIQUES ......eevieie ettt sttt et et e e teanaeene s 60
A B - Tox (=] 11 SRS URPRPSSR 61
3. Classification des immuNOtNEraPIES .........ccoeieiririeieereree e 62
4. Intéréts et limitations de I'immunothérapie...........cccooeviiiiiiicnc e 62

Partie 1l1: La modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique dans le

développement des médicaments et apPliCAtION..........ccooeiiiiiiiiiine e 67
100 101 o] o USSR 68
GNEIAIITES ...ttt b bt s et e et e bR e e R e e Rt e Rt et et et et beeneereeneeneens 71
1. Généralités sur la Pharmacocinétique et la Pharmacodynamie..........cccoceveveiinnnicinnnnenn 71
L1, L@DSOIPHON ceviiiiiiiiii ittt 71

1.2, LA dIStHDULION ..o e 72

1.3. L ElIMINATION 1..tteiivviee ettt e e et e e et e e st e e e st e e e ssbeeesseeensneeennnens 72

2. L’analyse des données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques ............cceevivveennnenns 73



2.1, Analyse non-compartimentale...........cooooiiieiiiici e 74

2.2.  Modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique ...........ccccoceeereercrieieneenn 74
2.3. APProches de POPUIALION ........cc.eriiiiiiiiiiiiieie e 78
2.3.1.  Modélisation pharmacocinétique de population............c.ccoceveriiieinienencenne, 79
2.3.1. Modélisation pharmacodynamique de population............cccccvvveveiieiieiieciennnn, 79
2.3.1.1. Modeéle EMax SIgMOTUE .......ccueieeiieiie et ste e 80
2.3.1.2. EMaXx SIMPIE ..o 80
2.3.1.3. MOUBIE HINBAITE ....c.eevieiecieie ettt 82
2.3.1.4. MOAEIE 10g-TNEAITE.......ceeivi et 82
2.3.2. Modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique de population ......... 82
3. Intéréts de la modélisation mathématique dans le développement pharmaceutique.......... 83
3.1, Etudes translationnelles ..........ooveiiiieiieiececee e 83
3.2.  Détermination de doses efficaces, de schémas thérapeutiques optimaux ................. 84
3.3.  Adaptation posologique et suivi therapeutiqUe .............ccevvereerierereiese e 85
Application : détermination de la concentration active du médicament S par modélisation PD
MECANISTIGUE ...ttt ettt b et s et e e et et e s b e st et e et et e st e be st enearesae e ene e 86
1. Materiels €t METNOUES........cviiiieiee e e 91
1.1.  Design des études de CytOtOXICIte iN VItrO .......cccovveiiiieiiiieice e 91
1.2.  Description des données pharmacodynamiques in Vitro ..........cccccoceevreneienicnennnne. 93
1.3.  Représentation des données pharmacodynamiques in Vitro...........ccccoceveiereiennnnne. 93
1.3.1.  Cinétique des Lymphocytes T-CD3 et des cellules CD123...........c.cccvvevvennen, 93
IR T 04 (0] (0) o] | (- ISP UTRSPTORPRPORIS 94
1.4, Modélisation pharmacodyNamiqUE...........cccceveruiiieieeieeiiese e 96
1.4.1. Construction du modele de DaSE...........cccvvererereieiieeee e, 96
1.4.1.1. Construction du modele a effets FIXES .......ccvvverveieiieeiice e 96
14001, HYPOLNESES ...t 98
1.4.1.1.2. CoONVErsions MOIAITES ........cooiiiiiiiiiiiiie et 99
1.4.1.1.3. EQuations dYNamMIQUES..........ccueiireerieeiiieiieesieesteesaeesiee e sree e ssne s 100
1.4.1.1.4. Effetdu MEdiCament S.........ccocvoeiiieiiie e 101



1.4.1.1.5. Calcul de 1a CYLOtOXICITE .......covveiiiiiieiee e 102

1.4.2. Construction du modéle a effets aléatoires..........ccooevererierieniiiesieseceeeenn 102
1.4.2.1. Modeéle de variabilité interindividuelle............cccooveveiieiii i, 102

1.4.2.2. Modeéle de variabilité résiduelle ............cccooviieiiiiicecee e, 103

1.4.3. Construction du modéle de covariables.........c.oovveiererenieie s 104

1.5.  Stratégie de construction et d’évaluation des modeles..........ccevveriieiiriiieniennnenne 106
1.5.1. EStimation des ParametresS ..........coeiierieeieieneeee e e 106
1.5.1.1. FONCLioN ODJECHIT.....coiiieiece e e 106

1.5.1.2. Bayesian Information Criterion..........c.ccceveivieiiere i 107

1.5.1.3. Précisions d’eStIMAatiON..........cceeiiuriieeiiiiieeeeiiiieeeeeitreeeessbeeeessetrreeeesnsreeeesenens 108

1.5.2. Evaluation graphique basée sur les prédictions...........cccoocevevievieieseeieviesenn, 108

1.5.3. Evaluation graphique basée sur des simulations .............c.cccocveveienieiecneennn, 109
1.5.3.1. Normalized prediction distribution errors ...........ccccecevveviiive v, 109

LG TS 1 0 = U o] TSR 109

2. RESUIALS ..ottt e e nnes 110
2.1.  Modélisation des données pharmacodynamiques in Vitro..........ccccoeecererenenennnenne. 110
2.1.1. MOEIE U DASE .....cveeeee et 110

2.1.2. Modele de COVAraDIES ..........occviiieceee e 114
2.1.2.1.  DIiStrDULION ES 1 ..o 114

2.1.2.2. MOUBIE COV-E....cooiiiiiiie st 115

2.2.  Simulations de la concentration de medicament S active ..........ccccceevvevecciecieenenn, 121

3. DISCUSSION & CONCIUSION .....viiieiieeie et eneenne e e 122
CONCIUSION GENEIAIE........c.eiieiecie e ettt re et e be e beereesre e e enes 126
BIDIIOGIAPNIE ... bbb 127
F N Lo PSRRI 158

15



Figures et tableaux

Figure 1. Les différentes étapes de développement d’'un cancer...............cccocuuveeiiiininiinnsiinnnnnnns 27
Figure 2. Poids des différents facteurs de risque de CaNCEr ..........cccccveveeieieeresie s 30
Figure 3. Paquet de CIgarette NBULIE........cc.vcveiieie e sre s 32
Figure 4. Anticorps MONOCIONAL...........ooiiiiiieiiee e 42
Figure 5. Le SySteme IyMPNatiQUE ........coveiiiiiiieiie e 43
Figure 6. Structure d'un ganglion lymphatiqQUe...........cccveiiiiiiiiie e 44
Figure 7. Prise en charge des cellules tumorales par les cellules de I'immunité......................... 46
Figure 8. Liaison d'un lymphocyte T & une cellule présentatrice d'antigéne (CPA)..........ccccc..... 46

Figure 9. Checkpoints immunologiques régulateurs . stimulation ou inhibition de [’activation

lymphocytaire. (Pardoll et al. 2012) .......c.ooiiiiiiie e 47
Figure 10. L'immunothérapie, c'est quoi ? (INStItUt CUFI).......ccvvvveieeiiiie e 51
Figure 11. Immunothérapie : Stratégies thérapeutiques (Morrisey KM et al. 2016) ................... 53
Figure 12. Thérapies cellulaires a base de lymphocytes T (Farkona et al. 2016)...........ccccevenee, 60

Figure 13. Immunothérapie et chimiothérapie . bénéfices de [’association thérapeutique

(Champiat €t @l. 2015) .....cciiiiiieiie e e re e 65
Figure 14. L'immunothérapie, une révolution ? (INStitut CUrI).......cccovviviiiiiiiiiiiisieeeee, 66
Figure 15. Le processus de développement des mediCaments ..........ccocooeevrirernieneneisienereenes 68

Figure 16. Stratégie de détermination de la relation effet - temps par approche de
aoT0 [T TESF: T o N o S = I LRSS 73

Figure 17. Profil pharmacocinétique d’un médicament au cours du temps .........cccecvevvereereennnn. 75

Figure 18. Diagramme schématique et équations différentielles relatives & un modele mono-
compartimentale pour une administration intravasculaire, et mono- compartimentale et bi-

compartimentale pour une administration par voie extravasculaire. .............ccccovevieiieeiiecnnnnnn, 77

Figure 19. Composition des modeles a effetS MIXIES.........ocveiiiriiiiiieieee e 78



Figure 20. Représentation graphique des relations concentration-effet selon un modéle Emax

sigmoide, Emax, linéaire, 10g-lINBAITE ..........ccocv i 81

Figure 21. Représentation des concentrations en Lymphocytes T-CD3 et en cellules CD123 en

fonction du temps sur une échelle cartésienne et une échelle semi-logarithmique...................... 94

Figure 22. Représentation de la cytotoxicité normalisée par les conditions contrdle en
fonction du temps obtenues lors de [’étude 5, groupées par concentrations en médicament

S,stratifiées par type cellulaire et par ratio Effecteur-Target...........cccocovvveviiie i, 95
Figure 23. Représentation schématique du modele pharmacodynamique...........cccccveveiverivencnne. 97

Figure 24. Cytotoxicité : Graphiques Diagnostiques représentant les prédictions de
population ou individuelles en fonction des observations, les résidus pondérés conditionnels
en fonction des prédictions de population et en fonction du temps, les résidus pondérés

individuels en fonction des prédictions de population et en fonction du temps...........cccceevenen. 113

Figure 25. Cytotoxicité : NPDE en fonction des prédictions de population et en fonction du

Figure 27. Cytotoxicité : Graphiques diagnostiques - modéle de base vs modele COV-E,
représentant les Prédictions individuelles en fonction des observations, les résidus pondérés
individuels en fonction des prédictions de population et du temps pour le modele de base et
POUr MOTEIE COV-E ...ttt be e sre e anes 117

Figure 28. Cytotoxicité : NPDE - modele de base vs modéle COV-E, représentant les NPDE

en fonction des observations, et en fonction du temps pour le modéle de base et pour modeéle

Figure 29. Représentation de la Cytotoxicité observée en fonction des concentrations en

synapse prédites groupée par études sur une échelle semi-logarithmique. ............c.cccccoveevennen. 119

17



Figure 30. Représentation de la Cytotoxicité observée en fonction des concentrations en
synapse prédites stratifiée par ratio Effecteur-Target sur une échelle semi-logarithmique, sur
laquelle se superpose les interquartiles du range de concentrations en synapse initiales

associées a l’interquartile du range de CytotoxXiCité engendrée ..........coovevvveeveeie v e se e, 120

Figure 31. Simulations de concentration active de médicament S réalisées a partir des

AONNEES PALIENTS ...ttt bbbt b et b et b e bbb e b 121

Tableau 1. Classification des leucémies myéloides aigiies I’Organisation mondiale de la Santé

2011 OO 87
Tableau 2. Expression moyenne de CD123 par cellule, déterminer par cytométrie en flux......... 91
Tableau 3. Tableau descriptif des conditions initiales et finales des études in vitro .................. 92
Tableau 4. Paramétres Pharmacodynamiques du Modéle de base ...........cccceevevevievcciecieenenn, 111
Tableau 5. Paramétres Pharmacodynamiques du modéle COV-E .........ccocviiiiiinniicieienns 116

18



Abréviations

BIC
CAR
CD
CD123)ipre
CD3iibre
CIRC
COV-E
CPA
CPI
CSAPA
CTLA-4
CTLA-4

Coefficient de Hill
Erreur résiduelle
Parametre de population prédit
Paramétre individuel prédit pour I’individu i
Différence entre la valeur du parametre chez un individu i et celle dans la
population
Variabilité interindividuelle de ’individu i
Variance estimée de n
Données observées
Leucémie myéloide aigiie
Quantité initiale de cellules CD123
Quantité initiale de lymphocytes T-CD3
Quantité initiale de LT-CD3 médiane
Quantité initiale de LT-CD3 de I’individu i
Quantité initiale de Médicament S
Agence nationale de sécurité sanitaire, de 1’alimentation, de I’environnement et
du travail
« Bayesian information criterion »
« Chimeric antigen receptors »
Cluster de différentiation
Nombre de récepteurs CD123 libres
Nombre de récepteurs CD3 libres
Centre de recherche sur le cancer
Modeéle comportant un « effet étude »
Cellule présentatrice d’antigene
Check point immunologique
Centres de soins, d’accompagnement et de prévention en addictologie
« Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 »
« Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 »
19



Ccv
CWRES
ddi

DV
EC50
EC80

Emax

FIH

FO
FOCE
GM-CSF
IDO

v

Inpes
IPRED
IWRES
Kdegcpizs
Kdegcps
Kgocpizs
Koff
Koffcpizs
Koffcps
Kon
Konepizs
Koncps
LAG-3
LAG-3
LB

LL

LRT

Coefficient de Variation
Résidus conditionnels pondérés
Degré de liberté

Observations

Concentration en synapse causant la moitié de I’effet maximal

Concentration en synapse causant 80 % de ’effet maximal
Effet maximal

Données prédites par le modéle

« First in human »

Fonction objectif

Estimation conditionnelle de premier ordre

« Granulocyte macrophage colony-stimulating factor »
Indoléamine 2,3-dioxygénase

Variabilité interindividuelle

Institut national de prévention et d’éducation pour la santé
Prédictions individuelles

Reésidus pondérés individuels

Constante de dégradation des cellules CD123

Constante de dégradation des LT-CD3

Constante de prolifération des cellules CD123

Constante dissociation

Constante dissociation du complexe MScpi23

Constante dissociation du complexe MScps

Constante d’association

Constante d’association du médicament S aux cellules CD123

Constante d’association du médicament S aux LT-CD3
« Lymphocyte-activation gene 3 »

« Lymphocyte-activation gene 3 »

Lymphocytes B

Log de la vraisemblance

« Likelihood Ratio Test »



LT

LT
LT-CD3
MABEL
MALT
MICA
MS
MScpi23
MScps
N

n

nc (0)
nc (t)
NONMEM
NPDE
nt (0)

nT (t)

Y

PD
PD-1
PD-1
PK
PNNS
PRED
Ratio E:T
RSE
sd?*(n;)
SE

Sh
Slope
Syn

Lymphocyte T
Lymphocytes T
Lymphocytes T-CD3

« Minimal anticipated biological effect level »

« Mucosa associated lymphoid tissue »

« MHC- | chain-related gene A »

Médicament S

Complexe médicament S — cellules CD123
Complexe médicament S — lymphocytes T-CD3
Nombre de données observées

Nombre de parameétres ajoutés au modele
Quantité initiale de cellules CD123 contrdles
Quantité de cellules CD123 contréles au cours du temps
« Nonlinear mixed effects modelling »

« Normalized prediction distribution errors »
Quantité initiale de cellules CD123 traitées
Quantité de cellules CD123 traitées au cours du temps
Nombre de parametres estimés par le modéle
Pharmacodynamie

« Programmed cell death protein 1 »

« Programmed cell death protein 1 »
Pharmacocinétique

Programme national nutrition santé

Prédictions de population

Ratio « Effecteur-Target »

Précisions d’estimation

Variance des n,

Erreur standard
Shrinkage
Pente

Synapse

21



THS
TILs
TIM-3
TSN

Traitements hormonaux de substitution
« Tumor-infiltrating lymphocytes »
« T-Cell Immunoglobulin and Mucin domain-containing 3 »

Traitements substitutifs de la nicotine

22



Introduction générale

Le cancer est une maladie complexe causée par une combinaison de facteurs intrinseques,
extrinseques et environnementaux. C'est lI'une des principales causes de morbidité et de
mortalité dans le monde, comptant environ 8,2 millions de déces en 2012 et environ 8,8
millions en 2015 [1]. Aujourd'hui encore, malgré de belles avancées dans les domaines de la
compréhension des facteurs de risque, de la détection des cancers, de la prévention, et de la
recherche et développement de stratégies innovantes, de nombreux cancers ne peuvent étre

traités faute de thérapie ou de médicament efficace.

Le systéme immunitaire est notre rempart dans la protection du corps humain. Or dans le cas
d’un cancer, la réponse immunitaire est faible voire inexistante a I’encontre des cellules
tumorales qui continuent de se multiplier et de se diffuser dans 1’organisme. Ce n’est que
récemment que certains facteurs inhibant I’action du systéme immunitaire a I’encontre des
cellules tumorales ont été découverts, tels que I’induction de processus de tolérance et la mise
en place d’un environnement tumoral immunosuppresseur limitant la détection et I’élimination

des cellules tumorales.

Avec la mise en lumiére de son rdle majeur dans la prise en charge des cellules cancéreuses, le
systéeme immunitaire est devenu une nouvelle cible thérapeutique pour le développement de
nouveaux médicaments anticancéreux, les immunothérapies, qui seront présentées dans une
premiére partie. Ces traitements visent & stimuler le systéme immunitaire, inhiber les
régulations négatives ou a modifier ’environnement tumoral immunosuppresseur afin

d’induire une réponse immunitaire forte permettant 1’élimination les cellules tumorales.

Malgreé le grand espoir que représentent ces thérapies dans la lutte contre le cancer, certaines
limites subsistent. Les immunothérapies sont des médicaments biologiques dont la
pharmacocinétique (PK) et la relation pharmacocinétique-pharmacodynamique (PD) sont peu
connues, rendant la détermination des premicres doses a administrer & 1’homme (first-in-

human (FIH)) difficile a définir. De plus, la détermination du FIH est particulierement
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délicate en raison de la sévérité des effets indésirables de nature immunitaire observés chez

certains patients, notamment apres I’administration d’anticorps modulateurs.

Présentée dans une deuxieme partie, la modélisation mathématique représente une approche
particulierement intéressante pour 1’analyse des données PK et PD générées au cours du
développement d’un médicament. Elle permet notamment d’aider au choix des posologies lors
du first-in-human gréce a une approche translationnelle, de prendre en considération et
d’expliquer I’impact de différents facteurs sur la cinétique et sur 1’effet des médicaments en
intégrant des données sur différentes échelles, in vitro, in vivo animal et humaine, qui sont

disponibles tout au long du développement clinique.

Une application de I'utilisation de la modélisation PD pour aider le choix de la premicre dose
a administrée a I’homme sera présentée. Cette étude visait a déterminer la concentration active
du médicament S, un fragment d’anticorps bispécifique indiqué dans le traitement la leucémie
myeéloide aigle, a partir de données de cytotoxicité in vitro, grace a un modele mécanistique
permettant de relier les concentrations en médicament S présentes dans le milieu réactionnel a

son efficacité.
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Partie I : L'émergence de nouvelles
immunothérapies en oncologie
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Introduction

Le corps humain est constitué de plus de 10** cellules. Toutes les informations nécessaires a
leur production, leur développement, leur vie ainsi qu’a leur élimination sont présentes dans le
génome situé dans le noyau de chaque cellule. Le génome joue un role dans le stockage, la

reproduction et la régulation d’expression de 1’information.

Chaque jour, plus de 2.10° cellules meurent et doivent étre régénérées pour le bon
fonctionnement de ’organisme. Lors de la division cellulaire, des Iésions ou des cassures
d’ADN peuvent apparaitre et donner lieu a des mutations génétiques ou a des aberrations

chromosomiques.

Pour réparer ces lésions, le corps humain dispose de différents mécanismes de réparation
d’ADN. Ceux-ci permettent d’assurer que la cellule obtenue a I’issue du cycle cellulaire soit
porteuse de la bonne information. Dans certains cas, les l1ésions ne peuvent pas étre réparées,
et vont conduire a une cellule anormale. Cette cellule anormale va déclencher les processus de

mort cellulaire et étre éliminée, ou pourra initier le développement d’un cancer.

Le systeme immunitaire joue un role majeur dans I’¢limination des agents pathogénes, des
cellules anormales et notamment des cellules cancéreuses. Cependant, les cellules tumorales
évoluent et parviennent a se cacher des cellules immunitaires, dont I’action est alors nettement
diminuée ou quasiment inexistante. Dans ce cas, ’utilisation d’immunothérapie peut aider a
stimuler et restaurer 1’action du systeme immunitaire afin d’améliorer la prise en charge et

I’élimination des cellules cancéreuses.

Dans cette partie, le développement des cancers, les facteurs de risque, ainsi que les stratégies
de prévention et de dépistage de cancers seront présentés. Le systéme immunitaire, ses acteurs,
ainsi que son role dans la prise en charge des cellules tumorales sera décrit. Pour finir, une
revue des immunothérapies existantes ainsi que des différentes stratégies thérapeutiques visées

sera discutée.
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L.e cancer

1. Qu’est-ce que le cancer ?

Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération anarchique de cellules anormales
envahissant et détruisant un organe ainsi que les tissus 1’avoisinant (Figure 1). Ces cellules
tumorales se répandent par voie sanguine ou lymphatique, formant de nouvelles tumeurs se

développant dans de nouvelles parties du corps, appelées « métastases » [2].

Le développement d’un cancer apparait en 3 étapes, 1’initiation, la promotion et la progression

[3]:

e Initiation : une mutation génetique irréversible altere les génes régulant la division
d’une cellule, lui conférant des caractéristiques favorables a la croissance. Cette cellule
anormale va donc se développer et proliférer pour former un groupe de cellules

identiques appelées « tumeur ».

e Promotion : d’autres mutations vont toucher I’ADN des cellules anormales, modifiant
leur comportement, ainsi que leurs capacités a devenir mature. Ces cellules anormales

vont étre capables de proliférer de maniere anarchique.

e Progression : une nouvelle mutation va conférer des capacités d’invasion, permettant

aux cellules tumorales de se répandre dans les tissus voisins.

cancer
envahissant

cellule
celluls contenant Cancérause
e /A0 mutant dysplasie
hyperplasie

réseau
sanguin

Figure 1. Les différentes étapes de développement d’un cancer
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Ainsi, les cellules cancéreuses sont caractérisées par un génome instable conduisant a une

succession de mutations génétiques responsables des anomalies fonctionnelles suivantes [4]

[5] [6] [7] [8] :

Une croissance exagérée indépendante de facteurs de croissance et insensible aux

inhibiteurs de facteurs de croissance,

Un nombre de division illimité, d0 & un stade de différenciation moins avancé
comparé aux cellules saines, qui aprés un nombre de mitoses limité, rentrent en

sénescence et meurent,

Des capacités a induire la néo-angiogénese, ce qui permet aux cellules tumorales
d’avoir accés a I’oxygeéne et aux nutriments nécessaires a leur développement, et

facilite leur propagation dans 1’organisme,

Des capacités d’invasion des tissus, grace a la sécrétion de protéases permettant la lyse

des membranes basales des cellules,

Une bioénergétique différente, peu d’oxygéne et de nutriments sont nécessaire a la

survie et la prolifération des cellules tumorales,

Un échappement a I’apoptose, la voie de mort cellulaire programmée déclenchée en

cas de dommage touchant I’ADN cellulaire,

Un echappement au systéme immunitaire.

L’identification des mutations génétiques a 1’origine de cancers est toujours un challenge. De

nouvelles stratégies sont développées afin de détecter les aberrations génétiques présentes

chez les patients atteints de cancers, or leurs liens avec la physiopathologie est encore obscure

la plupart du temps [6] [7].
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2. Quels sont les facteurs de risque du cancer ?

Le développement d’un cancer est un processus complexe résultant d’une combinaison de
facteurs propres a 1’individu, les « facteurs internes » et de facteurs environnementaux, les
facteurs « externes » [3]. L’impact respectif de ces facteurs n’est pas connu avec exactitude et
difféere d’un cancer a 1’autre. Cependant 1’association de plusieurs facteurs ayant un faible

impact peut potentialiser les risques et provoquer la survenue d’un cancer.

Les facteurs internes sont relatifs au sexe, a 1’age et la génétique des individus.

Hormis les cancers directement en lien avec le sexe des individus, les hommes sont

généralement plus touchés que les femmes, notamment concernant les cancers hématologiques

[9].

La fondation contre le cancer estime que 60 % des personnes atteintes d’un cancer ont plus de
65 ans [2]. L’augmentation du risque de cancer avec 1’adge est due a 1’accumulation
d’altérations subies par les cellules, ainsi qu’a une efficacité amoindrie des mécanismes de

réparations d’ADN avec le vieillissement de I’organisme.

Les risques de cancer peuvent également étre augmentés en cas de terrain génétique propice,
soit en agissant de maniére synergique avec des facteurs externes, soit si 1I’individu comporte
dans son génome, une mutation génétique favorable au développement d’un type de cancer

[10], comme dans le cadre des cancers du sein [11] [12] [13] ou du colon [13] [14] [15].

Les facteurs externes augmentant le risque d’apparition de cancers sont nombreux. Ils sont liés
aux modes de vie, a I’environnement des individus [3] [4], ainsi qu’a certains traitements

médicamenteux [3] [16]. Le poids de ces différents facteurs est présenté sur la
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Figure 2. Poids des différents facteurs de risque de cancer [3]

Les facteurs liés aux modes de vie des individus sont le tabac, premier facteur de risque, il
serait responsable de 18% des cancers, I’alcool, le surpoids et 1’obésité, liés a une alimentation
déséquilibree et associée a un manque d’activité physique. L ’exposition excessive aux rayons
ultra-violet, ainsi que 1’exposition & certains virus ou bactéries peuvent également étre des

facteurs a risque.

Les facteurs liés a I’environnement sont également a prendre en considération. Des individus
peuvent étre mis en contact, notamment dans le cadre d’une activité professionnelle, avec
certains produits physiques ou chimiques tels que 1’amiante, le benzéne, la poussiére de bois,
ou étre exposés a certaines substances polluantes présentes dans I’air, la terre ou 1’eau, ainsi
qu’a des rayonnements d’origine naturelle, comme le radon, ou artificielle, comme les

rayons X.

Les cancers peuvent également étre induits par des traitements médicamenteux. En effet,
I’impact des chimiothérapies, tel que le Melphalan, sur la survenue des cancers du sang et
notamment I’apparition de leucémies myéloides aigiies a été mis en lumiére [16], ainsi que le
lien entre les traitements hormonaux de substitutions (THS) utilisés lors de la ménopause et

cancer de I’endometre et du sein [3].
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3. Quelles mesures pour la prévention des cancers evitables ?

La prévention des cancers est un des grands défis de notre siécle. L’institut national du cancer

estime que 4 cancers sur 10 pourraient étre évités [3].

Le tabac constitue la premiere cause de mortalité évitable dans le monde et notamment en

France ou 78 000 deceés annuels sont estimés, dont 47 000 déces par cancer [3]. En 2008, pour

la lutte contre le tabagisme, ’OMS a mis en place le programme « MPOWER » qui se

compose de 6 actions [17] :

Monitor : surveiller la consommation afin de mieux comprendre les problémes causés

par le tabac et améliorer les politiques de prévention,

Protect : protéger la population contre la fumée du tabac, appeler au respect des
interdictions de fumer dans les lieux publics en rappelant que méme une exposition

passive peut-étre mortelle,

Offer : offrir une aide a ceux qui veulent renoncer au tabac en intégrant des conseils
pour le sevrage tabagique dans les soins de santé primaires et de routines, en leur
donnant acces a un numéro de téléphone gratuit afin de répondre a leurs questions (en
France — Tabac info service : 3989), en leur donnant acces, si besoin, a une aide
médicalisée tels que les traitements substitutifs de la nicotine (TSN), délivrés sans
ordonnance et prenant la forme de patchs, de gommes & mécher ou bien de pastilles, et
les médicaments a prescription obligatoire tel que le bupropion, qui ont pour effet
d’atténuer les symptomes de sevrage tabagique en soulageant notamment les troubles

causés par le manque de nicotine, tels que I’anxiété et I’irritabilité,

Warn : mettre en garde contre les dangers du tabagisme, notamment au travers des
emballages des cigarettes ainsi que par le biais de campagnes publicitaires percutantes,
en rappelant que fumer conduit au développement de nombreux types de cancer, tels
que des cancers du poumon, de I’cesophage, du larynx, de la bouche, de la gorge, du

rein, de la vessie, du pancréas, de I’estomac et du col utérin,
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e Enforce : faire respecter I’interdiction de publicité en faveur du tabac, de la promotion

et du parrainage,

e Raise : augmenter les taxes sur le tabac pour diminuer le nombre de fumeurs ou
restreindre leur consommation, limiter la reprise de ceux qui avaient arrété, et agir

comme un effet dissuasif sur les jeunes qui souhaiteraient commencer.

Depuis 2014, la France dispose également d’un programme national de réduction du
tabagisme (PNRT) développé dans le cadre du Plan cancer 2014-2019 [3], soutenant les
directives de I’OMS. Il vise a renforcer les mesures prises jusqu’alors. L’une des mesures-
phare de ce programme consiste notamment en I’instauration d’un paquet de cigarettes
« neutre » Figure 3. Des forfaits de remboursement des substituts nicotiniques ont également
été mis en place. Depuis le 1 Novembre 2016, la sécurité sociale prend en charge les TSN a

hauteur de 150 euros par ans et par bénéficiaire [18].

ontégex les
enfants:

Pour arréter de fumer:
www.tabac-info-service.fr

.1C ou (7) 3989

mm Marque

Descrptif

Figure 3. Paquet de cigarette neutre

Il existe également des applications disponibles sur les smartphones, offrant un soutien et un
accompagnement personnalisé aux individus voulant renoncer au tabac, telles que
I’application « Quit now » lancé en 2012, « J’arréte de fumer avec Michel Cymes » lancée en
2013, et I’application « Tabac info service » lancée en 2015 par I’Institut national de

prévention et d’éducation pour la santé (Inpes).

Le site www.tabac-info-service.fr recense de nombreuses informations sur les risques liés a la

consommation de tabac, des conseils et des questions/réponses élaborées par des

professionnels de la santé [19]. Ce site donne également acces a plusieurs méthodes d’arrét du
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tabagisme, & un annuaire répertoriant des professionnels prés des lieux de vie, ainsi que de

nombreux témoignages d’anciens fumeurs.

La consommation d’alcool est la deuxieme cause de mortalité évitable aprés le tabac,
responsable de 49 000 déces chaque année [20], dont 15 000 par cancer [3]. Il est également
lié & la survenue de nombreux cancers, tels que ceux de la cavité buccale, du pharynx, du
larynx, de 1’cesophage, du foie, du colon, du rectum et du sein [17]. L’institut national du
cancer estime qu’en France, prés de 80 % des cancers de 1’cesophage, 20 % des cancers du
cOlon et rectum, ainsi que 17 % des cancers du sein sont dus a la consommation d’alcool [3].
Le risque cancérigéne de I’alcool est proportionnel a la quantité ingérée, méme si toute
consommation réguliére, méme faible est a risque, notamment pour les femmes enceintes. En
France, I’alcoolisation feetale est la premiére cause non génétique de handicap mental,

touchant 1,3 pour 1 000 naissances par an [20].

En France, I’Inpes a ¢élaboré une stratégie d’action contre la consommation nocive d’alcool au
travers du Plan gouvernemental de la lutte contre la drogue et les conduites addictives 2013-
2017. Ce plan consiste a [20] :

e Limiter et retarder les premiéres consommations d’alcool des jeunes, en incitant les
adolescents a réduire leurs consommations excessives et en incitant les parents a
dialoguer avec leurs enfants afin de leur transmettre les clés d’une consommation

responsable non excessive,

e Réduire les consommations d’alcool problématiques des adultes, en informant sur les
effets néfastes d’une consommation nocive, en offrant une aide et des conseils afin de

facilité la réduction de la consommation d’alcool,

e Deévelopper les connaissances utiles a I’action, en rassemblant les données permettant
de faire un état des lieux sur la consommation d’alcool dans la population et son
évolution, sur la morbidité et la mortalité liées a 1’alcool, ainsi qu’en adaptant les

recommandations de consommation d’alcool.
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L’Inpes S’appuie également sur le plan d’action régional Europe 2012-2020 pour la réduction
de I’usage nocif de I’alcool, le Plan cancer 2014-2019 de I’institut national du cancer [3], ainsi
que sur la Stratégie mondiale visant a réduire 1’usage nocif de I’alcool élaborée par I’OMS en
2008 [17].

Les centres de soins, d’accompagnement et de prévention en addictologie (CSAPA) proposent
gratuitement un soutien et un suivi individuel aux personnes souhaitant une aide pour réduire

ou arréter leur consommation d’alcool. Le site www.alcool-info-service.fr recense de

nombreuses informations sur les risques liés a la consommation d’alcool, des conseils et des
questions/réponses élaborées par des professionnels de la santé [21]. Une écoute est également
offerte par chat ou par téléphone (0980 980 930).

Il existe un risque synergique de développer un cancer en cas de la consommation simultanée
de tabac et d’alcool, notamment un risque multiplié par 45 pour le cancer de la cavité buccale

en cas de grande consommation de tabac et d’alcool [3].

Il existe également un lien entre le surpoids et ’0bésité et de nombreux cancers, tels que ceux
de I’cesophage, du colon, du rectum, du sein, de I’endomeétre et du rein [17]. La modification
des habitudes alimentaires représente ainsi un autre moyen important de la lutte contre le
cancer. Car si une alimentation riche en fruits et légumes et fibres est considérée comme
protectrice, une consommation excessive de viande rouge peut augmenter de maniére

importante la survenue de cancer du cblon et de maladies cardiovasculaires.

En France, le programme national nutrition santé (PNNS) a été lancé en 2001, il a pour
objectif d’améliorer 1’état nutritionnel de la population [22]. C’est dans ce cadre que 1’Agence
nationale de sécurité sanitaire, de I’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES)
souligne,  notamment les bienfaits d’une consommation renforcée et réguliére de
I[égumineuses, telles que les lentilles, les feves ou les pois chiches, ainsi que des produits
céréaliers peu raffinés, tels que les pains, les pates et le riz complet ou semi-complet et
souligne I’'intérét de favoriser la consommation d’huiles végétales riches en acide alpha-

linolénique, telles que les huiles de colza et de noix. L’Agence appelle cependant a limiter la
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consommation de charcuterie et de viande rouge, de sel et de boissons sucrées de type soda ou
jus de fruits. Elle rappelle également que la consommation de compléments alimentaires,
notamment a base de béta-caroténe, n’est pas recommandée, sauf cas particulier et sous
contr6le médicale. La pratique d’une activité physique réguliére (30 minutes par jour) et le
maintien d’un poids corporel normal associés a un régime alimentaire sain, visent a diminuer

considérablement les risques de cancer [23].

Le site internet « manger bouger » a été mis en place dans le cadre du programme national
nutrition santé [22]. Ce site recense des informations et des conseils adaptés a chaque tranche

d’age, sur une alimentation équilibrée et sur la pratique d’une activité physique réguliére.

Selon ’OMS, les agents infectieux sont responsables de prés de 22 % des déces par cancer
dans les pays en developpement et 6 % dans les pays industrialisés. Selon le Centre de
recherche sur le cancer (CIRC), les agents les plus fréquemment impliqués dans la survenue
de cancers en France sont les papillomavirus (HPV), mis en cause dans les cancers du col de
I’utérus, de I’anus, du pénis et de la cavité buccale, la bactérie Hélicobacter pylori, responsable
de cancer de I’estomac, le virus de 1’hépatite B (VHB) et C (VHC), responsable de cancer du
foie, ainsi que le virus d’immunodéficience humain (VIH), associ¢ a un risque élevé de

développer certains cancers tels que le sarcome de Kaposi, le lymphome hodgkinien et non-

hodgkinien, le cancer du col de 1"utérus, du foie, des voies aérodigestives et du canal anal [17].

La survenue de cancers liés aux agents infectieux peut-étre limiter en évitant la contamination
par les virus transmissibles grace a la vaccination si elle existe, ou en adoptant des mesures de
précaution, en détectant et en traitant de maniére précoce une infection, et en surveillant

régulierement I’apparition éventuelle de 1ésions précancéreuses.

Les radiations sont également cancérigénes pour I’homme. L’exposition au radon dans les
habitations serait la cause de 3 a 14 % des cancers pulmonaires, juste aprés la fumée du tabac.
Elle pourrait étre réduite grace a une aération fréquente, ainsi qu’en appliquant un enduit

specifique sur les sols et les murs des habitations [17].
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Les rayonnements UV sont responsables de cancers de la peau et causeraient 70 % des
meélanomes. Pour prévenir les effets néfastes du soleil sur la peau, il est recommandé d’éviter
I’exposition au soleil aux heures les plus chaudes de la journée, durant lesquelles les rayons
sont les plus intenses et les plus dangereux, rechercher 1’ombre lors d’activité en plein air,
utiliser une protection vestimentaire, tels qu’un chapeau, un T-shirt, surtout pour la protection
de la peau fragile des enfants, ainsi que renouveler de manicre fréquente 1’application de
creme solaire haute protection anti-UVA et anti-UVB. Contrairement aux idées recues, le
bronzage artificiel est néfaste pour la peau et est considéré comme cancérigéne pour I’homme
depuis 2009. Toute exposition, méme peu fréquente, entraine une élévation du risque de
cancer cutané [3] [17].

L’environnement professionnel peut également étre un lieu d’exposition a des produits
susceptibles d’augmenter 1’apparition de cancers [17]. Plus de 40 agents, mélanges et modes
d’exposition sont classés comme cancérigénes professionnels [24] [25] et font partis des
agents « CMR », c’est a dire cancérigénes, mutagénes et reprotoxiques. L’institut de veille
sanitaire (InVS) estime que 4 a 8,5 % de I’ensemble des cas de cancers recensés en France
chaque année, seraient d’origine professionnelle, soit entre 11 000 et 23 000 cas [3].
L’amiante induirait le cancer du poumon et le mésothéliome, les poussiéres de bois, le nickel,
le chrome et D’arsenic seraient en cause dans le cancer des fosses nasales, les amines
aromatiques, le goudron de houille et I’arsenic, induiraient le cancer de la vessie et le benzéne,

les rayonnements ionisants seraient notamment responsables de leucémies [3].

En France, la lutte contre les expositions professionnelles aux substances CMR est menée dans
le cadre de plusieurs plans nationaux et européens dont le Plan cancer 2014-2019 [3]. La
prévention consiste a évaluer les risques professionnels afin de mieux les maitriser, a réduire
les expositions professionnelles au maximum, voir en remplacant les produits mis en cause Si
possible, ainsi qu’a la mise en place de mesures nationales et européennes pour la protection
des travailleurs, énoncées notamment dans le plan Santé travail 2010-2014 en France, ou le
réglement REACH en Europe, portant sur I’enregistrement, I’évaluation, ’autorisation et les

restrictions des substances chimiques.
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L’impact de I’exposition environnementale a certains agents cancérigenes, est quant a lui,
difficile a évaluer notamment en raison de la complexité de I’environnement, du manque
d’information reliant le risque de cancers a des niveaux d’expositions faibles a des substances
nocives, ainsi qu’a 1’écoulement de nombreuses années entre 1’exposition et 1’apparition
éventuelle de la maladie [3]. La pollution atmosphérique est reconnue comme cancerigene

depuis 2013, et serait notamment impliquée dans I’apparition de cancer du poumon.

Les principales mesures de prévention sont collectives et consistent a réduire les émissions de
polluants dans I’atmosphere, telles que les particules fines, émises a 50 % par le trafic routier
et diffusées par les moteurs Diesel. En France, il existe 80 sites de captures qui mesurent en
permanence la concentration de ces particules sur le territoire. En cas de dépassement, les
pouvoirs publics locaux peuvent réduire la vitesse de circulation sur certaines routes ou opter
pour une circulation alternée. D’autres actions sont prévues par le Plan Particules lancé en

2010 [26], ou le Plan d’urgence pour la qualité de 1’air lancé en 2015 [27].

4. Objectif diagnostic précoce

Pour beaucoup de cancer, un diagnostic précoce améliore les chances de guérison des patients
et limite ’emploi de traitements lourds, ce qui permet également de réduire les séquelles liées

a certains traitements.

Il existe deux actions permettant un diagnostic précoce, le depistage, lorsqu’il est possible,
consistant a réaliser des examens de détection lorsqu’on se sent en bonne santé, et la

détection précoce, consistant a identifier les signes d’alerte dés leur apparition.

Le dépistage consiste en une série d’examens médicaux, répetés a intervalles réguliers,
permettant de découvrir la présence éventuelle d’une maladie avant que ses symptomes ne Se
manifestent. La mise en place de la pratique systématique du dépistage doit répondre a des

regles strictes qui tiennent compte de la fréquence de la maladie recherchée, de 1’age des
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personne concernées, de la présence ou non de facteurs de risques particulier, de 1’absence de
symptomes préalables, du rythme des examens, ainsi que d’une qualité¢ technique

irreprochable de ces examens [2].

Actuellement, le dépistage n’est possible que pour certains types de cancers. Trois dépistages
sont recommandés a I’ensemble de la population, le cancer du sein, du col de I’utérus ainsi que
le cancer du gros intestin, colon, rectum. Cependant, le dépistage du cancer de la peau est
conseillé pour les personnes a haut risque, ainsi que le dépistage du cancer de la prostate en

cas d’antécédents familiaux.

Lorsqu’il existe des antécédents familiaux de cancer, par exemple a partir de trois cancers
identiques dans la méme branche familiale, notamment si une des personnes atteintes est agée
de moins de 50 ans, ou en cas d’apparition de certains cancers chez deux femmes apparentées,
tels que le cancer du sein et de ’ovaire, un dépistage génétique peut étre envisagé. 1l consiste
a identifier les mutations génétiques héréditaires augmentant le risque de développer un

cancer.

Un risque de transmission héréditaire existe uniquement pour certains types de cancers, tels
que certains cancers du sein et des ovaires, pour lesquels les mutations BRCAL et BRCA2
sont incriminées, la polypose adénomateuse familiale colique, une forme rare de cancer du
cblon, le syndrome de von Hippel-Lindau, responsable de kystes bénins pouvant se développer
en cancer au niveau des reins, le xeroderma pigmentosum, responsable d’une extréme
sensibilité aux rayons UV du soleil, conduisant au déclenchement de cancers de la peau trés

précoce, ainsi que le cancer médullaire de la thyroide [2].
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Méme en cas de dépistages effectués régulierement, il est important de rester attentif a certains
symptomes. Tout symptome ne signifie pas 1’apparition d’un cancer, cependant une anomalie
persistante requiert la consultation d’un médecin. Les signes d’alertes les plus courants
sont [2] [3] :

e Des douleurs inexpliguées,

e Des problémes respiratoires ou de la bouche, essoufflements, ulcérations, toux,

e Des problémes digestifs ou urinaires, brilures d’estomac, difficultés a uriner,

e Des saignements inexpliqués, vaginaux, dans les selles, I’urine, ou les expectorations,

e Des changements ou manifestations physiques inhabituels, perte de poids, grain de

beauté.
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Le systeme immunitaire

1. Qu’est-ce que le systeme immunitaire ?

Le systeme immunitaire est un ensemble de cellules, de tissus et d’organes, dont la fonction
est d’identifier, de maitriser et de détruire les particules étrangeres a l’organisme, €n
discriminant le «soi » du «non soi » [28]. Il s’attaque aux bactéries, au virus, ainsi qu’aux
cellules anormales, telles que les cellules cancéreuses, avant qu’elles n’affectent I’organisme.
Pour protéger le corps humain, le systtme immunitaire dispose de deux lignes d’actions

complémentaires, I’'immunité innée et I’immunité adaptative [29] [30].

L’immunité innée représente la premicre ligne de défense de 1’organisme face a un agent
pathogéne. Ce systeme est non spécifique, immédiat et actif des la naissance. Il est constitué
de:

e Lapeau et muqueuses, qui représentent les premieres barrieres de protection,

e Des cellules du sang circulant, les leucocytes circulants, telles que les phagocytes,
polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes « natural killer » (NK) et les mastocytes,

et les cellules présentes dans les tissus, telles que les macrophages,

e Du complément, un systeme enzymatique composé de plus de 20 protéines

différentes, qui entraine la lyse des agents infectieux par chimiotaxie,

e Des cytokines, sécrétées en réponse a une infection virale, elles comprennent les
interleukines, les chimiokines, et les interférons, elles permettent le recrutement de

cellules,

e Dr’anticorps naturels polyspécifiques, présents en permanence dans la circulation

sanguine, ils assurent une réaction précoce contre les antigenes.
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L’immunité acquise fait suite a I’immunité innée et représente la seconde ligne de défense de
I’organisme. Elle se développe lorsque 1’organisme est expose a certains agents infectieux et
repose sur la reconnaissance, a la surface d’une cellule, d’un antigene spécifique reconnu
comme du «non soi ». Elle est spécifique et met en jeu des processus de production de
protéines, ce qui implique un délai d’action. Ce systeme de protection se divise en deux types
de réponses, la réponse cellulaire et la réponse humorale, engendrées par des acteurs différents
[31] :

e Les lymphocytes T (LT) constituent I’immunité cellulaire, ils reconnaissent les
antigenes grace aux « T Cell Receptor » (TCR) exprimé a leur surface. Plusieurs

populations de lymphocytes T sont acteurs de I’'immunité acquise [32] :

o Les LT-CD8 cytotoxiques qui, une fois activé, ont une action directe sur
I’élimination des cellules anormales apres reconnaissance des antigénes
pathogeénes, par lyse des cellules cibles (perforine et granzymes) ou par induction

de I’apoptose (fixation de lymphotoxine ou du ligand Fas) [33],

o Les LT-CD4, aussi appelés LT auxiliaires, ont un role dans la régulation de la
réponse immunitaire, et permettent I’activation d’autres cellules de I’immunité au

travers d’un contact cellulaire ou grace a la sécrétion de cytokines.

e Les lymphocytes B (LB) constituent I’immunité humorale, ils reconnaissent les
antigénes grace aux «B Cell Receptor » (BCR) exprimé a leur surface. Les

lymphocytes B jouent plusieurs roles dans la stratégie immunitaire :

o Tout d’abord, au contact d’un antigene pathogéne, les lymphocytes B s’activent et
se différencient en plasmocytes capables de produire les immunoglobulines
spécifiques permettant la reconnaissance de 1’antigéne pathogéne rencontré. Ces
immunoglobulines sont présentées a la surface des plasmocytes ou libérées dans
le sang a la recherche d’antigénes, sous une forme soluble appelée « anticorps ».

Ces anticorps sont dits « monoclonaux », car ils sont dirigés contre un antigéne
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unique. Comme présentés sur la Figure 4, les anticorps monoclonaux sont
constitués de deux chaines lourdes présentant une région constante (fragment Fc),
ainsi que de deux chaines légeéres variables. Les régions variables (fragment Fab)
constituent le site de reconnaissance et de liaison de 1’anticorps a 1’antigéne.
Lorsqu’un anticorps reconnait son antigéne, il s’y fixe pour former un complexe
insoluble appelé « complexe immuns ». L’anticorps, tel un marqueur, facilite le

repérage et donc la destruction des agents pathogenes par les phagocytes.

Site de liaison de I'antigéne

p Reconnaissance de I'antigéne
Fragment
Fab
o \
Chaine légeére
Fragment
€ Fc — Chaine lourde
- Région constante
e . Région variable

Réponse effectrice
Réponse immunitaire

Figure 4. Anticorps monoclonal [34]

o Les lymphocytes peuvent également se différencier en lymphocytes B mémoires,
mémorisant les caractéristiques de [I’antigéne pathogéne rencontré, afin
d’engendrer une réponse immunitaire plus rapide et plus intense en cas de

rencontre ultérieure avec ce méme agent.

Les cellules dendritiques jouent le role de cellules présentatrices d’antigéne (CPA)
[35]. Lorsqu’elles rencontrent un agent pathogeéne, elles I’intégrent et le décomposent
afin de récupérer les antigénes. Ces antigénes vont ensuite étre présentés a la surface
des CPA via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Il en existe deux types,
le CMH-I, reconnu par les LT-CD8 et le CMH-II reconnu par les LT-CD4,

Les mastocytes, macrophages, monocytes et lymphocytes B peuvent également jouer

le réle de cellules présentatrices d’antigenes.
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2. Le systeme lymphatique

Comme le souligne Choi et ses collaborateurs, le systéme lymphatique est souvent considéeré
comme secondaire par rapport au systéme sanguin, en raison de sa structure et de son réle mal
identifiés dans le passé, alors qu’il devrait simplement étre considéré comme « I’autre »
systéme vasculaire [36]. En effet, il présente un réle fondamental dans la protection du corps
humain en participant a I’immunité et a 1’élimination des agents pathogénes de 1’organisme,
mais joue également un réle dans régulation de la pression tissulaire et dans 1’absorption

intestinale des corps gras [37].

Contrairement au systéme sanguin, le systéme lymphatique n’est pas un systeme vasculaire

circulaire mais linéaire, composé de vaisseaux et d’organes lymphatiques (Figure 5).

Le systeme lymphatique

ganglions
lymphatiques ———
cervicaux

ganglions
lymphatiques
axillaires

|
vaisseaux __/ /

s AT,
lymphatiques / (\J\

ganglions -
lymphatiques
< Hinguinaux

moelle
osseuse

Figure 5. Le systéme lymphatique [3]
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Les organes lymphatiques se divisent en deux classes :

e Les organes lymphatiques primaires comprennent la moelle osseuse et le thymus, et

sont des lieux de production, de prolifération et de maturation des lymphocytes,

e Les organes lymphatiques secondaires se composent des ganglions lymphatiques, de

la rate, ainsi que des amygdales et des plaques de Peyer, regroupees dans la

terminologie « Mucosa Associated Lymphoid Tissue » (MALT). Ces organes

comportent de fortes concentrations en lymphocytes et représentent le lieu d’activation

de la réponse immunitaire acquise.

Les ganglions lymphatiques jouent un réle important dans la protection du corps humain

contre des agents pathogene. Situés le long les vaisseaux lymphatiques, ils recoivent la lymphe

circulante et la filtrent afin d’éliminer les bactéries, les virus ou les corps étrangers (Figure 6).
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Figure 6. Structure d'un ganglion lymphatique [38]
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3. Le systeme immunitaire et cancer

Comme 1’a montré T. Boon et ses collaborateurs de I’institut Ludwig a Bruxelles en 1995, le
systeme immunitaire est capable de reconnaitre les tumeurs [39]. La prise en charge des
cellules cancéreuses par le systeme immunitaire fait principalement intervenir les lymphocytes
T, les cellules effectrices de 1’organisme. Dans une vision idéaliste, elle a lieu selon les étapes

suivantes ( ) :

e Libération d’antigenes : suite & la mort de cellules tumorales, les débris cellulaires, et
notamment les antigénes tumoraux vont étre libérés, puis reconnus et pris en charge

par les cellules présentatrices d’antigénes,

e Preésentation antigénique : les CPA vont alors migrer vers les ganglions lymphatiques

afin de présenter les antigénes tumoraux aux lymphocytes T,

e Activation lymphocytaire: la fixation de I’antigéne au récepteur TCR des
lymphocytes T permet la reconnaissance des antigénes tumoraux et entraine

I’activation des lymphocytes T ainsi qu’une expansion clonale,

e Migration et infiltration lymphocytaire : Les lymphocytes T activés vont alors
parcourir I’organisme a la recherche des cellules anormales, exposant a leur surface
I’antigene présenté précédemment par les cellules présentatrice d’antigéne. Guidés par
les sécrétions de cytokines, les lymphocytes vont ensuite infiltrer 1’environnement

tumoral,

e Fixation et cytolyse de la cellule tumorale : une fois dans I’environnement tumoral,
le lymphocyte T va se fixer a une cellule cancéreuse exprimant 1’antigéne spécifique,
puis exercer son activité cytotoxique afin de 1’éliminer. La lyse de cette derniére
entraine la libération de débris cellulaires tumoraux qui permettront 1’activation de

nouvelles cellules immunitaires.

45



Migration

Activation :
& lymphocytaire

lymphocytaire

' . B
5

A ¢ Lymphocyte T

Ganglion
lymphatique
Vaisseau 1
Golkie sanguin -
_présentatrice
d’antigéne

Présentation
antigénique
Infiltration
lymphocytaire

Libération
des antigenes

Fixation a la cellule
tumorale

Cytolyse tumorale

Figure 7. Prise en charge des cellules tumorales par les cellules de I'immunité [40]

L’efficacité cytolytique des LT nécessite un contact stabilisé avec 1’antigéne tumoral présenté
par les cellules présentatrices d’antigéne. Les molécules d’adhérence complémentaires
présentes a la surface des deux types cellulaires ont pour réle de stabiliser cette liaison et ainsi
de permettre (1) la reconnaissance spécifique de 1’antigéne tumoral par le LT et son activation,
(2) ’envoi d’un signal de co-stimulation engendré par la liaison de la protéine B7 présentée
par la cellule présentatrice d’antigéne et du cluster de différentiation CD28 présenté a la
surface du LT (Figure 8) [41].

CPA

Lymphocyte T

Adhérence

Figure 8. Liaison d'un lymphocyte T a une cellule présentatrice d'antigéne (CPA) [41]

(1) Reconnaissance spécifique de 1’antigéne tumoral par le LT permettant son activation, (2) envoi
d’un signal de co-stimulation rendant le LT intolérant a 1’antigene.
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En plus de ces deux signaux, 1’activation des LT est également régulée par d’autres protéines
présentes a leur surface, appelées check-points immunologiques (CPI). 1l existe des CPI qui
co-stimulent I’activation lymphocytaire tels que CD27 et CD40 ou bien qui I’inhibent tels que
le récepteur cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), programmed cell death
protein 1 (PD-1), lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) ou encore T-Cell Immunoglobulin
and Mucin domain-containing 3 (TIM3) (Figure 9) [42].
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Figure 9. Checkpoints immunologiques régulateurs : stimulation ou inhibition de I’activation
lymphocytaire. (Pardoll et al. 2012) [42]
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Idéalement, la prise en charge des cellules tumorales a lieu comme décrite précédemment. Or
en réalité, la réponse immunitaire anti-tumorale est la plupart du temps inefficace et permet
une progression tumorale souvent incontrolable. Les cellules tumorales arrivent a se cacher
afin d’échapper au systéme immunitaire et notamment aux lymphocytes. Méme si les raisons
de cet échappement ne sont pas encore complétement comprises au jour d’aujourd’hui,
plusieurs éléments relatifs aux cellules présentatrices d’antigéne, aux lymphocytes T ainsi
qu’aux cellules tumorales apportent quelques réponses. En effet, des défauts de
reconnaissance permettant 1’instauration d’une tolérance des cellules immunitaires vis a vis
des cellules tumorales, des défauts d’activation des LT, ainsi que des phénomeénes

d’adaptations tumorales ont été identifiés.

3.2.1. Liaison LT — CPA ou LT — cellules tumorales

Le défaut de reconnaissance des cellules tumorales est un probleme majeur et peut engendrer

I’induction d’une tolérance envers ces derniéres, et ce a plusieurs niveaux.

La protéine B7, présente notamment a la surface des cellules présentatrices de I’antigéne telles
que les cellules dendritiques, peut jouer un rdle dans les défauts de reconnaissance. En effet, la
protéine B7 est nécessaire a la transmission du signal de co-stimulation et d’activation des LT
( ). Le niveau d’expression de cette protéine est corrélé a la maturité des cellules
dendritiques. Cette maturation peut étre favorisée par la présence de certains signaux relayant
un état de danger ou de stress déclenchés en cas de réaction inflammatoire. Or de tels signaux
sont rarement présents lors du développement tumoral [43], ce qui peut se traduire par une
expression insuffisante de protéine B7 a la surface des cellules dendritiques et 1’absence de
transmission du signal de co-stimulation, rendant ainsi le LT tolérant a I’antigéne tumoral
[41]. Les CPA peuvent également devenir inductrices de tolérance en cas de densité
insuffisante de peptides CMH-1 a leur surface [41].
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Un autre probléeme de reconnaissance est lié au fait que les cellules tumorales, bien
qu’anormales, soient considérées par le systtme immunitaire comme des cellules du « soi »,
provoquant une tres faible induction de réponse immunitaire a leur encontre [41]. Ainsi, les
cellules tumorales ont une faible immunogénicité qui participe notamment au défaut
d’induction ou au défaut de maintien de la réponse immunitaire. Cette faible immunogénicité
peut étre due a une densité de CMH trop faible (ou inexistante) a la surface des cellules
tumorales, ne permettant pas une reconnaissance efficace des cellules cancéreuses par les LT,
ainsi qu’a une expression quasiment inexistante de protéine B7 nécessaire au déclenchement
du signal de co-stimulation, ceci rendant les LT intolérants aux protéines reconnues par le
TCR [44]. De plus, les anomalies fonctionnelles développées par les cellules tumorales
peuvent altérer 1’expression d’antigénes tumoraux a leur surface, limitant ainsi leur

reconnaissance par les cellules du systeme immunitaire [41].

La liaison entre les cellules tumorales et les LT peut également étre altérée. En effet, les
cellules tumorales n’expriment pas systématiquement les molécules d’adhérence nécessaires a
la stabilité de la liaison entre le LT et ’antigene, telles que LFA-3 ou ICAM-1, ce qui limite sa
reconnaissance et ainsi I’élimination de la cellule tumorale [45]. De plus, elles peuvent
également préesenter des molécules anti-adhérentes a leur surface, telles que les mucines [45].

3.2.2. Environnement immunosuppresseur

La tolérance des cellules immunitaires a 1’égard des cellules tumorales peut également étre
engendrée par d’autres facteurs présents dans I’environnement tumoral. Elle peut notamment
étre due a la présence de LT-CD4 immuno-régulateurs, portant le cluster de différentiation
CD25, activés par les cellules dendritiques [46]. De plus, des facteurs suppresseurs de réponse
immunitaire peuvent €tre sécrétés dans 1’environnement tumoral, préservant les tumeurs de
I’action immunitaire. Ces facteurs suppresseurs sont des cytokines inhibitrices pouvant étre
directement produites par les cellules tumorales, telles que le TGFR, IL-10 ou encore le PGE-
2. Ces cytokines peuvent également agir sur la différentiation des LT en LT sécréteurs de

cytokines anti-inflammatoires ou LT régulateurs [47].
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3.2.3. Adaptation et résistance des cellules cancéreuses

Les cellules tumorales développent des stratégies afin d’échapper au systeme immunitaire et
d’en atténué D’efficacité et ce en augmentant ou en diminuant I’expression de certaines
protéines. En effet, des mutations génétiques spontanées peuvent conférer a une sous
population de cellules tumorales une résistance a la lyse lymphocytaire, pouvant
progressivement faire 1’objet d’une sélection positive dans 1’environnement tumorale. Par
exemple, la surexpression de bcl-2, un géne anti-apoptotique, peut étre retrouvée dans de
nombreux types de cancer [45]. Certaines cellules tumorales, tels que certains cancers des
ovaires [48], peuvent surexprimer la protéine Fas-ligand, qui lorsqu’elle se lie au récepteur Fas
situé a la surface des LT, déclenche un signal entrainant leur mort par apoptose [49]. Certains
cancers du rein, sont également connus pour diminuer 1’expression de la protéine MHC- |
chain-related gene A (MICA) nécessaire a I’activation des NK et ainsi diminuer leur efficacité
[50].

50



L'immunothérapie

| IMMUNOTHERAPIE ,
cex quor !

Figure 10. L'immunothérapie, c'est quoi ? (Institut Curie) [51]
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1. Qu’est-ce que c’est I’immunothérapie ?

L’immunothérapie est définie comme un « traitement visant a stimuler les défenses de
I'organisme contre les cellules cancéreuses » [3]. Lorsque le systéme immunitaire est
défaillant, qu’il ne reconnait pas les cellules tumorales ou en cas de réponse immunitaire trop
faible, I’'immunothérapie peut aider a stimuler les cellules de I’immunité afin d’éliminer les

cellules cancéreuses.

L’immunothérapie est née en 1891, lorsque William Coley, un chirurgien spécialisé dans le
cancer des os, introduit des bactéries streptocoques dans I’organisme d'un patient présentant
un cancer inopérable. Il pensait que la présence d’un agent pathogéne dans 1’environnement
tumoral conduirait & une réduction de la tumeur par stimulation des cellules immunitaires
localement présentes, ce qui fut effectivement le cas. En effet, William Coley a observé un

taux de réponse d’environ 30 %, similaire a celui des anticorps monoclonaux anti-PD1 [52].

L’ immunothérapie représente depuis plusieurs décennies, un espoir majeur dans la lutte contre
le cancer. Malheureusement, malgré les efforts portés au développement de ces composés, les
échecs furent tres nombreux, notamment lors de I’évaluation clinique des candidats
médicaments. Ce n’est que depuis quelques années que les médicaments d’immunothérapie
montrent des résultats reconnus comme étant trés prometteurs et efficaces et faisant ainsi
I’objet d’autorisations de mise sur le marché accélérées par les autorités réglementaires du
médicament [53]. L’immunothérapie prend ainsi une place grandissante dans la stratégie
thérapeutique contre le cancer, devenant méme parfois un traitement de premiere ligne, tel que
le trastuzumab pour le traitement du cancer du sein HER2 positif [54], ou encore le
pembrolizumab pour le traitement du cancer du poumon métastatique a non-petites-cellules
[55] [56] [57].

2. Les différentes stratégies d’immunothérapies existantes

De nombreuses immunothérapies sont actuellement en cours de développement ou disponible
sur le marché du médicament. Différentes stratégies thérapeutiques sont utilisees ( ).
Certaines ont pour but d’activer le systéme immunitaire, tel que 1’usage de cytokines
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stimulatrices, alors que d’autres cherchent a moduler les régulations négatives, tels que les

anticorps blogquant les checkpoints immunologiques [44] [58] [59] [60] [61].
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Les anticorps monoclonaux sont parmi les immunothérapies les plus utilisées al’heure

actuelle [63] [64] [65] [66]. Ils ont la capacité (1) de reconnaitre spécifiquement les cellules

tumorales via un antigéne spécifique exprimé a leur surface [67] [68], (2) de se lier aux

cellules tumorales et de neutraliser certains de leurs signaux [69] [70], (3) d’altérer les

fonctions de signalement de certaines protéines présentes a la surface des cellules tumorales

[71] [72] [73]. Différents types d’anticorps tumeur-spécifiques existent et servent différentes

stratégies thérapeutiques.

2.1.1. Anticorps monoclonaux non conjugues

Les anticorps monoclonaux non conjugués peuvent avoir plusieurs mécanismes d’action :

Inhiber un signalement nécessaire a la survie ou a la prolifération des cellules
tumorales, tel que le cetuximab, indiqué dans le traitement du cancer colorectal et du
cancer de la téte et du cou, qui inhibe le récepteur du facteur de croissance épithélial
[71] [72] [74], ou le trastuzumab, indiqué dans le traitement du cancer du sein, qui
inhibe la tyrosine kinase HER-2 et induit sa dégradation [75],

Activer un récepteur présent a la surface des cellules tumorales responsable du
déclenchement de la mort cellulaire, tel que le tigatuzumab, actuellement en
développement clinique, qui active le récepteur du facteur de nécrose tumorale 10B
[73] [76].

Activer I'immunité dépendante des anticorps telles que la cytotoxicité acquise [64]
[77] [78] [79], la phagocytose cellulaire [80], ainsi que la cytotoxicité induite par le
complément [81], tel que le rituximab, un anticorps anti-CD20 [82], indiqué dans le
traitement de la leucémie lymphoide chronique et du lymphome non-Hodgkinien [83]
[84].
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2.1.2. Anticorps monoclonaux conjugués

Certains anticorps monoclonaux sont conjugues a des molécules cytotoxiques. Ils permettent
ainsi la reconnaissance de la tumeur grace a un antigene spécifique puis la libération du
cytotoxique a I’intérieur de la cellule cancéreuse afin d’induire la mort tumorale, tel que le
gemtuzumab ozogamicin, indiqué dans le traitement de la leucémie myéloide aigue, qui cible
I’antigéne CD33 présent a la surface des blastes leucémiques et est couplé a un agent

cytotoxique de la classe des calicheamicines [85] [86].

2.1.3. Anticorps bispécifiques

Les anticorps bispécifiques sont capables de se lier a deux antigenes différents en méme
temps, un se trouvant a la surface d’une cellule tumorale et I’autre présent a la surface d’une
cellule de I’'immunité, le lymphocyte T. L’anticorps bispécifique permet un rapprochement et
facilite ainsi la reconnaissance de la cellule tumorale par le lymphocyte T, tel que le
blinatumomab, un anticorps bispécifique anti-CD3 (lymphocyte T) et anti-CD19 (cellule
tumorale), indiqué dans le traitement de la leucémie lymphoide aiglie Philadelphie négative
[87] [88] [89] [90] [91].

Depuis quelques années, la modulation des checkpoints immunologiques des lymphocytes T,
soit en bloquant I’envoi de signaux inhibiteurs, soit en stimulant I’envoi de signaux
activateurs, représente une nouvelle stratégie thérapeutique tres prometteuse. En effet ces
derniéres années, trois anticorps modulateurs, I’ipilimumab [92], le nivolumab [93] et le
pembrolizumab [94], ont obtenu une autorisation de mise sur le marché notamment pour le

traitement du mélanome.
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2.2.1. Anticorps monoclonaux anti-CTLA-4

Le récepteur CTLA-4 est présent a la surface des LT actives. Il se lie avec une grande affinité
a protéine B7 exprimée par les CPA [95]. Cette liaison engendre une inhibition du signal de
co-stimulation envoyé par la liaison des protéines B7 et CD28, entrainant I'inactivation du LT
et la tolérance du LT pour l'antigéne présenté par la CPA [96]. L’ipilimumab est un anticorps
monoclonal capable de se lier au récepteur CTLA-4, empéchant sa liaison avec la protéine B7

et ainsi I’émission du signal inhibant I’activation du lymphocyte T [97].

2.2.2. Anticorps monoclonaux anti-PD-1

Le récepteur PD1, exprimé a la surface des LT, participe également a la régulation de
I’activation des LT en inhibant leur prolifération, la libération de cytokines stimulatrices, et la
cytotoxicité induite par des LT [98] [99] [100]. Sa liaison a la protéine PD-L1 présentée par
les cellules tumorales, entraine l'inhibition de premier signal d'activation des LT, induisant
ainsi une tolérance envers l'antigéne tumoral présenté. Le pembrolizumab, indiqué dans le
traitement du mélanome et du cancer du poumon a non-petites cellules, et le nivolumab,
indiqué également dans le traitement du carcinome rénal, sont des anticorps monoclonaux
capable de se lier au récepteur PD1 empéchant sa liaison avec le ligand PD-L1 tumoral et

permettant ainsi 1’activation et la prolifération des LT [101].

2.2.3. Autres anticorps monoclonaux modulateurs

La protéine LAG-3 [102] est exprimée progressivement par les LT lors d’un
dysfonctionnement ou d’un déclin d’activité causé par une infection chronique ou un cancer
[103] et est connu pour étre un marqueur sélectif des LT régulateurs, ce qui fait de cette
protéine une cible présentant un intérét particulier en raison d’un role potentiellement
important dans l'inactivation des cellules immunitaires par les tumeurs [104]. Aucun anti-
LAG3 n’est encore disponible sur le marché mais des résultats prometteurs ont pu étre
observés en clinique [101] [105] [106] [107].
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La protéine TIM-3 est exprimée a la surface de nombreux LT et de CPA [108]. TIM-3 est
souvent co-exprimé avec PD-1 sur le LT-CD8, ce qui en fait une cible thérapeutique
intéressante pour les combinaisons medicamenteuses [109]. Plusieurs anti-TIM-3 sont en
cours de développement préclinique [110] mais aucun n'a encore été évalué en clinique a ce

jour.

Une nouvelle stratégie consiste a développer des agonistes des protéines de surface co-
stimulatrices tels que OX40 [111] [112] [113] [114], CD137 [115] [116] [117] et CD27 [112],

cependant aucune molécule n’est a ce jour disponible sur le marché.

La protéine indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO) représente également une nouvelle cible
thérapeutique [118]. Cette enzyme intracellulaire est exprimée par différentes cellules saines,
telles que les cellules dendritiques [119] et par certains types de cellules cancéreuses [120].
L’IDO participerait a 1’échappement des cellules tumorales au systtme immunitaire
notamment en augmentant I’inflammation présente dans 1’environnement tumoral, en
éliminant les LT cytotoxiques et NK et en favorisant I’apparition de LT régulateurs [120]. Des
anti-IDO sont en cours de développement clinique pour différentes indications en
monothérapies [121] ou en combinaison avec d’autres immunothérapies, telles que
I’ipilimumab dans le traitement du mélanome [122], ou avec des chimiothérapies, telles que le

docetaxel [123] afin d’engendrer une action synergique.

Les thérapies vaccinales consistent en I’extraction de cellules présentatrices d’antigéne
immatures puis en la réinjection de ces CPA au patient une fois activées [124] [125]. Les CPA
utilisées sont majoritairement des cellules dendritiques, connues pour leur grande efficacité a
présenter des antigenes aux LT [35], et sont prélevées dans le sang périphérique ou dans
I’environnement tumoral. Une fois recueillies, les cellules dendritiques sont présentées ex-vivo
a un antigéne ou a un cocktail d’antigénes tumoraux afin de les activer. Elles peuvent
également étre génétiqguement modifiées afin d’exprimer un antigéne spécifique. Des

cytokines, telle que I’IL-4, ou des facteurs de croissance peuvent également étre utilisés pour
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stimuler la maturation des cellules dendritiques. Le Sipuleucel-T est un vaccin préparé a partir
de CPA périphériques mises en culture avec une protéine de fusion, la prostatic acid
phostatase, et un facteur de croissance granulocytaire, le granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF). Il est indiqué dans le traitement du cancer de la prostate
métastatique depuis 2010 [126] [127] [128].

De la méme maniére, un vaccin peut étre préparé a partir des cellules tumorales du patient.
Aprés extraction, les cellules tumorales sont irradiées ou modifiées genétiquement afin
qu’elles soient capables de sécréter un facteur de croissance qui permettra d’attirer les cellules

de ’immunité.

L’injection de cytokines stimulatrices représente également une stratégie permettant
’activation des CPA afin d’induire une nouvelle réponse immunitaire ou d’en raviver une qui
serait affaiblie [66] [129] [130] [131]. Malgré le fait que le plus souvent, les facteurs
activateurs sont administrés comme des thérapies adjuvantes [132] [133] [134] [135] [136]
[137] [138] [139] [140] [141] en raison d’une efficacité limitée [142] [143] [144] [145], deux
cytokines ont obtenu une autorisation de mise sur le marché en tant que monothérapie, 1’1L2,
pour le traitement du mélanome métastatique et du carcinome rénale métastatique [146] [147],
et IFNa2b, pour le traitement de la leucémie a tricholeucocytes, le lymphome folliculaire et le
mélanome [148].

Les thérapies cellulaires a base de LT visent a exploiter les capacités cytotoxiques de ces
derniers pour éliminer les cellules tumorales, et ce en supprimant un éventuel
dysfonctionnement di & 1’induction d’une tolérance vis-a-vis de certains antigénes tumoraux
ou a un environnement tumoral immunosuppresseur [149] [150]. Selon le méme principe que
les thérapies vaccinales présentées précédemment, les lymphocytes T (LT-CD4 et CD8) sont

recueillis dans le sang périphérique, dans I’environnement tumoral (tumor-infiltrating
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lymphocytes (TILS)) ou encore dans les ganglions lymphatiques du patient, puis sont mis en
culture, génétiqguement modifiés et amplifiés ex-vivo, avant d’étre réinjectées, avec un cocktail
de cytokines, dans 1’organisme du patient aprés un conditionnement lymphodéplétant [128]
[151] [152] [153]. Une correélation entre le niveau de lymphodeéplétion et I’efficacité d’action
des thérapies a base de TILs a pu étre observée au cours d’un essai clinique incluant des
patients atteints de mélanome métastatique, de méme qu’une durabilité d’action chez 95 % des
patients répondeurs allant jusqu’a 82 mois [154]. Il existe deux types de TILs, les
lymphocytes T TCR (LT-TCR) et les lymphocytes T chimeric antigen receptors (LT-CAR),
servant tous deux, des stratégies thérapeutiques différentes.

Les LT-TCR sont des lymphocytes T modifiés génétiquement pour exprimer un TCR
spécifique (chaines a et B) a leur surface, permettant la reconnaissance d’un human leukocyte
antigen allele apparenté et d’un antigéne spécifique au TCR exprimés par la cellule tumorale
( ) [104]. Malgré D’efficacité observeée lors des essais cliniques, les thérapies
cellulaires a base de LT-TCR ont montrés de séveres toxicités envers les cellules saines,
lorsque I’antigéne ciblé n’est pas exclusivement exprimé par les cellules tumorales comme
c’est souvent le cas [128]. Un effort doit étre fournit afin de développer de nouvelles stratégies
permettant 1’identification d’antigénes tumeur-spécifiques, permettant ainsi de limiter les

effets indésirables causés par le manque de spécificité des LT [155].

Les LT-CAR quant a eux, sont génétiquement modifiés pour exprimer a leur surface les
chaines fixes du TCR fusionnées a un anticorps capable de reconnaitre 1’antigeéne ciblé. Cette
stratégie ne nécessite pas la présentation fonctionnelle de 1’antigéne par le biais du CMH et
permet également de cibler et de reconnaitre des protéines de surfaces ( ) [156]. Le
tisagenlecleusel, une thérapie cellulaire préparée a partir de LT-CAR a récemment obtenu une
autorisation de mise sur le marché dans le traitement de la leucéemie lymphoblastique aigue de
I’enfant et du jeune adulte [157]. Des LT-CAR CD19 allogéniques prépareés a partir de cellules
de donneurs sont également en cours de développement clinique et ont montré des résultats
prometteurs dans le traitement de cancers hématologiques impliquant les cellules B [158]
[159] [160].
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Figure 12. Thérapies cellulaires a base de lymphocytes T (Farkona et al. 2016) [104]

2.6. Virus oncolytigues

Les immunothérapies a base de virus oncolytiques représentent une nouvelle stratégie
thérapeutique qui emploie des virus natifs ou génétiquement modifiés capables de se répliquer
sélectivement a I’intérieur des cellules tumorales afin de les détruire [161]. lls induisent une
réduction de cellules tumorales conduisant a la lyse cellulaire et a la libération d’antigénes

tumoraux qui pourront activer les cellules de I’'immunité [162].

La sélectivité de ses virus oncolytiques pour les cellules tumorales est due a une grande
affinité pour les anomalies fonctionnelles de ces dernicres, telles qu’une prolifération
incontrolée et une résistance a 1’apoptose, résultant en une toxicité minimale envers les
cellules saines [162]. De plus le génome viral est facilement modifiable par des manipulations
génétiques permettant d’augmenter les capacités cytolytiques des virus et d’en diminuer la
pathogénicité [163] [164] [165]. Les virus peuvent également étre modifiés de maniére a
exprimer des cytokines stimulatrices des cellules immunitaires ou notamment des molécules
de co-stimulation des LT lors de I’infection de ces derniers, facilitant la génération de signaux
activateurs [166] [167] [168] [169] [170].
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Cependant, le virus doit étre capable de rentrer rapidement dans les cellules tumorales avant
qu’il ne soit reconnu comme pathogeéne par le systtme immunitaire du patient et qu’une
réponse immunitaire ne soit dirigée a son encontre [161]. Pour cela, des stratégies de
protection ont été développées, tels que 1’ajout de chaines PEG [171] [172], ou I’expression

d’un geéne inhibant la présentation d’antigénes a la surface du virus [173] [174].

Le talimogene laherparepvec (T-VEC) a obtenu une autorisation de mise sur le marché en
2015 pour traitement du mélanome métastatique apres avoir démontré son efficacité ainsi
qu’une bonne tolérance en clinique [175] [176]. C’est un virus de I’herpés de type I modifié
[166] [177] par la délétion de deux genes ICP34.5 pour eviter I’apparition d’effets indésirables
touchant le cerveau. Ces genes ont été remplacés par la cytokine GM-CSF permettant de

stimuler le recrutement de CPA dans I’environnement tumoral [166] [167] [178].

Malgré I’avantage majeur que présente ce médicament aux regards de I’induction d’effets
indésirables limités, certaines limitations sont a prendre en considération. Le T-VEC est
injecté directement dans 1’environnement tumoral, afin de limiter les réactions immunitaires
anti-T-VEC, et n’est donc pas garanti d’atteindre les tumeurs non accessibles par injection
locale [162] [175], expliquant peut-étre une efficacité moins importante dans le cas de cancers
avanceés [161] [162] [163] [179].

Reprenant la démarche de William Coley, les bactéries peuvent également étre utilisées
comme immunothérapies et sont injectées dans le microenvironnement tumoral afin d’induire
une inflammation qui augmentera localement le recrutement et la densité de cellules de
I’immunité et facilitera ainsi leur activation et I’élimination des cellules cancéreuses [180]
[181] [182]. Certaines bactéries ont déja démontré leur effet, tel que le bacille Calmette-

Guérin devenu un standard dans le traitement du cancer de la vessie [183] [184].

61



3. Classification des immunotherapies

Il existe plusieurs manieres de classer les immunothérapies en fonction de leur mécanisme
d’action. Elles sont classiquement caractérisées comme « actives » ou « passives » en fonction
de leur capacité a stimuler le systeme immunitaire du patient [185]. De cette facon, les
anticorps tumeur-spécifiques et les TILs, étant connus pour posséder une activité
antinéoplasique intrinséque sont considérés comme des thérapies passives [186] [187] [188],
alors que les vaccins anti-tumoraux et les anticorps visant & moduler les checkpoints
immunitaires sont considérés comme des thérapies actives en raison d’un mécanisme d’action
présentant une interaction directe avec les cellules de I’'immunité [189] [42] [190]. Les
immunothérapies peuvent également étre classées en fonction de leur cible d’action et définies
comme « spécifiques », tels que les anticorps monoclonaux ciblant un antigéne spécifique
présent a la surface d’un certain type de cellules tumorales, ou comme « non-spécifiques »,

telles que 1’usage de cytokines stimulatrices [42] [58] [59].

La classification des thérapies a base d’anticorps en tant qu’immunothérapie passive est
néanmoins controversée, notamment par Galluzzi et ses collaborateurs [191], en raison d’une
interaction évidente des anticorps bispécifiques avec les cellules de I’immunité, ainsi que par
des preuves d’induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale par certains anticorps
monoclonaux, tels que le cetuximab qui activerait I’immunité adaptative [192] [193] et le
bevacizumab qui stimulerait ’infiltration des lymphocytes T et B dans I’environnement

tumoral [194] [195] et diminuerait I’action de certains lymphocytes T régulateurs [196].

4. Intéréts et limitations de I’'immunothérapie

Contrairement aux chimiothérapies qui s’attaquent a toutes les cellules a division rapide,
I’immunothérapie est une thérapie ciblée. Ce caractére «ciblé » résulte généralement en
I’induction d’effet indésirable moins nombreux comparé aux traitements de chimiothérapie.
Cependant, certains effets immunitaires secondaires séveéres peuvent étre observés chez les
patients, tel que le cytokine release syndrome représentant une activation immunitaire

engendrant la libération massive de cytokines inflammatoires, observé suite a 1’administration
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de T-CAR, d’anticorps monoclonaux ou bispécifiques [197] [198] [199], et pouvant provoquer
des fiévres, malaises, asthénies, myalgies, nausées, tachycardie, hypotension, une coagulation
vasculaire disseminée, ainsi que des dysfonctionnements cardiaques, hépatiques et rénaux
[197]. Dans certains cas, les effets indésirables peuvent mettre en jeu le pronostic vital du
patient, telle que I’apparition de colites dysimmunitaires et de pneumonies interstitielles,
observées suite a 1’administration d’anticorps modulateurs anti-CTLA-4 et anti-PD-1

respectivement [200].

L’apparition de toxicité importante peut étre notamment due au mécanisme ou a la cible
d’action du medicament, comme dans le cas des anticorps anti-CTLA-4 qui, ciblant la
reconnaissance CPA-LT, ont une action sur la prolifération globale des LT [104]. Le caractére
systémique de 1’administration médicamenteuse a également été mis en cause dans 1’induction
d’effets toxique, notamment concernant les anticorps modulateurs [201] [202] [203].
L’administration locale d’anticorps anti-CTLA-4 a été investigué lors d’études précliniques et
a montré que de plus faibles doses pouvaient induire des effets bénéfiques similaires voir plus

important qu’une administration systémique ainsi qu’une toxicité diminuée [204] [205].

Une des limitations de ces traitements réside également dans 1’accessibilité aux patients. En
effet, les traitements d’immunothérapies sont trés couteux, pouvant résulter en un acces réduit
a certaines populations de patients [206] [207]. De plus, certaines immunothérapies
nécessitant des modifications ex-vivo, telles que les thérapies cellulaires autologues a base de
LT pouvant demander plusieurs semaines de préparation et impliquent 1’attente du patient,
pour qui le temps est compté [203] [208]. Dans ce sens, les LT-CAR allogéniques représentent
une approche particuliérement intéressante, permettant d’allier 1’efficacité des LT-CAR a la
rapidité d’acces [158] [159]. Cependant I’utilisation de cellules allogéniques souléve d’autres
limitations, telles que la tolérance du patient pour le greffon ainsi que 1’émergence de
réactions des LT activés de donneurs envers les cellules du patient (graft versus host disease)
[158].

Actuellement, une attention particuli¢re est portée a 1’identification de biomarqueur d’activité

permettant 1’interprétation précoce de I’efficacité des immunothérapies et du bénéfice
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thérapeutique pour les patients, notamment en raison de la difficulté de prédire I’efficacité de
ces traitements pour un patient donné [104] [110] [209] [210]. En effet, leur efficacité ne
concerne qu’un nombre limité de patients, ceci pouvant étre due a I’hétérogénéité du cancer, a
I’état du systéme immunitaire ou encore a 1’inclusion dans les essais cliniques de patients
atteints de cancers avancés [210] [211] [212]. Cependant lorsqu’un effet est observé, il peut
étre durable, notamment en raison de la mémoire immunitaire [203], comme observé avec des

LT modifiés [154] ou encore avec certains vaccins [213].

La réponse au traitement d’immunothérapie peut également étre longue a observer, selon 1’état
d’activation du systéme immunitaire du patient ou la présence d’une quantité d’antigénes
tumoraux insuffisante dans I’environnement [214]. Des stratégies visant a associer des
immunothérapies avec de la chimiothérapie ou de la radiothérapie ont été développées, ces
derniéres permettant la destruction rapide de cellules tumorales et ainsi le relargage
d’antigénes tumoraux nécessaires au déclenchement d’une réponse immunitaire [215] [216]
[217]. Certaines chimiothérapies sont également connues pour modifier 1’environnement
tumoral immunosuppresseur grace un effet toxique induit sur les cellules régulatrices, tel que
le cyclophosphamide qui depléte les LT régulateurs [218] permettant 1’induction d’une
réponse anti-tumorale plus efficace médiée par les LT cytotoxiques [110]. Certains schémas
d’administration extrémes, telles que les approches métronomiques ou 1’administration de la
dose maximale tolérée, permettent de transformer des tumeurs dites « froides » (i.e. déserts
immuns) en tumeurs dites « chaudes », favorisant la prolifération des LT et des CPA, la
régulation négative des LT régulateurs, ou encore [I’induction de mort cellulaire
immunogénique [219]. L’association de chimiothérapie couplée a I’immunothérapie peut étre
utilisée pour cumuler 1’effet supposé rapide de la chimiothérapie a la durabilité d’action de
I’immunothérapie et ainsi augmenter la durée de survie des patients ( ) [214] [220].
Les immunotherapies peuvent également étre associees a des thérapies ciblées, telles que les

anti-MEK ou anti-angiogénique, afin de favoriser la diapédése des LT infiltrants [221].

L’association de plusieurs immunothérapies est également utilisée afin d’obtenir un effet
synergique et ainsi augmenter ’efficacité des traitements et le bénéfice clinique. Les

associations peuvent étre faites en combinant plusieurs stratégies thérapeutiques, telle que
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I’association de thérapies cellulaires a base de LT et de cytokines stimulatrices [151] ou
simplement différents mécanismes d’action, tels que 1’association de deux bloqueurs de CPI,
le nivolumab (anti-PD1) et I’ipilimumab (anti-CTLA-4) dans le traitement du mélanome
métastatique [222] [223].

traitements conventionnels immunothérapie associations thérapeutiques
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Figure 13. Immunothérapie et chimiothérapie : bénéfices de I’association thérapeutique

(Champiat et al. 2015) [214]

De nos jours, il est également trés difficile de déterminer les doses a administrer a I’homme
lors des premieres études cliniques. En effet, une dose trop élevée accentuerait le risque de
toxicité et la survenue d’effets indésirables immunitaires sévéres, alors que 1’administration
d’une dose trop faible n’induisant pas d’effet thérapeutique serait une perte de temps pour les
patients. Le schéma d’administration est également un challenge, notamment dans le cadre
d’associations meédicamenteuses. En plus des études animales, une approche de modé¢lisation
pharmacocinétique et pharmacodynamique de population (décrite dans la prochaine partie)
peut étre utilisée pour aider le choix des doses et des schémas d’administration optimaux en

clinique.
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Partie II :

La modélisation pharmacocinétique
et pharmacodynamique dans le
développement des médicaments

et application
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Introduction

Le développement des médicaments est un processus lent, complexe et couteux (Figure 15)

[224] qui comporte un taux d'attrition tres éleve [225].

Tests in vitro Testsinvivo ~ Phasel:20 - 80 volontaires sains  Jusqu'a ;5”“" 4
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Figure 15. Le processus de développement des médicaments [224]

Un candidat médicament doit étre évalué a travers différentes étapes avant de se voir octroyé
une autorisation de mise sur le marché par les autorités de santé. Des analyses in vitro sont
d'abord réalisées afin de déterminer les caractéristiques physico-chimiques de la molécule, sa
perméabilité, sa capacité a se lier a la cible, ainsi que les caractéristiques pharmacocinétiques
préliminaires (voies d'absorption, métaboliques et d'élimination) et la toxicité du composé
[226].

Dans un deuxieme temps, des études animales sont menées pour comprendre le comportement
du médicament dans un organisme vivant et complexe. Ces études permettent la collecte
d'informations sur la distribution du médicament, son métabolisme, ainsi que sur d’éventuelles
interactions médicamenteuses. Elles donnent un apercu de I'efficacité, des effets indésirables,

et de la toxicité du composé, ainsi que la gamme de doses a étudier en clinique [227].
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Apres I'évaluation in vitro et in vivo animale de I'efficacité et de la sécurité du candidat
médicament, celui-ci peut étre testé chez I'nomme. Toutes les informations recueillies sur la
pharmacocinétique et la pharmacodynamique du composé lors de phases précliniques vont
alors étre transposées de 1’in vitro ou in vivo animal a I’homme afin de déterminer la premiére

dose a administrer aussi appelée first-in-human.

L’¢évaluation clinique est divisée en plusieurs phases. C’est lors de la phase I que le composé
est administré a I’lhomme pour la premiere fois. Cette phase de developpement comprend un
petit nombre de volontaires sains ou de patients (en particulier lors de 1’évaluation des
médicaments anticancéreux). La phase | a pour objectif d'assurer la sécurité du patient et de
déterminer le profil pharmacocinétique du composé chez I'hnomme. Cette phase vise également
a déterminer la dose maximale tolérée grace a une étude d'escalade de doses mettant en
évidence la tolérance clinique du médicament, son effet thérapeutique (si elle est réalisée sur

des patients) et la gamme de doses a étudier en phase II.

La phase Il est menée sur un plus grand nombre de sujets que I'étude de phase I. L'objectif de
cette étape de développement est d'étudier I'efficacité du candidat médicament sur les patients

et de détecter les effets indésirables les plus fréquents.

La phase Il est menée sur une grande population de patients. Dans cette phase le candidat
médicament est comparé au médicament de référence pour la maladie étudiée. Le but de cette
étape est de confirmer I'efficacité du médicament au sein d'une population plus large, de
détecter les effets indésirables moins fréquents et de déterminer le bénéfice clinique pour les

patients en évaluant la réponse au traitement.
Une étude de phase IV peut étre menée aprés la commercialisation pour suivre le

comportement des médicaments dans une population plus large comprenant des patients « non

standards » et pour recueillir des effets indésirables plus rares.
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Additionellement, une étude de phase 0 peut étre réalisée sur un petit nombre de sujets afin de
recueillir des données préliminaires sur le comportement du candidat médicament chez

I’homme.

Comme présenté ci-dessus, la pharmacocinétique (PK) et la pharmacodynamique (PD) des
composés tiennent une place majeure dans le développement des médicaments. Dans cette
partie, la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des médicaments seront définies.
Différentes méthodes d’analyses de données PK et PD seront discutées en portant une
attention particuliéere a la modélisation mathématique, qui représente une approche
indispensable permettant 1’intégration de données sur plusieurs échelles, in vitro, in vivo
animal et homme. Enfin une application de la modélisation PD visant a déterminer la

concentration active d’un anticorps bispécifique a partir d’études in vitro sera présentée.
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Généralités

1. Généralités sur la Pharmacocinétique et la Pharmacodynamie

La pharmacocinétique est I’é¢tude du devenir du médicament dans 1’organisme alors que la
pharmacodynamique représente 1’¢tude de 1’effet du médicament sur le corps. Comme décrit
précédemment 1’étude de la PK est faite tout au long du développement du médicament et
participe a la sélection des candidats médicaments les plus prometteurs. La pharmacocinétique
désigne 1’étude qualitative et quantitative des processus d’absorption, de distribution, ainsi que
le métabolisme et 1’élimination, dans un systéme biologique, d’un médicament en fonction du
temps. Ce systéme pouvant étre un organisme humain, animal, ainsi que des modeles

tissulaires, cellulaires ou moléculaires.

L’absorption du médicament correspond a I’entrée de la substance active inchangée dans
I’organisme jusqu’a son arrivée dans la circulation générale, aprés le franchissement d’une
barriere physiologique. Cette barriére varie en fonction de la voie d’administration du
médicament, pouvant par exemple étre I’intestin en cas d’administration orale, la peau en cas
d’administration cutanée, ou les poumons en cas d’inhalation du médicament, etc. La voie
intraveineuse est le seul mode d’administration ne nécessitant pas I’absorption du médicament

car ce dernier est directement administré dans la circulation générale.

Le paramétre PK associé a I’absorption est la biodisponibilité, correspondant a la fraction de

médicament absorbée dans la circulation sanguine par rapport a la dose administree.
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Une fois que le médicament se trouve dans la circulation systémique, il va se répartir dans
I’organisme selon son affinité pour les tissus et se diriger vers un site accepteur ou de
stockage, un site récepteur ou thérapeutique, ou un site enzymatique ou métabolique. Son
affinité pour certains tissus est dépendante de sa nature physico-chimique. En effet, une
substance active hydrophile se distribuera principalement dans les liquides alors qu’une
molécule lipophile aura tendance a passer les membranes et a se diffuser dans les tissus. Le
mécanisme de distribution peut étre passif, s’il s’agit d’une diffusion simple a travers les

tissus, ou actif, s’il met en jeu des transporteurs.

Le parametre PK associé a la distribution du médicament est le volume de distribution,

représentant un volume fictif et non-physiologique dans lequel le médicament se distribue.

L’¢limination comprend le métabolisme du médicament ainsi que son excrétion.

Le métabolisme correspond a la transformation enzymatique du médicament en un composé
pharmacologiquement actif ou inactif. Le foie est le principal site de métabolisme de
I’organisme comportant une forte concentration d’enzymes et notamment de cytochromes
P450 et d’UDP-glucuronosyl-transférases, les principales enzymes du métabolisme des
médicaments. Cependant, ces derniers peuvent également étre métabolisés dans d’autres sites

de I’organisme, tels que I’intestin, les poumons, ou encore la peau ou les reins.

L’excrétion correspond a 1’élimination du médicament de 1’organisme. Les principales voies

d’excrétion sont les voies rénales dans 1’urine et biliaires dans les feces.

Les parametres associés a I’élimination du médicament sont la clairance, représentant le
volume de plasma épuré de médicament par unité de temps, et la demi-vie d’élimination,
représentant le temps nécessaire a 1’élimination de la moitié de la quantité de médicament
absorbée.
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2. L’analyse des données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques

Comme présenté ci-dessous (Figure 16), il est important d’adresser 1’analyse des données PK

et PD séparément en raison d’enjeux et de processus biologiques différents.

Modélisation PK Modélisation PD
Relation Concentrations - Temps Relation Effet - Concentrations

Conc
Effet

Log(Conc)

Modélisation PK/PD
Relation Effet - Temps

™

Temps

Effet

Figure 16. Stratégie de détermination de la relation effet - temps par approche de modélisation
PK/PD

L’analyse de la PK permet de caractériser la relation entre les doses regues et les
concentrations plasmatiques observées au cours du temps ou le niveau d’exposition en
médicament (aire sous la courbe (AUC)), grace aux paramétres PK mentionnés
précedemment. Les facteurs influencant la PK sont généralement différents de ceux
influencant la PD et la cible thérapeutique n’impacte que peu la pharmacocinétique du
médicament, notamment dans le cas de petites molécules, majoritairement éliminées par
métabolisme hépatique ou rénale. Cependant, dans certains cas, notamment celui de larges
molécules tels que les anticorps, la cible thérapeutique peut étre trés connectée a la
pharmacocinétique du médicament. En effet, pour les larges molécules, une grande partie de la
clairance est généralement lié au renouvellement physiologique du récepteur aprés fixation du
médicament sur sa cible [228] [229] [230].
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L’analyse de la PD permet de caractériser la relation entre concentrations présentes au
voisinage de la cible thérapeutique et I’effet engendré par la fixation du médicament sur son
récepteur, et ainsi de déterminer la concentration ou le niveau d’exposition requis pour
I’obtention d’une réponse efficace. Les parametres influencant la PD sont notamment
I’abondance de la cible thérapeutique, son renouvellement physiologique ainsi que sa
fonctionnalité. L’affinité du médicament pour son ligand est également a prendre en compte

dans 1’étude de ’efficacité.

Enfin, une fois que la PK et la PD ont été caractérisées indépendamment, une analyse PK/PD
peut étre conduite afin de caractériser la relation dose-concentration-effet et de déterminer la

dose permettant d’attendre la réponse efficace escomptée.

Les données PK peuvent étre analysées en utilisant différentes méthodes, 1’analyse non-

compartimentale, la modélisation mathématique et les approches de population.

L’analyse PK non-compartimentale consiste a estimer les paramétres PK individuels. Elle est
réalisée a partir des caractéristiques des sujets, de la description des traitements, des temps de
prélevements sanguins et des concentrations plasmatiques en médicament. Qualifiée d’étude
de «rich PK sampling », elle nécessite un grand nombre de prélévements sanguins pour
déterminer la cinétique plasmatique du médicament étudié, mais est conduite sur un nombre
de sujet restreint. L’analyse non-compartimentale des données PK est généralement utilisée

lors des essais cliniques de phase 1.

Les approches de modélisation consistent en la description des données PK ou PD, gréce a
I’utilisation de modéles mathématiques et statistiques. Elles sont généralement utilisées durant
les essais cliniques de phases 2 et 3 mais peuvent étre appliquées a toutes les étapes du

développement pharmaceutique. L utilisation de ces approches est soutenue par la FDA pour
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I’évaluation de la réponse au traitement, notamment en oncologie [231] [232], et a montré une
utilité considérable dans 1I’amélioration des connaissances des composés étudiés lors du
développement pharmaceutique et constitue une aide précieuse a la prise de décision [233]
[234] [235], permettant notamment, 1’optimisation du choix des doses étudiées en Phase 2 et 3

[236], ainsi que la détermination d’un intervalle thérapeutique assurant la sécurité des patients.

Les modéles développés visent a décrire une variable dépendante «Y » (i.e. des
concentrations plasmatiques) en fonction d’une variable indépendante « X » (e.g. le temps)
avec une variabilité résiduelle propre aux données recueillies « & », grace aux parameétres

« ¢ ». lls peuvent s’écrire de la maniére suivante :

Y=f(X,¢) + ¢

Ces modeles ont pour but d’estimer la valeur théorique de « Y » en passant au plus prées des

observations et donc en minimisant la variabilité residuelle € ( ).

Conc

Les points bleus représentent les observations, la courbe violette représente les prédictions de la vraie

cinétique au cours du temps et € représente la variabilité résiduelle.

75



La modélisation PK/PD est une approche dite «compartimentale ». L’organisme est
représenté par un ou plusieurs compartiments. Ces compartiments représentent des espaces
dans lesquels le médicament se déplace et se répartie de maniére homogéne. lls peuvent étre

fictifs ou représenter une réalité biologigue, telle que la circulation sanguine.

Le trajet du médicament suit un parcours bien défini et régulé par des vitesses de transfert
uniques a chaque compartiment. Le transfert de quantité entre les compartiments peut suivre
une cinétique d’ordre 1 (1), si la vitesse de transfert est proportionnelle au compartiment
présent en amont (e.g. une absorption orale), ou une cinétique d’ordre 0 (2) si elle est
constante au cours du temps (e.g. une perfusion). La vitesse de transfert peut également
décrire un processus saturable, ce qui est notamment le cas lors de [Pinteraction

enzyme/substrat, qui sera décrit par 1’équation de Michaelis-Menten (3).

aQ B
E_kal_ka (D
aQ B
—=kxQ =k (2
daQ  Vm x Q

E_Kme+Q ®

ou dQ/dt représente la vitesse de transfert de masse, Q représente la quantité présente dans le

compartiment, k représente la constante de transfert, Km et Vm sont les constantes

Michaelienne et V représente le volume du compartiment.
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Pour un modeéle PK, le compartiment central comprend généralement la circulation systémique
et correspond ainsi au lieu d’observation des concentrations plasmatiques. S’il s’agit d’un
médicament administré oralement (ou nécessitant une absorption), un compartiment de dépét
représentant le tube digestif (ou autre licu d’absorption) préceédera le compartiment central
( ). Lors de la construction du modeéle, des compartiments périphériques peuvent

également étre ajoutés afin de mieux décrire les données pharmacocinétiques observées.

Médicament

Médicament =:>_ Compartiment
de Dépbt

dce
—-—= Ka.Dose —Kel.Cc
dt

dt Compartiment

Central

Cc

Compartiment
Central

Cc

Kel
Kel

Médicament

=:>_ Compartiment

de Dépbt

Compartiment Compartiment
Central Peripherigue

Cc Cp

Kel

Ka, constante d’absorption ; V¢, volume de distribution du compartiment centrale ; Vp, volume de
distribution du compartiment périphérique ; Q, clairance inter-compartiment ; Kel, constante

d’élimination.
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2.3.  Approches de population

Les approches de population ont été introduites par Sheiner en 1977 [237]. Ces approches
consistent en la description des données PK ou PD, grace a l’utilisation de modéles
mathématiques et statistiques dans une population donnée. Qualifiées d’études de « Sparse
sampling », elles permettent 1’analyse des données relatives a un grand nombre de patients et
ne supportent qu’un faible nombre de données par individu, ce qui en fait une approche

particuliérement appréciable lors d’études pédiatriques, gériatriques ou en oncologie [238].

Les modeles développés pour servir ces analyses sont des modeles non-linéaires a effets
mixtes, ou Nonlinear mixt effects, qui correspondent a I’association d’un modéle structural et
de covariables, composés de parameétres fixes, et d’un modéele statistique, composé de
variables aléatoires (Figure 19). Ces mod¢les permettent d’estimer une valeur de population
pour chaque parametre fixe, et de prédire la variabilité interindividuelle présente autour de
cette valeur moyenne dans la population, la variabilité intra-individuelle (ou intra-occasion)
ainsi qu’une variabilité résiduelle, correspondant a la variabilité non expliquée au moyen de

covariables, représentant notamment les erreurs de mesures [239].

Modeéle o effets mixtes

Modéle
structural

Modele
de
covariable

Figure 19. Composition des modeles a effets mixtes
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2.3.1. Modélisation pharmacocinétique de population

La modélisation PK de population permet de relier la dose de médicament administrée aux
concentrations plasmatiques atteintes en fonction du temps, ou a une exposition (AUC)
( ). Elle permet également d’identifier les variabilités interindividuelles et intra-
individuelles qui ont une incidence sur la pharmacocinétique du médicament au sein d'une
population, et ainsi, d’expliquer au moyen de covariables, telles que 1’age, le poids, le genre,
ou encore 1’origine ethnique, pourquoi 1’administration d’une méme dose, ne permet pas
toujours d’atteindre les mémes concentrations (ou exposition) en fonction des patients ou des
occasions. En effet, les parametres pharmacocinétiques peuvent varier d’un individu a I’autre
(variabilité interindividuelle), notamment en fonction des caractéristiques démographiques,
physiques ou physiologiques propres aux patients. Par exemple, le poids peut avoir un impact
sur le volume de distribution d’un médicament, une mutation génétique peut altérer le
fonctionnement d’une enzyme impliqué dans son métabolisme, ou encore une insuffisance
rénale peut modifier I’élimination d’un médicament principalement excrété dans les urines.
Les parameétres PK peuvent également évoluer chez un méme individu au cours du temps
(variabilité intra-individuelle) et varier d’une administration a 1’autre. Par exemple la prise
d’un médicament avec ou sans nourriture peut influencer son absorption et la prise de co-

médication peut modifier son métabolisme.

2.3.1. Modélisation pharmacodynamique de population

La modélisation PD de population permet de relier les concentrations plasmatiques (ou
I’exposition) a I’effet engendré par le médicament administré ( ). Pareillement a
la modélisation PK, elle permet d’identifier les variabilités interindividuelles et intra-
individuelles qui ont une incidence sur I’effet du médicament au sein d'une population donnée.
L’effet du médicament peut varier d’un patient a 1’autre a niveau d’exposition égale, ceci
pouvant étre dd, par exemple, a une différence d’expression de la cible thérapeutique. L’effet
d’un médicament peut également changer chez un patient au cours du temps, notamment lors
de I’induction de phénomeénes de tolérance, ou I’administration de la méme dose a un méme

patient entraine une réponse diminuée au cours du temps.
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La pharmacodynamie d'un médicament peut étre caractérisée en utilisant différents modéles
deffet tels que le modéle linéaire, log-linéaire, Emax ou Emax sigmoide [240]. L'exposition
au médicament peut étre représentée par la dose administrée, la concentration plasmatique du

médicament au cours du temps ou par l'aire sous la courbe.

2.3.1.1.  Modéle Emax sigmoide

Etant directement dérivé de la théorie d'occupation des récepteurs, le modéle Emax sigmoide
est supposeé étre le modele permettant de décrire I'effet des médicaments de la maniére la plus
physiologique [241] [242]. La représentation graphique de cet effet en fonction de I'exposition
du médicament forme une sigmoide atteignant un plateau représentant I'effet maximal,

équivalant a la saturation des récepteurs ( ).

__ Emax xexposition¥

E =

ECsoY +expositionY

ou Emax est I'effet maximal engendré par le médicament, EC50 est I'exposition causant 50%
de I'effet maximal et y est le coefficient de Hill, représentant le nombre de sites de fixation

présents a la surface du récepteur cible [243].

2.3.1.2.  Emax simple

Lorsqu'il n'y a qu'un seul site de fixation par récepteur, I'équation précédente peut alors

s’écrire de la maniere suivante ( ):

Emax Xexposition

ECsg+exposition

ou Emax est I'effet maximal engendré par le médicament, EC50 est I'exposition causant 50%

de I'effet maximal.
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Figure 20. Représentation graphique des relations concentration-effet selon un modele Emax
sigmoide (A), Emax (B), linéaire (C), log-linéaire (D).
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2.3.1.3.  Modéle linéaire

L'effet d'un médicament peut étre décrit par un modeéle linéaire lorsque I'effet est proportionnel
a I'exposition au médicament ( ). Cette situation se produit lorsque I'exposition au
médicament est trés faible par rapport a I’EC50, et ainsi, le facteur de proportionnalité (S) est
approximativement égal a Emax / EC50.

E =5 X exposition

ou S représente la pente.

2.3.1.4.  Modele log-linéaire

L'effet d'un médicament peut également étre décrit par un modele log-linéaire lorsque I'effet
est proportionnel au logarithme de I'exposition au medicament [244] [245] ( ). Le
modele log-linéaire peut étre considéré comme la partie du modele Emax correspondant a
I'intervalle de 20-80% de I'effet du médicament. Dans ce cas, la gamme de concentrations
disponibles n'est pas assez grande pour observer la relation entre les faibles concentrations et

I'effet, ou I'effet maximal du médicament.

E =S5 Xlog (exposition)

ou S représente la pente.

2.3.2. Modélisation  pharmacocinétique et pharmacodynamique de

population

La modélisation PK/PD de population consiste en 1’association d’un modele PK et d’un
modeéle PD, permettant ainsi de caractériser la relation dose-réponse du médicament dans une
population donnée ( ), en tenant compte les variabilités interindividuelles et intra-

individuelles influencant la PK et la PD du composé.
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3. Intéréts de la modélisation mathématique dans le développement

pharmaceutique

L’utilisation de la modélisation mathématique est soutenue par la FDA pour 1’évaluation de la
sécurité et de I’efficacité des médicaments, notamment en oncologie [231] [232] et I’inscrit
depuis 2004 dans le « Critical Path Initiative » [246].

Les études translationnelles sont fondamentales pour déterminer les premieres doses a
administrer en clinique. La modélisation mathématique peut étre utilisée lors de ces études
pour transposer la PK et la PD d’un composé d’une espéce animale a une autre (e.g. du singe a
I’homme) [245] [247] [248]. Les paramétres liés a I’efficacité du médicament, la sensitivité
(EC50) et la capacité (Emax), ont tendance a étre systeme-indépendants [249]. Cependant, les
parametres PK ainsi que les parameétres physiologiques liés a la cible thérapeutique (e.g. le
temps renouvellement) sont systeme-déependants, et peuvent étre transposés d’une espéce a
I’autre grace a la modélisation en utilisant une approche allométrique basée sur le poids [250]
[251] [252]. Le développement d’un modéle mécanistique, c¢’est-a-dire baseé sur le mécanisme
d’action du médicament, permet également de prendre en compte le niveau d’expression de la
cible thérapeutique, I’affinit¢ du médicament pour son ligand et pour les protéines présentes
les tissus ou dans le sang (e.g. alboumine) [253], ainsi que les éventuelles modifications
physiologiques induites par la maladie, pouvant impacter 1’effet ou la pharmacocinétique du

médicament [247].

Lors de ces études, il est important de prendre en compte la cinétique du systeme biologique
étudié, et notamment le temps de renouvellement du ligand ciblé par le médicament. En effet,
Meno-Tetang et Lowe ont montré que 1’ignorance de ce paramétre pouvait impacter de
maniere importante la prédiction de 1’effet pharmacologique faite par un modele mécanistique,

méme si la PK du médicament n’en est que peu modifiée [254].
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Les études translationnelles reposent également sur le choix d’espéces animales adéquates
pour la caractérisation de la PK et de la PD du composé étudié [255]. Méme si de grandes
avancees ont été réalisées dans le développement d’animaux « adaptés » aux maladies étudiées
(e.g. modifications génétiques, souris humanisées) [256], le choix de I’animal optimal et
pertinent peut étre complexe, notamment dans le cas d’une immunothérapie, car le systéme

immunitaire est différent d’une espéce a I’autre.

Gréce a leur capacité a caractériser la relation dose-effet, les approches de modélisation
PK/PD représentent une aide précieuse pour aider aux choix des doses a étudier au cours du
développement pharmaceutique. Elles permettent de déterminer 1’efficacité d’un médicament
et de la maximiser grace a la simulation de doses efficaces ciblant une exposition comprise
dans I’intervalle thérapeutique du médicament, limitant ainsi la survenue d’effets indésirables

[257].

La modélisation PK/PD permet également de tester différents schémas thérapeutiques ainsi
qu'un grand nombre d’associations médicamenteuses ou thérapeutiques (i.e. 1’association
médicaments anticancéreux et de radiothérapie), ce qui ne serait pas possible en réalité [258]
[259]. Théoriquement, elle donne une idée de la synergie d’association de deux médicaments,
et permet ainsi ’optimisation des schémas posologique [260] [261] [262] [263] afin de
maximiser 1’efficacité des traitements, lors du développement d’un médicament ou apres sa
commercialisation. Cependant en réalité, certaines limitations subsistent, d’un c6té 1’utilisation
d’un modele empirique ne permettra pas la prédiction du design adéquat dii @ un manque de
reflet des processus moléculaires, alors qu un modéle mécanistique complexe pourrait souffrir

de la disponibilité de données suffisantes pour informer le model [264].
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Ces approches permettent également d’identifier les caractéristiques individuelles impactant la
PK ou la PD des composés, permettant ainsi 1’identification de populations a risque de sur ou

sous dosages et 1’adaptation des posologies si nécessaire [265].

De plus, lI'analyse PK/PD peut aider a adapter les posologies a une population différente que
celle étudiée originellement, telle qu’une population pédiatrique, atteinte d’insuffisance rénale
ou d’insuffisance hépatique, ou encore présentant un génotype spécifique sur une enzyme

impliqué dans le métabolisme du médicament.

La modélisation est également utilisée dans les hopitaux pour le suivi thérapeutique de
médicaments a marge thérapeutique étroite, tels que le busulfan, un médicament utilisé pour le
conditionnement d’enfants en attente de greffe de cellules souches hématopoiétiques. Elle
permet d’adapter les posologies regues par le patient, en se basant sur les observations

plasmatiques et le calcul de predictions individuelles [261] [266] [267].

En conclusion, la modélisation PK/PD représente un outil indéniablement précieux dans le
développement de nouvelles entités thérapeutiques permettant 1’amélioration des
connaissances sur les composés étudiés, la caractérisation de la relation dose-réponse, la
transposition des parametres PK et PD animaux a I’homme, 1’optimisation des doses et des
schémas thérapeutiques afin de maximiser ’efficacité du médicament tout en limitant la
survenue d’effet indésirables. Cette approche permet I’analyse d’un grand nombre de données
éparses, telles que celles recueillies au cours des essais cliniques. Elle peut étre utilisée a
toutes les étapes du développement pharmaceutique, notamment lors des phases précliniques,

sujet de I’application présentée dans la prochaine partie.
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Application : détermination de la
concentration active du médicament S
par modeélisation PD mécanistique

La leucémie myéloide aigie (AML) est la leucémie aigiie la plus courante chez les adultes
[268] avec un age médian de 67 ans au moment du diagnostic [269]. Selon Globocan,
I’incidence mondiale de I’AML en 2012 était 351,965 [270]. Environ 2 791 nouveaux cas ont
été répertoriés en France la méme année [271]. L’incidence de I’AML chez les sujets jeunes
est relativement faible (inférieur a 2 pour 100 000 avant 40 ans) puis augmente vers 60 ans,
age a partir duquel un écart d’incidence se creuse entre les hommes et les femmes pour
atteindre des taux supérieurs a 30 et 19 pour 100 000, respectivement [271]. L’augmentation

de I’incidence de I’AML a également été reliée a 1’utilisation de traitements cytotoxiques [16].

L’AML est un cancer du sang et de la moelle osseuse caractérisée par la prolifération
anormale de « blastes leucémiques » dans le tissu médullaire. Ces blastes représentent une
population clonale de cellules hématopoiétiques immatures et non fonctionnelles. Leur
prolifération rapide provogque une diminution des cellules sanguines saines conduisant a
différents degrés d’anémie, de trombocytopénie, de neutropénie, induisant une insuffisance
hématopoiétique [272]. Dans plus de 97 % des cas, des mutations génétiques sont identifiées
[273].

A partir des années 2000, I’Organisation Mondiale de la Santé a établi une classification des
tumeurs des tissus hématopoiétiques et lymphoides répertoriant les différentes entités d’AML
[274]. Cette classification a été mise a jour en 2008 [275] puis révisée derniérement en 2016
[276]. Les différentes entités d’AML y sont classées en six catégories « AML & aberrations
génétiques récurrentes », « AML avec des changements myélodysplasiques », « AML
iatrogenes », « Autres AML », « Sarcomes Myéloides », et « Proliférations Myéloides liées au

Syndrome de Down » ( ).
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Leucémie myéloide aiglie (AML) et tumeurs apparentées
AML avec aberrations génétiques récurrentes
AML avec t(8;21)(q22;022.1);RUNX1-RUNX1T1
AML avec inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;9q22);CBFB-MYH11
APL avec PML-RARA
AML avec t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A
AML avec t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214
AML avec inv(3)(g21.3926.2) ou t(3;3)(g21.3;q26.2); GATA2, MECOM
AML (mégakaryoblastique) avec t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entité provisoire : AML avec mutation BCR-ABL1
AML avec mutation NPM1
AML avec mutation biallélique CEBPA
Entité provisoire : AML avec mutation RUNX1
AML avec des changements myélodysplasiques
AML iatrogenes
Autres AML
AML avec différenciation minimale
AML sans maturation
AML avec maturation
Leucémie myélomonocytique aigle
Leucémie monoblastique/monocytique aigle
Leucémie érythroide pure
Leucémie mégakaryoblastique aigiie
Leucémie basophile aigiie
Panmyélose aiglie avec myeélofibrose
Sarcomes Myéloides
Proliférations Myéloides liées au Syndrome de Down
Myélopoiése anormale transitoire

Leucémie myeloide associée au syndrome de Down



Malgré 1’avancée actuelle des traitements, seulement 30 % des patients de plus de 65 ans
atteints d’AML vivront plus d’un an [277]. Cette constatation montre la nécessité de

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour cette pathologie.

Certains blastes leucémiques ont la particularité de surexprimer 1’antigéne CD123 a leur
surface [277] [278] [279] [280]. Lors d’une étude conduite en 2002, Testa et al. ont observé
une surexpression de CD123 chez 40 % des patients atteints d’AML. Cette caractéristique
serait associée a une cellularité plus importante au diagnostic. Elle pourrait également étre
responsable d’un phénotype leucémique plus agressif et diminuer la réponse aux traitements

standards, conduisant & un pronostic negatif pour ces patients [277].

Comme présentées préecédemment, les molécules bispécifiques ciblant respectivement un
antigéne surexprimé par une cellule tumorale et présent a la surface d’une cellule de
I’immunité afin d’activer une réponse immunitaire, représentent une approche prometteuse en
oncologie. En effet, le blinatumomab, un anticorps bispécifigue CD19xCD3, a obtenu une
autorisation de mise sur le marché par la FDA aprés avoir montré des résultats cliniques tres

favorables dans le traitement de deux entités de leucémies lymphoides aigies [281] [282].

Le médicament S est fragment d’anticorps bispécifique capable de se lier & deux antigenes
différents en méme temps. Il cible I’antiggne CD123, surexprimé par certaines cellules
tumorales dont les blastes leucémiques «la cible, ou Target », ainsi que I’antigéne CD3,
exprimé par les lymphocytes T « I’Effecteur ». En rapprochant ces deux cellules gréace a la
formation d’un complexe tri-moléculaire, le médicament S facilite la reconnaissance de la
cellule tumorale par le lymphocyte T. A ce contact, ce dernier s’active et exerce son activité
cytotoxique sur la cellule tumorale. Les cytokines libérées envoient des signaux d’activation et
de prolifération aux autres lymphocytes T pour favoriser une expansion clonale. La nouvelle
population de Lymphocytes T activés va alors cibler directement les cellules tumorales pour

les éliminer.

Le medicament S est actuellement en développement clinique de phase I, dans le cadre d’une

étude d’escalade de doses.
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Le médicament S est administré a I’homme par perfusion. Il est largement distribué dans
I’organisme. Sa clairance et sa demi-vie plasmatique sont élevées comparées au
Blinatumomab [283]. Son faible poids moléculaire lui permet d’étre filtré par le rein,
cependant il est principalement éliminé par catabolisme dans les tissus. Comme le médicament
S est un compose biologique, le paradigme « more is better » n’est pas forcément 1’approche
la plus relevante. Lors de I’étude d’escalade de dose, nous ne cherchons donc pas a atteindre la
dose maximale tolérée, mais a déterminer la dose active en médicament S, « Optimum
Biologic dose » [284].

La dose active est définie selon plusieurs critéres [284] :

e Le médicament biologique doit atteindre la cible,
e Lacible doit étre altérée par le medicament,
e Latumeur est altérée par I’atteinte de la cible par le médicament,

e Donner des doses de médicament plus élevées, n’améliore pas les résultats.

Les données disponibles ont été obtenues dans des conditions hétérogénes (études in vitro,
études cliniques, sociétés différentes) et sont sujettes a une forte variabilité interindividuelle
ou inter-études. Afin de déterminer la dose active en médicament S en tenant compte et en

expliquant cette variabilité, une approche de modélisation PK/PD est utilisée.

Dans un premier temps, un modéle Pharmacodynamique est développé a partir d’études de
cytotoxicité in vitro. Ce modéle PD, basé sur le mécanisme d’action et sur P’affinité du
médicament S pour ses cibles, prend en compte la dynamique des cellules au cours du temps,
les différentes caractéristiques des lignées cellulaires (expression de CD123 a la surface des
cellules) ainsi que les différents ratios Effecteur-Target étudiés. Dans ce modéle, 1’effet
cytotoxique du medicament S est médié par la concentration en complexe tri-moléculaire,
appelé «synapse ». Ce modele PD mécanistique va permettre d’établir la relation entre les
concentrations en synapse atteintes par différentes conditions expérimentales et 1’effet

cytotoxique du médicament S.
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En paralléle, un modele Pharmacocinétique est développé a partir des études cliniques. Ce
modéle PK va permettre de caractériser la relation entre la dose de médicament S et la

concentration a 1’équilibre atteinte chez ’homme.

Dans un second temps, les deux modeles PK et PD vont étre couplés pour simuler la dose

active de médicament S chez I’ Homme.

Une approche similaire a été conduite précédemment par Chen et son equipe, lors du
développement d’un anticorps bispécifique CD3xPcadherin développé contre le cancer du sein
[285]. Chen et al. ont testé deux approches de modélisation Pharmacocinétique —
Pharmacodynamique mécanistiques pour déterminer la MABEL, « Minimal Anticipated
Biological Effect Level », une approche recommandée par ’EMA afin de définir la premiere

dose administrée a ’homme, aussi appelée « first in human » (FIH) [286].

Dans la premiére méthode, I’activité cytotoxique était mediée par la concentration en
médicament (1) alors que dans la seconde, elle était médiée par la concentration en complexe
tri-moléculaire (2). Bien que les deux approches aient donné une MABEL similaire (1.5 ng/kg
(1) vs 1.9 ng/kg (2)), utiliser la concentration en complexe tri-moléculaire pour médier 1’effet
cytotoxique, permettait de prédire une MABEL indépendamment des conditions
expérimentales, alors que I’approche utilisant directement la concentration en médicament
pourrait conduire a prédire des doses différentes en fonction des ratios Effecteur-Target

utilisés lors des études in vitro. C’est donc la seconde méthode (2) que 1’on va reproduire.

Cette étude se concentre sur 1’analyse des études in vitro avec 1’objectif de développer un
modéle pharmacodynamique mécanistique permettant de prédire la concentration en synapse
active, en modélisant la dynamique des lymphocytes T-CD3 et des cellules CD123 ainsi que la
lyse specifique des cellules CD123 au cours du temps, avec NONMEM (Non linear Mixed
Effects Modelling), un logiciel adapté aux approches de modélisation pharmacocinétique et

pharmacodynamique.
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1. Matériels et méthodes

Les données disponibles ont été obtenues suite a la réalisation de 5 études de cytotoxicité In
vitro ( ). Ces éetudes ont été conduites sur 12 lignées cellulaires différentes, exprimant
plus ou moins le récepteur CD123 a leur surface (de 280 a 100 000 CD123 par cellules)
( ). En particulier, les cellules CD123 Raji et les cellules U937 sont des lignées
contdle exprimant un faible nombre de récepteur CD123 a leur surface. Les cellules de la
lignee RS4-11 (+++) sont une sous population de la lignée RS4-11 exprimant environ 6 000
CDI123 par cellule, soit I’expression moyenne des blastes leucémiques présents chez les

patients atteints d’AML.

Les études de cytotoxicitée évaluent la lyse des cellules tumorales CD123 spécifiquement
induite par 13 différentes concentrations de médicament S (0 (Contréle), 0.0001, 0.0004,
0.001, 0.002, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 3, 10, 100 ng/mL) selon 6 différents ratios Effecteur-
Target (E:T ratio) (0.0033:1, 0.01:1, 0.1:1, 1:1, 5:1, 10:1). Apres incubation (6, 24, 72, 96, 144
heures), le nombre de LT- CD3 et cellules CD123 est mesuré par cytométrie en flux, et la

cytotoxicité normalisée par les conditions contrdle est déterminée.

Lignée U937 Raji RS4-11 Rosa RS4-11 Rosa WT  RS4-11
Cellulaire ) D816V (+)

Nb my

280 650 700 700 800 1200 1600
CD123/cellule

Lignée RS4-11 TF-1 RS4-11 THP-1 Molm-13  Kasumi-3
Cellulaire (++) (+++)

Nb my

4000 5300 6 000 20 000 31 000 100 000

CD123/cellule
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Conditions initiales

Etude Lignées Nb

testées cellules
CD123

1 Kasumi-3 20 000
Molm-13 20 000
THP-1 20 000
RS4-11
U937
TF-1

2 Raji 10 000
Rosa WT
Rosa D816V
Kasumi-3

3 Raji 10 000
Kasumi-3
RS4-11

4 RS4-11 10 000
RS4-11(-)
RS4-11(+)
RS4-11(++)

5 Raji 10 000
RS4-11 10 000
RS4- 10 000
11(+++) 10 000

Nb LT-
CD3

200 000
100 000
20 000

100 000

100 000

100 000

10 000
1 000
100

33

Ratio
E:T

10:1
5:1
1:1

10:1

10:1

10:1

1:1
0.1:1
0.01:1
0.0033:

Conc
testées
(ng/mL
)

<
0.0001
0.0004
0.002
0.01

1,

10, 100
0
0.001
0.01
0.1
1,10
0
0.0001
0.001
0.01
0.1

1, 10
0
0.001
0.01
01,1
0

0.1
0.25
0.5

1

3,10

Conditions finales

Incubatio  Cyto
n (%)
(hr)

24 D

24 D

6 D

6 D

72 D

96

144

Nb de
CD3 et
CD123

ND

ND

ND

Nb : Nombre ; LT : Lymphocytes T ; Ratio E:T : Ratio Effecteur-Target ; Conc : Concentrations ; Cyto
: Cytotoxicité ; D : Disponible ; ND : Non Disponible
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Les différentes études ont été conduites par deux sociétés différentes (L’étude 1 d’une part et
les études 2, 3, 4, et 5 d’autre part). Les conditions d’expériences et les informations
disponibles varient en fonction des études. Les conditions initiales (nombre de cellules a TOhr,
la concentration en médicament S, le ratio Effecteur-Target), le temps d’incubation et la
cytotoxicité sont connus pour toutes les études, mais les concentrations en LT-CD3 et en
cellules CD123 au cours du temps ne sont disponibles que pour les études 2 et 5. Dans les
études 2, 3, 4 et 5, une sous population de LT-CD3-CD8 a été utilisée (information non
disponible pour 1’étude 1). La base de données compte 234 conditions expérimentales
différentes (ci-apres denommeées « individu » pour se conformer au formalisme des approches
de population). Chaque condition est reliée a 1’é¢tude, un type cellulaire, un ratio Effecteur-
Target et une concentration de médicament S. Au total, 781 observations ont été mesurées,
426 décrivent la cinétique des LT-CD3 et des cellules CD123, et 355 décrivent la cytotoxicité.
L’individu 112, correspondant a une condition controle, a été considéré comme « outlier » et

ignoré lors de la modélisation en raison d’une cytotoxicité importante non expliquée.

Dans la base de données, les concentrations en médicament S sont exprimées en ng/mL, les
concentrations en LT-CD3 et en cellules CD123 sont exprimées en nombre de cellules par

litre. Les données ont été représentées en utilisant le logiciel SAS.

1.3.1. Cinétique des Lymphocytes T-CD3 et des cellules CD123

Les concentrations en Lymphocytes T-CD3 et en cellules CD123 en fonction du temps sont
représentees sur la . La cinétique des cellules est trés différente d’une étude a 1’autre.
Les LT-CD3, censés proliférer sous 1’action du méedicament S, se dégradent fortement dans
I’¢tude 2 et trés lentement dans 1’étude 5. Les cellules CD123 se dégradent également

fortement dans 1’étude 2 alors qu’elles ont tendance a proliférer au cours du temps dans
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I’étude 5. Pour les deux études, les concentrations en cellules-CD123 ont tendance a diminuer

en présence de médicament S par rapport aux conditions contréles (Annexes 1 et 2).
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Figure 21. Représentation des concentrations en Lymphocytes T-CD3 (A, B) et en cellules CD123
(C, D) en fonction du temps sur une échelle cartésienne (A, C) et une échelle semi-logarithmique (B,
D).

Les lignes et marqueurs orange représentent les observations de I’étude 2. Les lignes et marqueurs
bleus représentent les observations de I’étude 5.

1.3.2. Cytotoxicité

Les données relatives a la cytotoxicité normalisée par les conditions contréle en fonction du
temps obtenues lors de I’étude 5 sont représentées sur la Figure 22, La cytotoxicité est
groupée par concentrations en médicament S, et stratifiée par lignée cellulaire (RS4-11, RS4-
11 (+++) et Raji) et par ratio Effecteur-Target. Les données sont hétérogenes et comportent un

bruit important, entre -20 et + 20 % de cytotoxicité. De plus, on peut noter des cytotoxicités
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fortement négatives autour de -50 % a 72hr pour les cellules SR4-11 au ratio E:T (0.0033:1) et
de -40 % a 72hr pour les cellules Raji au ratio E:T (0.01:1). Les cellules Raji étant une lignée

contdle exprimant un faible nombre de récepteur CD123 a leur surface (environ 650

CD123/cellule).

Pour les lignées RS4-11 et RS4-11(+++), un effet cytotoxique semble apparaitre a partir du

ratio E:T (0.1:1). Il semble étre corrélé a la concentration de médicament S présent dans le

milieu et au nombre de récepteurs CD123 exprimés a la surface des cellules. En effet, a ratio

E:T équivalent, I’effet cytotoxique est plus important sur la lignée RSA-11(+++) (environ 6
000 CD123/cellule) que sur la RSA-11 (environ 800 CD123/cellule). Les données de

cytotoxicité des études 1 a 4 sont présentées en Annexes 3 a 6.
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Figure 22. Représentation de la cytotoxicité normalisée par les conditions contrdle en fonction du
temps obtenues lors de I’étude 5, groupées par concentrations en médicament S,stratifiees par type
cellulaire et par ratio Effecteur-Target.
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Les données ont été modélisées en utilisant la méthode d’estimation FOCE interaction du
logiciel NONMEM (Non linear Mixed Effects Modelling) via les routines ADVAN 6, 8, 13
suivant différentes étapes. Tout d’abord, le développement d’un modéle de base (effets fixes et
variabilité), puis d’un modele de covariables (ascendant et descendant) afin d’obtenir le

modele final.

1.4.1. Construction du modéle de base

1.4.1.1. Construction du modele a effets fixes

La structure du modéle pharmacodynamique est basée sur le mécanisme d’action et sur les

constantes d’affinité du médicament S pour ses cibles ( ).

Il prend en compte la dynamique des LT-CD3 et des cellules CD123 au cours du temps avec

et sans médicament.

Sans médicament, les LT-CD3 se dégradent au cours du temps, et les cellules CD123 se

dégradent au cours du temps et proliferent.

Lorsque le médicament S (MS) est ajouté dans le milieu, il interagit avec les cellules CD123 et
les Lymphocytes T-CD3 pour former dans un premier temps, deux complexes intermédiaires

« MScpz » et « MScpia3 ».

Puis dans un second temps, un complexe tri-moléculaire comportant les trois acteurs est

formé, appelé « synapse » (syn).

Cette synapse va alors médier 1’activité anti-tumoral du médicament S via un effet positif sur

la dégradation des cellules CD123 et un effet positif sur I’activation et la prolifération des LT-

CDs.
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Figure 23. Représentation schématique du modéle pharmacodynamique.

Koncps représente la constante d’association du médicament S aux LT-CD3, Koffcps représente la
constante dissociation du complexe MScps, Konepizs représente la constante d’association du
médicament S aux cellules CD123, Koffcpias représente la constante dissociation du complexe
MScpi123, Kdegeps représente la constante de dégradation des LT-CD3, Kdegcpizs représente la
constante de dégradation des cellules CD123, Kgocpizs représente la constante de prolifération des

cellules CD123.
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1.4.1.1.1. Hypothéses

La modélisation pharmacodynamique a été conduite sous plusieurs hypotheses :

e Les concentrations en médicament S sont considérées comme étant stables au cours du

temps.

e Les Ratios Effecteur — Target étudiés sont arbitraires, les ratios physiologiques étant

peu connus a ce jour.

e Les constantes d’association (Kon) et de dissociation (Koff) ont été fixées aux valeurs

obtenues lors d’une étude de la liaison ligand-récepteur réalisée précédemment.

e Le complexe tri-moléculaire, appelé « synapse », est composé du médicament S fixé a
la fois a un récepteur CD3 et a un récepteur CD123. La concentration en synapse est
donc dépendante de la quantité d’anticorps bispécifique, de la quantité de cellules
présentes dans le milieu réactionnel et du nombre de récepteurs cibles exprimés a leur

surface.

e La concentration en synapse représente le niveau global d’occupation des récepteurs
présents dans le milieu réactionnel, mais ne prend pas en compte le niveau

d’engagement spécifique des cellules.

e L’activité cytotoxique du médicament S est médiée par la concentration en synapse,

plutbt que par la concentration en médicament S.

e La concentration en synapse induit une activation puis 1’expansion clonale d’une

nouvelle population de LT-CD3 activés.

e Lanouvelle population de LT-CD3 activés va directement cibler les cellules tumorales

pour les éliminer.
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1.4.1.1.2. Conversions molaires

Dans le milieu réactionnel, les réactions de formation et de dissociation des complexes se font
en concentration molaire. Une mole de médicament S va réagir avec une mole de récepteur

CD3 ou CD123 pour former une mole de complexe.

Dans la base de données, les concentrations en LT-CD3 et cellules CD123 sont exprimées en
cellules/L et les concentrations en Médicament S sont exprimées en ng/mL. Elles ont donc été
converties en concentrations nano-molaires de récepteurs CD3 et CD123 et de médicament S

selon les équations suivantes, tel qu’a TO hr :

AMTp3 X Nombre de CD3 par LT x 10°
Nombre d'Avogadro

CD3ipre(nM) =

AMT;p1,3 X Nombre de CD123 par cellule x 10°
Nombre d'Avogadro

CD123ipre (nM) =

AMTys x 103
Poids moléculaire

MSipre(nM) =

Ou AMTcps, AMTcpi23 et AMT s sont respectivement le nombre de cellules CD3 ou CD123
et la concentration en médicament S présents dans le milieu réactionnel a TO hr, le nombre de
récepteur CD3 a la surface d’un lymphocyte T est basé sur la littérature [287] et le nombre de

récepteur CD123 a la surface d’une cellule tumorale a été déterminé par cytométrie en flux.
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1.4.1.1.3. Equations dynamiques
La dynamique des LT-CD3 et des cellules CD123 a été décrite selon les équations suivantes :

dCD3,ipre

dt = —KOTlCD3 X MS X CDSlibre + KOffCD3 X MSCDS

— Kongps X MScpias X CD3yjpre + Kof feps * Syn
— Kdegcps * CD3ipre

dCD123,70
————— = — Kongpizz X MS X CD123,. + Kof fep12zs X MScpizs

dt
— Kongpyzz X MScps X CD123,e + Kof fepi2z X Syn
— Kdegcpizz X CD123yippe + Kgocpizz X CD123y5,
dMSlibre
T= —KOTLCD3 X MS X CDgllee - KOTLCD123 X MS X CD123llbre

+ Kof fecps X MScps + Kof fepizs X MScpizs

dSyn
dt

= Kongpyzz X MScps X CD123ypre + Kongps X MScpizz X CD3jipre

— Koffcps X Syn — Kof fepizz X Syn
B Kdegcps + Kdegcps
2

X Syn
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1.4.1.1.4. Effet du Médicament S
L’effet cytotoxique du médicament S sur les cellules CD123 est decrit comme un effet positif
sur la dégradation des cellules CD123 et est médié par les concentrations en synapse présentes

dans le milieu réactionnel.

L’effet est ajouté au modele de la maniere suivante :

Kdegcpias X (1+ Effetsyn)

Plusieurs modeles d’effet ont été testés, tels que le modéle linéaire (1), le modéle Emax simple

(2) et Emax sigmoide (3) selon les équations suivantes :

Effetsy,, = Slope X Syn Q)

__ Emax X Syn
Effetsyn = Gesorsym )

__ Emax x Syn¥
Effetsyn = ocorssymr ©)

Ou Slope est la pente de ’effet linéaire, Emax est 1’effet maximal, EC50 est la concentration

en synapse causant la moitié de I’effet maximal, et y est le coefficient de Hill.

Dans le cas d’un modéle Emax, la concentration en synapse active a été determinée
arbitrairement comme étant la concentration en synapse causant 80 % de I’effet maximal

(EC80). Elle est calculée de la maniére suivante :
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1.4.1.1.5. Calcul de la Cytotoxicité

La cytotoxicité a été normalisée par les conditions contréle selon les équations suivantes :

nr (0) — nr(t
% Cellules traitées mortes = T (n) (O)T © X 100
T

ne (0) — ne (¢
% Cellules controles mortes = ¢ (73 (O)C (©) x 100
c

.. % Cellules traitées mortes — % Cellules controles mortes
% Cytotoxicité = ~ x 100
100 — % Ccellules controles mortes

Ou nt (0) est la quantité initiale de cellules CD123 traitées, nc (0) est la quantité initiale de
cellules CD123 contréles, nt (t) est la quantité de cellules CD123 traitées au cours du temps,
nc (t) est la quantité de cellules CD123 contr6les au cours du temps.

AVEC, TLT (t) = CD123libT'€ + MSCD123 + Syn

et, ne (t) =nc (0) X e~ Kdegcpizz x oK9gocpizs

1.4.2. Construction du modele a effets aléatoires

1.4.2.1. Modéle de variabilité interindividuelle

La variabilité interindividuelle représente la variabilité entre les sujets. Elle prend en compte la

variabilité par rapport aux parameétres de population estimes.
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La variabilité interindividuelle a été considérée sur les parametres Emax, EC50 avec le modéle

multiplicatif suivant :
0, =0 x en®)

Ou 6; est le paramétre individuel prédit, 6 est le paramétre de population prédit et n(6;) est la

variabilité interindividuelle, qui suit une loi normale N (0, a)éi).

1.4.2.2. Modéle de variabilité résiduelle

L’erreur résiduelle est 1’écart entre les observations et les prédictions faites par le modéle. Elle

comprend I’erreur expérimentale.

Des mode¢les d’erreur résiduelle combiné (1), multiplicatif (2), additif (3) ont été testé pour les

3 variables prédites selon les équations suivantes :

Y=F x (1+e(1)+ £2) (1)
Y=F x (1+&(D) ()
Y =F+¢e(1) (3)

Ou Y représente les données observées, F représente les données prédites par le modéle et ¢

représente 1’erreur résiduelle.
Une estimation d’une erreur résiduelle commune pour les LT-CD3 et les cellules CD123 a été

testée afin d’équilibrer les précisions d’estimations des parametres relatifs a la cinétique des

deux types cellulaires et d’améliorer la stabilité du modele.
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1.4.3. Construction du modeéle de covariables

La modélisation de population est une approche permettant la détermination quantitative des
relations présentes entre les covariables et les parameétres estimés, correspondant a une

variabilité interindividuelle « explicable » [238] [288].

Avant d’évaluer la présence de covariable, la distribution normale des variabilités
interindividuelles (n;) a été étudiée, et le shrinkage (Sh) a été calculé grace a la formule

suivante :

5d*(n,)
Sh(n) =1-———+

Ou Sd? (ni) représente la variance des n, et w? représente la variance estimée de n.

Le shrinkage renseigne sur le design des études et sur le caractére informatif des données

disponibles. Il aide notamment a savoir si I’analyse de covariable sera informative et permettra

d’expliquer la variabilité interindividuelle présente [239] [289] [290] [291] [292].

Si le shrinkage est inférieur a 50 %, les données sont considérées comme informatives. Une
pré-sélection des covariables potentielles est donc possible au travers de I’étude des
corrélations entre les n et les covariables. Le test de régression linéaire est utilisé pour la
comparaison de deux variables continues et le test Anova pour la comparaison d’une variable
continue et d’une variable catégorielle. Les corrélations sont considérées significatives lorsque
la pValue est inférieure a 0.05. Cependant, les corrélations décrites avec une pValue inférieure
a 0.2 ont également été testées dans NONMEM selon une construction ascendante, puis
descendante, afin de sélectionner les covariables permettant une amélioration du modéle de
base. Lors de la phase ascendante, les covariables significatives dans SAS ont été ajoutées une
a une au modele de base obtenu précédemment. La covariable la plus significative (selon un
test y2 a 5 %) a été ajoutée au modele. Puis les autres covariables sont ajoutées de nouveau

une & une, jusqu’a ce que toutes les covariables significatives aient été ajoutées au modele. A
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partir du modele contenant toutes les covariables significatives, la phase descendante est
réalisée, et chaque covariable est enlevee une a une. Seules les covariables significatives

(selon un test x2 a 1 %) sont gardées dans le modele final.

Si le shrinkage des 1 est supérieur a 50 %, le design est considéré comme étant peu informatif,
ce qui traduit une perte de pouvoir lors de 1’analyse de covariables. L’étape de pré-sélection

n’est pas réalisée et les covariables potentielles sont directement testées dans NONMEM.

Les 5 covariables suivantes ont été testées lors de la construction du modele

pharmacodynamique :

e Quantité initiale de LT-CD3 (AMTcp3)

e Quantité initiale de cellules CD123 (AMTcp123)
e Ratio Effecteur-Target (E:T)

e FEtude

e Type cellulaire

Les covariables continues « Quantité initiale de LT-CD3 (AMTcp3) », « Quantité initiale de
cellules CD123 (AMTcpizs) » et « Ratio Effecteur-Target (E:T) » ont été testées sont selon le

modele multiplicatif centré suivant:

AMTgps,

0; =0 X (—
l (AMTCD3m

VB x en®)

Ou 6; est le paramétre individuel prédit, 8 est le paramétre de population prédit et n(6;) est la
variabilité interindividuelle, qui suit une loi normale N (0, wZ,l,), AMTcpsi est la quantité

initiale de LT-CD3de I’individu i, AMTcps m €st la quantité initiale de LT-CD3 meédiane, et S

le facteur relié a la quantité initiale de LT-CD3 influencant le parametre prédit.
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Les covariables catégorielles ordonnées « Etude » et « Type cellulaire » ont été testées. Pour

cela, une référence a été choisie, puis les covariables ont été testées selon 1’équation suivante :

0; = 6; x 6, x ;%% x 9,3 x 9" x 16D

Ou 6, est la catégorie de reférence et H1, H2, H3 et H4 sont égales a 1 seulement pour une

seule catégorie.

Des regroupements de catégories ont également été testes. Si le regroupement d’une catégorie
a la référence n’induisait pas d’augmentation significative de la FO (selon un test x2 a 5 %), le

regroupement était retenu.

L’estimation des paramétres a été évaluée selon des méthodes basées sur la maximisation de la
vraisemblance (FO, BIC) et sur les précisions d’estimation (RSE%). La description de la
cinétique des LT-CD3 et des cellules CD123 avec et sans médicament S et la cytotoxicité, ont
été évaluées par des méthodes d’évaluation graphiques basées sur des prédictions (graphiques

diagnostiques) et basées sur des simulations (NPDE).

Le modele développé comporte un modéle de structure basé sur le mécanisme d’action du

médicament, il n’a donc pas été remis en cause lors de I’évaluation.
1.5.1. Estimation des parametres
1.5.1.1.  Fonction Objectif
Le processus d’estimation des parameétres repose sur le principe de maximisation de la

vraisemblance afin de déterminer les meilleures valeurs de parametres pour décrire les

données. NONMEM cherche a minimiser « moins deux fois le log de la vraisemblance (LL) ».
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Il calcule la fonction objectif (FO), un paramétre spécifique a chaque modéle et aux données,

grace a la formule suivante :

FO = —2LL + constante

La FO est utilisée pour évaluer deux modeles emboités 1’un dans ’autre en utilisant le test des
rapports des FO ou « Likelihood Ratio Test « (LRT) & une valeur 0=0.05. Un paramétre est

utile lorsque son ajout au modele induit une diminution de la fonction objectif.

La différence des FO entre deux modeéles emboités est une variable aléatoire qui suit la loi du
x2 & n degré de liberté (ddl). « n » étant le nombre de parametres ajoutés au modéle. Si I’ajout
d’un paramétre diminue la FO d’une valeur supérieure a un x2 a un ddl (>3.84, y2 & 5 %),
I’ajout de ce paramétre améliore significativement le modéle. Dans le cas contraire, ce

parametre n’améliore pas significativement le modele, il n’est donc pas nécessaire de 1’ajouter.

La FO permet la sélection des modeles lors de 1’analyse de covariable et de 1’ajout de

variabilité interindividuelle.
1.5.1.2.  Bayesian Information Criterion
Lorsque deux modéles ne sont pas emboités, comme par exemple des modéles d’effet linéaire
et Emax, la FO n’est plus appropriée pour sélectionner le meilleur modéele. Dans ce cas, le
Bayesian Information Criterion (BIC) peut étre utilisé :
BIC = FO +p X Ln(N)
Ou p est le nombre de parametres estimes par le modele et N est le nombre de données

observées.

De la méme maniere que pour la FO, plus le BIC est faible, meilleur est le modele.
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Contrairement a la FO, aucune interprétation statistique n’est possible [239], cependant des
catégories de différences ont été établies pour le BIC par Kass et collaborateurs [293].

La classification est la suivante :

Diminution supérieure a 10 points : « Trés forte » preuve

Diminution entre 6 et 10 points : « Forte » preuve

Diminution entre 2 et 6 points : « Possible » preuve

Diminution entre 0 et 2 points : « Faible » preuve
Ou la preuve est en faveur du modele présentant le plus faible BIC.
15.1.3.  Précisions d’estimation

Les RSE% correspondent aux précisions d’estimation des parameétres et sont données par
NONMEM. Elles doivent étre inférieures a 30% pour les effets fixes et inférieures a 50% pour
les effets aléatoires afin de garantir une estimation convenable des parametres. Plus elles sont
faibles, mieux le parametre est estimé. Elles sont calculées a partir de I’erreur standard selon

I’équation suivante :

SE
RSE% = 7 X 100

Ou 0 est le paramétre de population estimé, et SE est ’erreur standard estimée par NONMEM.
1.5.2. Evaluation graphique basée sur les prédictions

Les graphiques diagnostiques permettent une évaluation visuelle du modéle basée sur les

prédictions faites par le modéle [292].

Les graphiques diagnostiques représentant les observations en fonction des prédictions de

population ou individuelles faites par le modele (DV vs PRED ou IPRED), permettent une
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évaluation visuelle rapide du modéle global. Les Prédictions doivent étre fideles aux
Observations et la courbe de tendance des données doit se superposer au mieux a la droite

identité.

Les graphiques diagnostiques représentant les résidus conditionnels pondérés en fonction du
temps ou des prédictions de population (CWRES vs TIME ou PRED) permettent une

évaluation visuelle du modéle structural.

Le graphique diagnostique représentant les résidus individuels pondérés en fonction des
prédictions individuelles (IWRES vs IPRED) permet une évaluation visuelle du modéle de

variabilité résiduelle.

Les graphiques diagnostiques représentant les résidus doivent montrer des résidus faibles

répartis de maniére homogeéne autour de I’axe des abscisses.

1.5.3. Evaluation graphique basée sur des simulations

1.5.3.1.  Normalized prediction distribution errors

Les NPDE transforment les variabilités résiduelles en résidus centrés et réduits. Cet outil
permet de vérifier que ces résidus transformés suivent une loi Normale centrée réduite (0,1)
gréce aux tests statistiques de Shapiro Wilk, Wilcoxon et au test de Fisher des variances. Ils
sont particulierement adaptés pour des données hétérogenes et ont été préférés aux VPC dans

le cas présent.

En vue de prédire la concentration en médicament S nécessaire a une activité chez ’homme,
des simulations ont été effectuées a partir de données médianes patients obtenues lors du

screening des études cliniques.
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Les simulations prennent en compte :

e Le nombre initial médian de blastes leucémiques CD123 circulants,
e Le niveau médian d’expression du récepteur CDI123 a la surface des blastes

leucémiques.
Deux ratios Effecteurs-Target ont été étudiés :

e Leratio E:T (0.01:1) considéré comme physiologique [294],

e Leratio E:T (0.1:1) a partir duguel une activité cytotoxique est observée in vitro.

Un large range de concentrations en médicament S allant de 0.00001 & 1 000 ng/mL a été

testé.

Les concentrations en synapse prédites par le modele ont été représentées en fonction des
concentrations en médicament S étudiées afin de déterminer la concentration en médicament S
permettant d’atteindre la concentration en synapse active (EC80) pour chacun des ratios

Effecteur-Target.

2. Résultats

2.1.1. Modéle de base

Les données pharmacodynamiques in vitro sont modélisées par un modéle dynamique basé sur
le mécanisme d’action du médicament S. Le modele décrit la cinétique des Lymphocytes T
CD3 et des cellules CD123 au cours du temps. L’effet cytotoxique du médicament S sur les

cellules CD123, via les concentrations en synapse, a été modélisé.
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Cependant, I’effet de la synapse sur la prolifération des LT-CD3 et I’effet cytotoxique des LT-
CD3 activés sur les cellules CD123 n’a pas pu étre modélisé, car les données ne montrent pas
de prolifération des LT-CD3.

Les parametres pharmacodynamiques du modele de base sont présentés dans le
Malgré I’instabilité du modele, les RSE% sont inférieures a 30 %, ce qui traduit une

estimation correcte des parametres.

Parametres Estimations Unités RSE% CV%
0 Koneps 2.05 FIX nM* hrt - -

0 Koffcps 18 FIX hrt - -
0 KoNcpizs 5.76 FIX nM*hrt - -
0 Koffcpios 0.684 FIX hrt - .

0 Kdegcps 0.000705 hrt 24.7 -
0 Kdegcps k2 52.7 hrt 226 -
0 Kdegcpizs 0.0435 hrt 2.51 -
0 KgOcpi2s 0.0451 hrt 2.44 -
6 Emax 1.47 hrt 4.48 i
0 EC50 9.51 (10™%) nM 13.7 )
w?EC50 5.04 nM 21.4 224
¢ Proportionnelle 0.299 nM 3.41 -
Commune CD3 - CD123

¢ Additive 19.5 % 3.3 -

0 représente les parameétres a effet fixes. n et € représentent les parametres a effet aléatoires liés a la
variabilité interindividuelle (n) et a la variabilité résiduelle (). Les RSE% représentent les précisions

d’estimations. Les CV% représentent la variabilité interindividuelle présente sur le paramétre associé.

Les constantes d’association et de dissociation ont été fixées aux valeurs obtenues lors d’une
étude de la liaison ligand-récepteur réalisée précédemment. Une covariable catégorielle
« étude » (Kdegcps g2) a eté considérée dans le modéle de base pour permettre 1’estimation de

la constante de dégradation des LT-CD3, étant donné la nature des données.
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L’effet cytotoxique du médicament S médié par la synapse tri-moléculaire a été décrit par un
effet Emax (diminution du BIC de 354.48 points par rapport a un mod¢le d’effet linéaire), un
modele Emax sigmoide n’a pas pu étre estimé ( ).

La variabilité interindividuelle a pu étre estimee seulement sur I’EC50 qui comporte une

variabilité trés élevée de 224 %.

Une erreur résiduelle proportionnelle commune a été estimée pour les LT-CD3 et les cellules
CD123 pour améliorer la stabilité du modele et équilibrer les erreurs résiduelles entre les deux
variables. En effet, en estimant les deux erreurs résiduelles séparément, les données relatives
aux LT-CD3 étaient trés bien prédites avec une erreur residuelle inférieure a 30 % alors que
celles relatives aux cellules CD123 D’étaient beaucoup moins avec une erreur résiduelle

supérieure a 80 %.

Une erreur résiduelle additive a été estimée pour la cytotoxicité, 1’ajout d’une erreur

proportionnelle n’ayant pas conduit & une diminution significative de la FO.

D’apreés les graphiques diagnostiques relatifs a la cytotoxicité présentés sur la et les
NPDE présentés sur la les prédictions de population ne prédisent pas les
observations de maniére assez satisfaisante, avec une tendance a sur-prédire les valeurs faibles
et sous-prédire les valeurs élevées. Cependant, les prédictions individuelles sont plus proches
des observations. Les résidus ne sont pas répartis de maniéere suffisamment homogeéne autour

de ’axe des abscisses.

Les données de cytotoxicité inférieures a O participent a I’instabilité du modele qui, de par sa

structure, ne peut pas prédire de valeurs de cytotoxicité négatives.

Les graphiques diagnostiques relatifs a la cinétique des LT-CD3 et des cellules CD123 sont

présentés en
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Figure 24. Cytotoxicité : Graphiques Diagnostiques représentant les prédictions de population (A)
ou individuelles (B) en fonction des observations, les résidus pondérés conditionnels en fonction des
prédictions de population (C) et en fonction du temps (E), les résidus pondérés individuels en
fonction des prédictions de population (D) et en fonction du temps (F).

La ligne noire représente la droite identité. Les cercles bleus représentent les observations (A, B) et les
résidus (C-F).
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Figure 25. Cytotoxicité : NPDE en fonction des prédictions de population (A) et en fonction du
temps (B).

Les cercles bleus représentent les résidus.

2.1.2. Modéle de covariables

2.1.2.1.  Distribution des n

Avant d’évaluer la présence de covariable, la distribution normale de la variabilité

interindividuelle sur I’EC50 a été étudiée (Figure 6) et le shrinkage a été calculé.

40
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Figure 26. Distribution de la variabilité interindividuelle de I’EC50 estimée par le modéle de base.
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n EC50 est supposé suivre une loi Normale (0, 5.04). Le shrinkage de n EC50 est de 73 %. Ce
shrinkage élevé traduit une tendance des prédictions individuelles a tendre vers la prédiction
de population. Le Shrinkage est lié aux données et au design des études. La présence de
shrinkage implique une perte de puissance lors de I’analyse des covariables potentielles, 1’effet

de celles-ci a donc été directement testé dans NONMEM sans pré-sélection préalable.

2.1.22. Modele COV-E

Un modéle comportant un « effet étude » sur le n EC50 a été développé compte tenue de
I’hétérogénéité des données entre les études. Le modele estimant une valeur de population

EC50 commune aux études 3, 4 et 5, et propre a I’étude 1 et a I’étude 2 a été sélectionné.

Pour ce modéle COV-E, la FO calculee est de 15 275.52, soit une diminution fortement
significative de 144.59 points par rapport au modele de base (x2 a 5 %) ( ). Les
paramétres pharmacodynamiques du modele COV-E sont présentés dans le . Les
RSE% sont majoritairement inférieures a 30 %, ce qui traduit une estimation correcte des

parametres.

Les constantes de dégradation et de prolifération sont prédites de maniére cohérente par

rapport au modele de base.

Un Emax plus élevé est estimé (3.65 hr?). La présence de médicament S augmente, au
maximum, la dégradation des cellules CD123 par 4.65 (Facteur = 1+Emax), faisant passer la
demi-vie d’élimination des cellules CD123 de 28 hr a 6 hr. L’EC50 de population prédite
communément aux études 4, 5, 6 (3.10x10™ nM) est diminuée par 3 par rapport au modeéle de
base estimant une EC50 de population commune & toutes les études (9.51x10™* nM). Les
études 1 et 2 sont respectivement 99 et 2 fois moins sensible que les études 3, 4, et 5.

L’ajout de la covariable « Etude » a permis d’expliquer 47 % de la variabilité interindividuelle
sur ’EC50.
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Parametres Estimations Unités RSE% CV%
0 Koncps 2.05 FIX nM™ hr - _

0 Koffcps 18 FIX hrt - ;

0 Koncpizs 5.76 FIX nM™* hrt - -

0 Koffcpizs 0.684 FIX hrt - ;

0 Kdegcps 0.00111 hrt 18.8 )

0 Kdegcps k2 335 hrt 25.8 -

0 Kdegcpizs 0.0242 hrt 11.9 i

0 Kgocpizs 0.0269 hrt 10.8 -

0 Emax 3.65 hrt 14.7 i

0 EC50 g5 3.10 (10" nM 26 ]

0 EC50 g 99 nM 7.54 -

0 EC50 g, 213 nM 33.3 -
w?*EC50 3.13 nM 204 177
€ Proportionnelle 0.285 nM 4.39 -
Commune CD3-CD123

¢ Additive 16.7 % 3.42 -

O représente les parametres a effet fixes. 1 et € représentent les parametres a effet aléatoires liés a la
variabilité interindividuelle (n) et a la variabilité résiduelle (g). Les RSE% représentent les précisions
d’estimations. Les CV% représentent la variabilité interindividuelle présente sur le parametre associé.
OEC50 g345 représente I’EC50 commune aux études 3, 4, et 5, 0EC50 g représente le facteur propre a
I’étude 1 et © EC50 g, représente facteur propre a 1’étude 2.
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Les graphiques diagnostiques du modele COV-E sont montrés sur la Figure 27 et les NPDE

sont présentés en Figure 28, en comparaison des graphiques diagnostiques du modele de base.
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Figure 27. Cytotoxicité : Graphiques diagnostiques - modéle de base vs modéle COV-E, représentant
les Prédictions individuelles en fonction des observations (A, B), les résidus pondérés individuels en
fonction des prédictions de population (C, D) et du temps (E, F) pour le modeéle de base (A, C, E) et
pour modele COV-E (B, D, F).
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Les prédictions individuelles du modéle COV-E semblent plus fideles aux observations,

notamment pour les valeurs élevées, ce qui est sans doute d au réarrangement de 1’erreur

résiduelle additive de la cytotoxicité qui a diminuée de 1.8, passant de 19.5 a 16.7 %.

Les résidus semblent également étre répartis de manicre plus homogene autour de ’axe des

abscisses en fonction des prédictions individuelles et en fonction du temps.

Les graphiques diagnostiques relatifs a la cinétique des LT-CD3 et des cellules CD123 sont

présentés en Annexes 10 et 12.
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Figure 28. Cytotoxicité : NPDE - modele de base vs modele COV-E, représentant les NPDE en
fonction des observations (A, B), et en fonction du temps (C, D) pour le modele de base (A, C) et

Les cercles bleus représentent les résidus.

pour modele COV-E (B, D).
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Afin de vérifier notre hypothése selon laquelle I’effet cytotoxique du médicament S serait
médié par les concentrations en synapse, plutdt que par les concentrations en médicament S
présent initialement dans le milieu réactionnel, la cytotoxicité observée en fonction des

concentrations en synapse predites groupée par études a été representée sur la Figure 29.

Sur ce graphique, on peut voir une relation concentration en synapse — Cytotoxicité. En effet,
lorsque les concentrations en synapse augmentent, la cytotoxicité augmente jusqu’a I’atteinte

d’un plateau plus ou moins élevé en fonction des études.
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Figure 29. Représentation de la Cytotoxicité observée en fonction des concentrations en synapse
prédites groupeée par études sur une échelle semi-logarithmique.

A partir d’une concentration de médicament S présente initialement dans le milieu réactionnel,
différentes concentrations en synapse sont prédites par le modele, en fonction des conditions
expérimentales relatives au nombre de LT-CD3 initial, au nombre de cellules CD123 initial,
au ratio Effecteur-Target, ainsi qu’a I’expression de récepteurs CD123 a la surface des cellules

tumorales.
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Afin d’apprécier I’impact de 1’utilisation des différents ratios Effecteur-Target et des
différentes concentrations en médicaments S étudiés, la représentation graphique de la
cytotoxicité observée en fonction des concentrations en synapse prédites par le modele a été
stratifiée par ratio Effecteur-Target et est présentée sur la Figure 30. L’interquartile du range
de concentration en synapse obtenu gréce a la méme concentration de médicament S initial et
celui du range de cytotoxicité induite sont superposes aux observations. Ces graphiques
montrent que la concentration en synapse augmente avec la concentration en médicament S
présente dans le milieu réactionnel et avec le ratio Effecteur-Target. Pour les ratios E:T
(0.0033:1), et (0.01:1), il ne semble pas y avoir d’activité quelle que soit la dose en
médicament S. La présence d’un effet cytotoxique semble apparaitre a partir du ratio E:T

(0.1:1), ce qui est cohérent avec 1’analyse des données réalisées précédemment.
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Figure 30. Représentation de la Cytotoxicite observée en fonction des concentrations en synapse
prédites stratifiée par ratio Effecteur-Target sur une échelle semi-logarithmique, sur laquelle se
superpose les interquartiles du range de concentrations en synapse initiales (lignes pleines)
associées a linterquartile du range de cytotoxicité engendrée (lignes en pointillé).
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2.2.  Simulations de la concentration de médicament S active

Des simulations ont été réalisées a partir de données cliniques (nombre médian de blastes
CD123, expression médiane de CD123 par blastes) afin d’explorer la concentration active
prédite par le model pour deux ratios E:T, dans ’optique de guider le choix des doses

administrées lors de I’essai clinique de phase I en cours.

Les reésultats des simulations sont présentés sur la Figure 31, représentant les concentrations

en synapse en fonction des concentrations en médicament S testées.

Les études ayant une sensibilité différente, la concentration en synapse active ciblée (EC80)

est celle de I’étude 2, présentant une sensibilité intermédiaire (ligne rouge).

Pour les deux ratios Effecteur-Target testés, les simulations prédisent des concentrations
actives de médicament S différentes. Pour le ratio E:T (0.1:1), il faudrait une concentration en
médicament S de 10 ng/mL pour atteindre 80 % de I’effet alors qu’il faudrait une
concentration de 100 ng/mL pour le ratio E:T (0.1:1), supposé physiologique.
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Figure 31. Simulations de concentration active de médicament S réalisées a partir des données
patients.

La ligne rouge représente la concentration en synapse active prédite pour I’étude 2 par le modéle COV-

E.
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3. Discussion & conclusion

Le modéle pharmacodynamique développé est un modéle mécanistique permettant une
description longitudinale de la cinétique des lymphocytes T-CD3, des cellules CD123 et de la

cytotoxicité induite par le médicament S au cours du temps.

Ce modele a permis d’intégrer la complexité des données in vitro disponibles et en prenant en

compte :

e Les comptages cellulaires,

e Les différences présentes entre les lignées cellulaires, telles que le niveau d’expression

de récepteur CD123 a la surface des cellules,
e Les différents ratios Effecteur-Target étudiés,

e Un large range de concentration en médicament S.

Les études in vitro sont des études sensibles, comportant une variabilité inter-étude élevée.
C’est pourquoi, des études in vitro réalisées dans des conditions expérimentales différentes
(réalisées par des sociétés différentes en 1’occurrence), ne sont généralement pas analysées

ensemble.

En effet, au sein de la méme étude, les résultats obtenus peuvent étre hétérogénes, et
comporter un bruit élevé, comme par exemple, les données relatives a la cytotoxicité de
I’étude 5 ( ). Alors, si les conditions expérimentales changent, (différents milieux de
culture, provenance des cellules différentes, légére différence de protocole, des temps
d’incubation différents), 1’analyse et 1’interprétation des données obtenues lors des études in

vitro peuvent étre complexes.

Malgré cet état des lieux, une stratégie de modélisation pharmacodynamique a été développée
dans I’optique d’intégrer et d’exploiter toutes les données disponibles. Le but du modeéle

Pharmacodynamique n’est pas de décrire parfaitement les donnees relatives a la cinétique des
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LT-CD3 et des cellules CD213 en raison de 1I’hétérogénéité des données mais de prédire au
mieux I’effet cytotoxicité du médicament S sur les cellules CD123 afin de répondre a question

posée et d’estimer la concentration en synapse active (EC80).

Le modéle de base a permis d’identifier une source de variabilité interindividuelle de 224 %
sur la concentration en synapse capable de médier 50 % de I’effet maximal induit par le
médicament S (EC50) ( ).

L’n shrinkage de I’EC50 est égal & 73 %. Un n shrinkage est considéré comme élevé a partir
de 50 % lorsqu’il est calculé sur la variance [289] [290]. Le shrinkage est lié au design des
études, ainsi qu’a des données non suffisamment explicatives et se traduit par une tendance
des prédictions individuelles a tendre vers la prédiction de population. La présence de
shrinkage peut masquer (ou induire) la présence de (fausses) corrélations entre les n et entre
les n et les covariables, ce qui implique une perte de pouvoir lors de 1’analyse des covariables
potentielles et une difficulté a mettre en lumiére les parameétres induisant la variabilité [239]
[290] [292].

Une forte variabilité inter-étude peut également cacher une autre cause de variabilité. C’est
pourquoi une covariable « Etude » a été ajoutée au modeéle de base. Cette covariable a permis

d’expliquer 47 % de la variabilité interindividuelle sur I’EC50 ( ).

Le modele COV-E a également révélé que I’étude 1, serait de 50 a prés de 100 fois moins
sensible que les autres études, avec une cytotoxicité maximale de 60 % pour la lignée
cellulaire Kasumi-3, la lignée comportant le plus haut niveau d’expression de récepteurs
CD123 (environ 100 000 CD123/cellule), alors que pour les mémes cellules, une cytotoxicité
prés de 100 % est atteinte dans 1’étude 2, pour une concentration en médicament S initial et un
ratio Effecteur-Target identiques. L’étude 1 est la seule étude a avoir été réalisée par une
société différente. Cette différence de sensibilité peut étre due a des différences légeres au
niveau du protocole des études ou des conditions initiales différentes. En effet, dans 1’étude 1,
le nombre de cellules CD123 initial est 2 fois plus important que dans les autres etudes (20
000 cellules CD123 par puit, contre 10 000 cellules par puit pour les autres etudes). Peut-étre
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qu’avec un nombre plus élevé de cellules tumorales, une plus grande concentration de
médicament S est requise pour exercer le méme effet. Cependant, le calcul d’occupation des
récepteurs CD123 ne semble pas aller dans ce sens car le nombre plus important de cellules
CD123 initial ne semble pas impacter le pourcentage d’occupation des récepteurs CD123 par

le médicament S (données non montrées).

L’hypotheése selon laquelle D’effet cytotoxique du médicament S serait médié par la
concentration en synapse plutdt que par la concentration initialement présente dans le milieu
réactionnel semble étre cohérente. En effet, une relation concentration en synapse —
cytotoxicité est visible graphiquement ( ). Les résultats de la modélisation montrent
qu’en I’absence d’activation et de prolifération des lymphocytes T-CD3, il faudrait au
minimum un ratio Effecteur-Target (0.1:1) et une concentration en médicament S présente
initialement dans le milieu réactionnel de 1 ng/mL pour avoir un début activité (environ 40 %
de cytotoxicité) ( ). Les simulations réalisées a partir des données patients obtenues
lors des études cliniques montrent que pour le ratio E:T (0.1:1), il faudrait une concentration
en médicament S de 10 ng/mL pour atteindre 80 % de I’effet alors qu’il faudrait une

concentration de 100 ng/mL pour le ratio E:T (0.1:1), supposé physiologique.

Les hypotheses selon lesquelles les concentrations en synapse induisent une activation et la
prolifération des LT-CD3 et que cette nouvelle population de LT-CD3 activés exerce
directement un effet cytotoxique sur les cellules CD123 n’ont pas pu étre modélisées, car les
données disponibles ne montraient pas de prolifération des LT-CD3. On peut noter que les
deux études pour lesquelles la cinétique des LT-CD3 au cours du temps est disponible (Etude

2 et 5) ont été réalisées en utilisant une sous population de LT-CD3 CD8.

De nouvelles études ex vivo ont été réalisées avec une population de LT-CD3 composée de
LT-CD8 et de LT-CD4. Dans ces études, les donnees relatives a la cinétique des LT-CD3
montrent une prolifération des LT-CD3 en présence de médicament S par rapport aux
conditions contréles ( ). Les Lymphocytes T auraient donc besoin d’un
environnement contenant a la fois des LT-CD8 et CD4 pour s’activer et proliférer. De plus, la
prolifération des LT-CD3 permettrait une activité cytotoxique a des ratios Effecteur-Target
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bien plus faibles que (0.1:1), comme le montre les données de 1’étude ex vivo comportant un
ratio E:T (0.0033:1) et pour laquelle une activité est observée a partir de 0.1 ng/mL de
médicament S ( ). La part d’activité liée a I’effet des LT-CD3 activé ne serait donc
pas a négliger. Ceci a été également supporté par les résultats d’une étude in vivo effectuee
chez le singe dans laquelle un effet fut visible méme aprés la fin de I’¢limination du

médicament S dans I’organisme des animaux.

Les nouvelles données disponibles pourraient étre intégrées au modele pharmacodynamique

développé :

e La présence de conditions contrdle ne contenant pas de lymphocytes T-CD3, mises en
regard de celles qui en contiennent, pourraient permettre d’estimer un effet spécifique
des Lymphocytes T-CD3 sur la dégradation des cellules CD123, qui ne serait pas

médiée par le médicament S,

e La présence d’activation et de prolifération des lymphocytes T CD3 pourrait étre

modélisée comme un effet induit par la concentration en synapse atteinte,

e Un effet positif de I’expansion clonale de la population de LT activés sur la

dégradation des cellules tumorales pourrait également étre pris en compte.

L’intégration de ces nouvelles données permettrait de décrire de maniére plus précise la

cytotoxicité induite par le médicament S.
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Conclusion géneérale

L’immunothérapie représente un grand espoir dans la lutte contre le cancer. Des résultats trés
prometteurs ont pu étre observés ces vingt derniéres années, notamment marquées par
’autorisation sur le marché du trastuzumab dans le traitement du cancer du sein HER2 positif
et du pembrolizumab dans le cancer du poumon a non-petites cellules et du mélanome,
devenus des traitements de premiéres lignes. Une meilleure compréhension de la biologie
tumorale et immunitaire, ainsi que des mécanismes d’échappement des cellules cancéreuses au
systeme immunitaire a permis de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques capables
de stimuler efficacement le systeme immunitaire du patient afin de cibler et d’¢liminer les
cellules tumorales. Cependant certaines limites subsistent a I’utilisation de cette approche,
telles que 1’accessibilité des traitements aux patients, les capacités actuelles de prédiction de la
sécurité, de I’efficacité et de la durabilité a long terme, ainsi que la détermination des doses et

les schémas d’administration a étudier en clinique.

Dans ce contexte, la modélisation mathématique s’impose comme un outil indispensable
permettant 1’analyse et I’interprétation de données précliniques et cliniques en prenant en
compte une large quantité d’information et pouvant intégrer un niveau important de
complexité. Elle contribue a I’amélioration des connaissances pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques disponibles sur les composeés étudiés, ainsi qu’a la compréhension des
facteurs influengant la variabilité interindividuelle et intra-individuelle observée lors de
I’administration des médicaments. La modélisation constitue une aide a 1’optimisation des
doses et des schémas d’administration thérapeutiques, permettant de maximiser 1’efficacité du
médicament tout en limitant la survenue d’effet indésirables. La réalisation de simulations
permet également d’explorer le bénéfice d’associations médicamenteuses et constitue une aide
au design de futurs essais cliniques. De nos jours, la modélisation mathématique devient un
allié du processus de développement des médicaments, qui contribue a la sécurité des patients,
a une meilleure évaluation de la réponse médicamenteuse, a I’augmentation de la rapidité de
prise de décision go-no go, ainsi qu’a la réduction les colits de développement des

médicaments.
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Annexes

Annexe 1. Etude 2 : Cinétique des cellules CD123 au cours du temps.
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Annexe 2. Etude 5 : Cinétique des cellules CD123 au cours du temps pour le ratio Effecteur-
Target (1 :1).
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Annexe 3. Etude 1 : Cytotoxicité au cours du temps pour le ratio Effecteur-Target (10:1).
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Annexe 4. Etude 2 : Cytotoxicité au cours du temps pour le ratio Effecteur-Target (10:1).
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Annexe 5. Etude 3 : Cytotoxicité au cours du temps pour le ratio Effecteur-Target (10:1).
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Annexe 6. Etude 4 : Cytotoxicité au cours du temps pour le ratio Effecteur-Target (10:1).

E:T (10:1)
100 5
90 —
s ]
&~ 70
-
@ 50
= |
'z 50
M 40
2
3 30 ‘
>, 20
O 1o - . /
0 — -——é —_— —"”:’::
-10
=20 —
T T T T T T T L T T T T
o 3 60 3 6 0 3 60 3 &
Temps (hr)
~— 1ng/mL —— 0ing/mL — 001ng/mL —— 0.001 ng/mL — Ong/mL

160



Annexe 7. Tableau récapitulatif des modeles développés.

Nom du modele FO BIC A
Effet Emax — Modele de base 15420.11 15 480.06
Effet Linéaire - 15 834.54 + 354.48
Covariable Etude — Modele COV-E 15 275.52 - - 144 .59

Annexe 8. Modeéle de base - lymphocytes T-CD3 : Graphiques Diagnostiques représentant les
prédictions de population (A) ou individuelles (B, C) en fonction des observations, sur une
échelle cartésienne (A, B) ou semi-logarithmique (C), les résidus pondérés conditionnels en
fonction des prédictions de population (D) et en fonction du temps (G), les résidus pondérés
individuels en fonction des prédictions de population (E) et en fonction du temps (H), et NPDE
en fonction des prédictions de population (F) et en fonction du temps (1).
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La ligne noire représente la droite identité. Les cercles bleus représentent les observations (A,
B, C) et les résidus (D-I).
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Annexe 9. Modele de base — cellules CD123 : Graphiques Diagnostiques représentant les
prédictions de population (A) ou individuelles (B, C) en fonction des observations, sur une
échelle cartésienne (A, B) ou semi-logarithmique (C), les résidus pondérés conditionnels en
fonction des prédictions de population (D) et en fonction du temps (G), les résidus pondérés
individuels en fonction des prédictions de population (E) et en fonction du temps (H), et NPDE
en fonction des prédictions de population (F) et en fonction du temps (1).
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La ligne noire représente la droite identité. Les cercles bleus représentent les observations (A,
B, C) et les résidus (D-I).
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Annexe 10. Modele COV-E — lymphocytes T-CD3 : Graphiques Diagnostiques représentant
les prédictions de population (A) ou individuelles (B, C) en fonction des observations, sur une
échelle cartésienne (A, B) ou semi-logarithmique (C), les résidus pondérés conditionnels en
fonction des prédictions de population (D) et en fonction du temps (G), les résidus pondérés
individuels en fonction des prédictions de population (E) et en fonction du temps (H), et NPDE
en fonction des prédictions de population (F) et en fonction du temps (1).
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B, C) et les résidus (D-I).
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Annexe 11. Modele COV-E — cellules CD123 : Graphiques Diagnostiques représentant les
prédictions de population (A) ou individuelles (B, C) en fonction des observations, sur une
échelle cartésienne (A, B) ou semi-logarithmique (C), les résidus pondérés conditionnels en
fonction des prédictions de population (D) et en fonction du temps (G), les résidus pondérés
individuels en fonction des prédictions de population (E) et en fonction du temps (H), et NPDE
en fonction des prédictions de population (F) et en fonction du temps (1).
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Annexe 12. Nouvelle étude ex vivo : Repréesentation des lymphocytes T-CD3 (A) et des
blastes-CD123 (B) au cours du temps.
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