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Introduction

Introduction

I) Epidémiologie du cancer

En France, I'incidence du cancer était estimée a 385 000 nouveaux cas en 2015, représentés
par 211 000 hommes et 174 000 femmes avec un sex-ratio de 1,2 [1]. Le dernier rapport publié
par I'InVS en janvier 2018, montre qu’en 2017 en France métropolitaine, le nombre de
nouveaux cas de cancer est de 214 000 chez ’'homme et 185 5000 chez la femme [2] (figure
1). Par rapport a 2015, ce taux est en augmentation de 1,4% pour I’homme et de 5,9% pour la
femme. Chez les hommes, I'incidence est la plus élevée pour le cancer de la prostate, le cancer
du poumon et le cancer colorectal. En revanche, chez les femmes, le cancer du sein est le plus

fréquent suivi par le cancer colorectal et le cancer du poumon [2].

Incidence et mortalité projetées en 2017 de I'ensemble
des cancers- Nombre de cas et taux standardisés monde

240,000 - - 400

220,000 353.2 214,021

200,000

185,605

180,000

160,000

140,000

Effectifs

120,000

Taux pour 100 000

100,000

80,000

60,000

40,000
Femme Homme

B incidence
B tiontaiité
I 7aux standardisé monde dincidence

I 7w stancardisé monde de mortalité

Figure 1 : Projection d'incidence et de mortalité en 2017 - INCa - [2]
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Concernant la mortalité, le cancer représentait, en 2015, 8,8 millions de décés dans le monde
dont 150 000 en France [1] [3]. Cette pathologie est I'une des principales causes de décés au
coté des maladies infectieuses et des maladies du systéme cardiovasculaire. Selon les
projections de I'OMS la mortalité causée par le cancer atteindra 13,1 millions de déces en
2030 dans le monde [4]. Le cancer du poumon est la premiére cause de décés par cancer chez
les hommes suivi par les cancers colorectaux et de |la prostate. Chez les femmes, 65 000 déces
ont été comptabilisés en 2015 principalement dus au cancer du sein suivis par le cancer du
poumon et le cancer colorectal. Contrairement a I'incidence, le taux de mortalité par cancer
est en constante diminution [5]. Cette tendance s’explique par une amélioration du dépistage
qui se fait plus précocement, de la prise en charge du patient et de I'apparition de nouveaux
médicaments. La survie a 5 ans est également en progression mais il existe une disparité entre

les cancers.

Selon I'OMS, un tiers des cancers serait évitable [6]. Plusieurs programmes de prévention du
cancer ont été mis en place notamment par la lutte contre le tabagisme. En effet, ce dernier
représente un facteur de risque élevé de développement de cancer mais reste un facteur de
risque évitable. Il est a I'origine de 22% des déces par cancers par an. D’autres facteurs de
risques sont également imputés au mode de vie. La sédentarité, I'obésité et le surpoids ainsi
gue l'alimentation et la consommation d’alcool influencent directement sur la survenue du
cancer. Des programmes nationaux sont mis en place dans plusieurs pays afin de former la
population a adopter un mode de vie sain. La pollution environnementale que ce soit en
extérieur ou a lintérieur des habitations, constitue un facteur de risque en nette
augmentation dans les pays en développement, particulierement en Asie ou I'utilisation du
charbon comme principale source d’énergie entraine une pollution importante de l'air

environnant.

De plus, une étude menée en France, en 2016 en collaboration avec le réseau francais des
registres des cancers, a montré qu’il existait une influence socio-économique sur l'incidence
des cancers [7]. Les résultats obtenus ont mis en évidence I'augmentation du risque de cancer
des voies pulmonaires et digestives chez les populations appartenant aux classes sociales
modestes. En effet, ces dernieres sont plus facilement exposées aux facteurs de risques

(tabagisme, exposition professionnelle, polluants atmosphériques).
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ITI) Physiopathologie des tumeurs

a. Caractéristiques des cellules cancéreuses

Selon I'OMS, le cancer est un terme générique regroupant un ensemble de maladies capables
de se développer dans toutes les parties de I'organisme. La caractéristique principale du
cancer est la prolifération anormale de cellules. Ces dernieres possedent également la
capacité de se disséminer dans I'organisme et sont donc a I'origine du développement de
métastases dans d’autres organes. Cette prolifération anarchique, non organisée, de cellules
échappe au controéle du cycle cellulaire. De maniére générale, plus une cellule est différenciée,
moins elle prolifere. Cela signifie que plus une tumeur est agressive, moins la cellule est

différenciée.

Plusieurs caractéristiques communes sont retrouvées aux cellules cancéreuses. Dans les
années 2000, Hanahan et Weinberg identifient ces caractéristiques et les désignes sous le

terme de « Hallmarks of cancer » [8] :

Maintien des signaux de prolifération avec une perte d’inhibition de contact
- Echappement aux signaux d’arrét de croissance

- Evitement aux cellules du systéme immunitaire

- Arrét de I'apoptose et immortalité

- Promotion de l'inflammation

- Capacité d’évasion et de métastase

- Induction de I'angiogenese

- Instabilité génomique

- Résistance a la mort cellulaire

Dérégulation du métabolisme énergétique

Connaitre ces caractéristiques permet de déterminer et comprendre de maniére plus
spécifique les événements qui sont a I'origine de I'émergence et du maintien du phénotype

tumoral.
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L'agilité de la tumeur a échapper au systéme immunitaire est I'un des marqueurs du cancer.

Ce phénomeéne d’ « immuno-editing » [9] peut étre caractérisé en trois étapes (figure 2) :

- 1) Elimination : correspond a I'immuno-surveillance, le systeme immunitaire via les

cellules CD4+ et CD8+ permet I’élimination des cellules cancéreuses (figure 2a)

- 2) Etat d’équilibre : représente I'étape durant laquelle la tumeur est en dormance

c'est-a-dire qu’elle ne grossit ni ne diminue, avec une sélection et une promotion d’une
génération de cellules tumorales qui ont la capacité de survivre a I'attague du systéme
immunitaire (figure 2b)

- 3) Echappement : processus lorsque la tumeur échappe complétement au systeme

immunitaire chez les personnes immunocompétentes. La masse tumorale se met alors

a grossir et la tumeur devient agressive (figure 2c)

Elimination = Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Figure 2 : Phénoméne d’immuno-editing [9]

b. Le cycle cellulaire

L’homéostasie cellulaire se définit comme un équilibre entre la survie et la mort cellulaire. En
effet, pour maintenir un pool constant de cellules, il existe une régulation du nombre de
cellule par deux grands processus biologiques, la division cellulaire et 'apoptose. La division
cellulaire correspond a I’'ensemble des étapes au cours desquelles les cellules dupliquent leurs
constituants avant de se diviser en deux parties égales. Ce cycle cellulaire est composé d’une
étape d’interphase et d’'une phase de mitose (phase M) (figure 3). Pour rappel, la mitose est
composée de quatre étapes, la prophase, la métaphase, I'anaphase et la télophase.

L'interphase, quant a elle, est subdivisée en trois phases, la phase G1, la phase de syntheése S
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et la phase G2. Les cellules en dehors du cycle cellulaire sont maintenues en phase GO et sont
dites quiescentes. La mitose est la phase pendant laquelle une cellule mére donne deux
cellules filles identiques. Cette étape est suivie par la phase G1, la cellule reste a ce moment-
la active métaboliguement et continue de croitre. La phase S permet la réplication de I’ADN.
Avant I'entrée en mitose, la cellule passe par la phase G2 qui lui permet de croitre et de

synthétiser tous les constituants nécessaires a la mitose.

<@ S G2 @

Interphase

@ Gl M-@-

Figure 3 : Le cycle cellulaire (inspiré de [10])

Toutes les phases de ce cycle sont coordonnées dans un ordre précis. La cellule dispose de
signaux chimiques et biochimiques jouant le réle d’interrupteurs. A chaque étape du cycle
cellulaire se trouve un « contréleur » qui décide de I'avancement de la cellule dans le cycle via
des points de controle. De maniere générale, le cycle cellulaire est dépendant de signaux

intracellulaires mais aussi extracellulaires qui déclenchent la suite des événements.
Trois points de controles majeurs sont essentiels :

- point de contrdle entre la phase G1/S
- point de contrdle entre la phase G2/M

- point de contrdle entre la métaphase et I'anaphase
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Les complexes protéiques qui interviennent dans la progression du cycle cellulaire sont
notamment les kinases cycline-dépendant ou CDK. |l s’agit de protéines kinases
phosphorylant les résidus serine et thréonine des acteurs majeurs qui promeuvent la synthese
de I’ADN et la progression dans le cycle cellulaire (protéine RB ou P53 par exemple). L’activité
de ces CDKs peut également étre régulée par de petites protéines inhibitrices, les CKls [11]. Le
controdle de la taille de la cellule en fin de phase G1 et G2 permet de garantir que la cellule a
parfaitement doublé son contenu notamment en terme d’organites cellulaires pour permettre

une mitose équitable et ainsi éviter toute erreur.

c. Interconnexion des voies de signalisation, cycle cellulaire et cancer

Dans la genése tumorale, la notion d’anomalie génétique est primordiale. Pour devenir une
cellule cancéreuse, une cellule saine doit acquérir des mutations au niveau de genes

suppresseurs de tumeur et/ou d’oncogénes maintenant alors la prolifération cellulaire.

1. Les genes suppresseurs de tumeur
Les génes suppresseurs de tumeur sont des genes impliqués dans le maintien du controle

négatif du cycle cellulaire. Ces derniers codent pour des protéines ayant une action au niveau
du point de controle en phase G1/S. Ce contrdle est dépendant du facteur de transcription
E2F-DP. Ce dernier peut étre soit lié a une protéine Rb soit sous forme libre. Quand E2F-DP est
lié a la protéine Rb, son action de facteur de transcription est inhibée. C'est seulement quand
une phosphorylation a lieu au niveau de la protéine Rb que le complexe E2F-DP/Rb est détruit
entrainant ainsi I'activation de E2F-DP et le passage en phase S de la cellule (figure 4). La
phosphorylation de Rb est sous la dépendance du complexe cycline/CDK lui-méme dépendant
d’autres protéines inhibitrices (p16, p21, p27 ...) [12]. Lors d’une mutation perte de fonction
sur l'un de ces génes, le cycle cellulaire n’est plus correctement contrélé. La cellule se duplique
et transmet aux générations suivantes les mémes anomalies génétiques entrainant une
croissance excessive et incontrolée a I'origine d’une dysplasie tissulaire. Une mutation des
génes suppresseurs de tumeurs est retrouvée dans de nombreux cancers incluant le

rétinoblastome, I'ostéosarcome, le carcinome pulmonaire a petite cellule.
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Cycline/CdK
——

Passage en
phase S

Figure 4 : Phosphorylation de Rb par le complexe cycline/CdK permettant la libération de E2F

sous forme activée et le passage en phase S

D'autres exemples de génes suppresseurs de tumeur sont les genes BRCA1 et BRCA2. Le géne
BRCA1 est localisé sur le chromosome 17 tandis que le géne BRCAZ se situe sur le chromosome
13 [13]. Ces deux genes codent pour des protéines qui sont impliquées dans les réparations
des dommages de I’ADN par recombinaison homologue. lls jouent, par conséquent, un réle
majeur dans le maintien de I'intégrité génomique. Une mutation sur ces genes est retrouvée

dans les cancers du sein ainsi que dans les tumeurs ovariennes [14].

Un autre gene suppresseur de tumeur, P53 est un facteur de transcription permettant de
réguler le cycle cellulaire, I'autophagie ou encore I'apoptose. En I'absence de stress cellulaire
comme une lésion de I’ADN ou une anomalie du cycle cellulaire, la protéine p53 est dégradée
par une enzyme ubiquitine ligase appelée mdm2. Lorsqu’une anomalie se produit, la quantité
de p53 augmente dans la cellule par inaction de mdm2. Cela a pour conséquence d’entrainer
soit un arrét de la division cellulaire pour permettre a la machinerie moléculaire de réparer
I’ADN afin de résoudre les probléemes, soit I'apoptose pour éliminer la cellule [15]. Le géne
TP53 est muté dans de nombreux cancers et est corrélé a une faible réponse aux traitements

et un faible pronostic [16].

2. Lesoncogénes
Un oncogene est un géne qui a un réle direct ou indirect dans I'avancement de la cellule dans

le cycle cellulaire. Une mutation peut conférer a la cellule le phénotype tumoral. Il existe
guatre grandes classes d’oncogenes codant pour des facteurs de croissance, des récepteurs

transmembranaires aux facteurs de croissance, des protéines G, des protéines kinases.
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Par exemple, la protéine KRAS est une protéine appartenant a la superfamille des petits
GTPase et joue un réle dans la transduction du signal de récepteur de surface de type tyrosine
kinase. Cette protéine coordonne plusieurs réponses cellulaires impliquées dans la
prolifération, la différentiation et I'apoptose [17]. Ras est un commutateur moléculaire et
passe d’'un état inactif liant le GDP a un état actif lié au GTP. Cette balance est elle-méme
régulée par les protéines GEF et GAP. Lors d’une mutation au niveau de la protéine Ras, les
protéines régulatrices ne permettent plus le passage a I’état de Ras inactive. Ras reste donc
active constamment et entraine par conséquent la phosphorylation de la protéine Erk

impliquée dans la division cellulaire et la prolifération (figure 25).

Un autre oncogéne connu, le géne HER2/neu code pour le récepteur tyrosine kinase
membranaire HER2. La fixation de son ligand induit I’activation d’une cascade de signalisation
entrainant la différentiation, la croissance et la survie cellulaire. HER2 est surexprimé dans 15

a 25% des cancers du sein et son amplification est associée a un phénotype agressif [18].

Nom du Oncogéne/Géne
géne/protéine suppresseur de Mécanisme moléculaire
impliqué(e) tumeur
Gene localisé sur le chromosome 9, code pour
une protéine tyrosine kinase impliquée dans la
ABL Oncogéne
différentiation, I'adhésion et la division
cellulaire

AKT/PKB Oncogéne Inhibe I'apoptose et favorise la survie cellulaire

Protéine localisée au niveau de la membrane
mitochondriale empéchant ’homodimérisation

BCL Oncogéne
de Bax et par conséquent le relargage du
cytochrome c dans le cytosol
Gene suppresseur de Protéine impliquée dans les réparations des
BRCA
tumeur dommages double brin de ’ADN
Facteur de transcription, impliqué dans
Cc-myc Oncogéne I’acétylation des histones. Joue également un
role de répresseur de transcription
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Récepteur transmembranaire a activité

EGFR Oncogéne tyrosine kinase impliqué dans la croissance
cellulaire
Glycoprotéine membranaire impliqué dans la
HER2/neu Oncogene transduction du signale du facteur de
croissance ErbB
GTPase impliquée dans la prolifération
K-RAS Oncogéne
cellulaire
Geéne suppresseur de Récepteur transmembranaire impliqué dans le
NOTCH
tumeur lignage des cellules
Facteur de transcription inactif quand couplé a
Geéne suppresseur de | la protéine mdm?2. Sa forme libre conduit soit a
P53 tumeur I'apoptose cellulaire soit a la division
Geéne suppresseur de Protéine séquestrant E2F-DP exercant un
"8 tumeur controdle négatif du cycle cellulaire
Facteur de transcription contenant 4 doigts de
W1 Geéne suppresseur de zincs possédant un role essentiel dans le

tumeur

développement du systeme urogénital au cours

de I'embryogenése

Tableau 1 : Principaux génes impliqués dans le développement de tumeurs

d. Oncogenese

Le processus tumoral est lié a I'accumulation d’évenements génétiques non désirés et

défavorables au contréle du cycle cellulaire. Un terrain d’instabilité génétique survient.

Chaque anomalie induit un avantage sélectif ce qui permet a la cellule de proliférer plus

rapidement. En revanche, si la mutation ne présente pas d’avantage, la lignée s’éteint.

L'oncogenése est une séquence de quatre événements génétiques :

= La premiere phase est caractérisée par la survenue d’une anomalie génétique. Cette

anomalie peut étre soit acquise soit transmise (héréditaire) mais ne suffit pas a elle
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seule au développement cancéreux et a I'acquisition du phénotype tumorale de la

cellule.

La seconde phase, quant a elle, comporte une étape d’initiation du processus tumorale
et une étape de promotion.

- Linitiation consiste a I'acquisition de I'immortalité cellulaire ce qui conduit a
une dysplasie tissulaire. Les mécanismes moléculaires en jeu peuvent étre
causés par des facteurs carcinogénes tel que le tabac, I’alcool, les radiations,
les produits chimiques... Les infections virales peuvent également étre source
d’instabilité génomique conduisant a I'immortalité cellulaire. Par exemple, le
virus HPV (human papillomavirus) a été montré comme étant a l'origine du
développement du cancer du col de I'utérus.

- L'étape de promotion est I'étape ou un clone cellulaire acquiert toutes les
caractéristiques qui lui permettent de devenir une tumeur. Cette étape est
associée a une étape de progression infraclinique de progression

exponentielle.

La troisieme phase est constituée d’'une phase de progression et d’une phase de
dissémination. L'étape de progression est une invasion locale, c’est souvent a cette
étape la que le cancer est diagnostiqué. Puis une dissémination métastatique se
produit. Des cellules se détachent de la masse tumorale et vont coloniser, via le circuit
sanguin et lymphatique, des organes a distance tels que les poumons ou le cerveau. La

dissémination se définit comme la capacité a franchir la lame basale.

La phase terminale est la phase de I'échappement thérapeutique due notamment a

I'apparition d’une pharmaco-résistance. Ce phénomene se produit quand la tumeur

ne répond plus a aucun traitement connu.
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e. Traitements conventionnels du cancer

1. Larésection tumorale
La résection tumorale est I'exérese chirurgicale de la tumeur. Quand cette derniéere est bien

localisée, I'ablation peut étre envisagée. L'opération peut étre guidée par imagerie ou

coloration des tissus pour délimiter le tissu sain du tissu pathologique.

Ce traitement peut étre effectué dans un but curatif et est souvent associé a un curage
ganglionnaire locorégional pour éviter tout risque de métastases notamment dans le cancer
du sein. La chirurgie peut également étre envisagée afin de réduire la masse tumorale avant

une radiothérapie et/ou une chimiothérapie.

2. Laradiothérapie
Il existe deux types de radiothérapie, la radiothérapie externe et la radiothérapie interne.

- La radiothérapie externe : Une source externe de radiation est appliquée a
travers la peau et les tissus sous-jacents pour cibler la zone concernée par la
tumeur. Dans ce cas présent, les radiations générées peuvent étre constituées
d’électrons accélérés par I'application d’'un champ magnétique ou de photons.
Les électrons, ayant une faible pénétration cutanée, sont généralement utilisés
pour des tumeurs superficielles comme les mélanomes. Une autre forme de
radiothérapie est la RCMI ou radiothérapie conformationnelle avec modulation

d’intensité. Cette technique permet d’améliorer la répartition de la dose.

- Laradiothérapieinterne : (curithérapie) La source de radiation est directement
introduite dans la tumeur du patient. Elle peut étre utilisée seule ou en

association avec une radiothérapie externe.

3. La chimiothérapie systémique anti-tumorale
La chimiothérapie a pour cible toutes les cellules capables de se reproduire indéfiniment a

I'instar des cellules souches cancéreuses. La chimiothérapie peut étre envisagée a but curatif

mais aussi utilisée comme adjuvant ou encore a visée palliative.
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Il existe plusieurs grandes classes de chimiothérapies anticancéreuses. Les anti-
métaboliques inhibent la synthese des acides nucléiques. Cette classe regroupe deux

catégories de substances en fonction de leur mécanisme d’action :

- les inhibiteurs d’enzymes dont le méthotrexate qui inhibe la dihydrofolate
reductase impliqguée dans la synthese de l'acide folinique. Cet acide est
indispensable a la synthése des bases uridines et thymidines

- les substances leurres acceptées comme substrat permettent I'inhibition de la
biosynthese des acides nucléiques. Ces substances peuvent étre soit des anti-
pyrimidiques (5-Fluoro-Uracile, Gemcitabine) soit des anti-puriques (6

Mercapto-Purine, Fludarabine).

Une autre classe de médicament utilisée en chimiothérapie regroupe les agents alkylants. Ces
derniers permettent la formation de lien covalent fort avec les groupements carboxyles des
acides nucléiques. Cette association rend difficile le dédoublement de I’ADN lors de la division
cellulaire et empéche la transcription. Les sels de platine possedent un mode d’action similaire
en se fixant sur I'azote N7 des guanines via leur atome de chlore. Cette fixation crée des ponts
entre les deux chaines de I’ADN inhibant la réplication cellulaire. Le plus courant des sels de

platine utilisé est le cisplatine ou Cysplatyl ® mais il est associé a une forte toxicité rénale.

La chimiothérapie fait aussi appel a des molécules capables de modifier I'’enroulement de
I’ADN comme les inhibiteurs de la topoisomérases de type | (irinotécan, topotécan) et les

inhibiteurs de la topoisomérases de type Il (étoposide et téniposide).

Egalement, les agents intercalants comme la doxorubicine sont utilisés en cancérologie. Cette
molécule s’intercale généralement entre les bases G et C. Les poisons du fuseau, comme la
vincristine, empéchent la migration des chromosomes aux poéles de la cellule lors de la division
cellulaire. Enfin, les taxanes (placlitaxel, docétaxel), maintiennent la stabilité des microtubules

et empéchent de ce fait le changement de morphologie de la cellule qui ne peut plus se diviser.
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I11) Notion de cotlit économique de la prise en charge thérapeutique
des patients atteints de cancer

En France, le budget accordé a la recherche en cancérologie (recherche publique) est estimé
a 158 millions d’euros. 60,4% est financé par des organismes institutionnels dont fait partie
I'INCa, 23,9% sont issus de la Ligue contre le cancer et 15,5% du budget provient de la

Fondation ARC pour la recherche sur le cancer [19].

Dans l'industrie pharmaceutique, I'effort mis sur la recherche et le développement est
également important. Tout domaine de recherche confondus, ce dernier représente 9,8% du
chiffre d’affaires des industriels en 2015 en France. Le budget total consacré a la R&D est
d’environ 4,5 milliards d’euros dont 47 millions issus de financement publique (figure 5)[20].

REPARTITION DES DEPENSES DE R&D DES ENTREPRISES DU MEDICAMENT EN FRANCE
EN 2015

Dépenses de R&D en M€ Répartition En % du CA total*
Dépenses intérieures 3023 67,9% 6,6%
Recherche fondamentale 308 6,9% 0,7%
Recherche appliquee 1346 30,2% 3,0%
Développement expérimental 1369 30,8% 3,0%
Dépenses extérieures™ 1428 32,1% 3,1%
Budget total 4 451 100,0% 9,8%
Financement public 47

* Le (A total représente le chifire d'affaires realisé en France et a f'export des entreprises interrogées par le ministere de la Recherche.
** Ensemible des contrats de sous-traitance passés par les laboratoires.

Figure 5: Répartition des dépenses de R&D des entreprises du médicament en France en 2015

[20]

En 2015, 1.2 millions de personnes ont été hospitalisés dans le cadre du diagnostic ou du suivi
d’un cancer. Cette part représente une augmentation de pres de 7% par rapport a I'année
2010 [19]. L’hospitalisation pour cancer représentait 6,8 millions d’hospitalisation soit 13,4%
des hospitalisations complétes. Les dépenses hospitalieres liées au cancer sont estimées a 5,8

milliards d’euros.
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Par ailleurs, 1.7 milliards d’euros ont été dépensés pour les molécules anticancéreuses
facturées en sus® soit 50,8% du colt total des médicaments en sus toutes pathologies
confondues. Parmi les dépenses des anticancéreux, 48 % sont imputées aux thérapies ciblées
dans le secteur public et 73,3% dans le secteur privé [19]. Cependant, bien qu’ayant une
autorisation de mise sur le marché, de nombreuses thérapies ciblées se montrent décevantes.
Une étude menée en 2017 au King’s college London par le Dr Courtney et son équipe montre
qgue sur 68 nouvelles indications de médicaments anticancéreux autorisées par 'EMA entre
2009 et 2013, seules 35 soit 51% montrent une augmentation de la survie ou de la qualité de
vie [21]. Le colit moyen pour une thérapie ciblée en France étant estimé a 50 000 euros par
an et par patient, la moindre efficacité des anticancéreux actuellement sur le marché

représente une perte financiere considérable [22].

Pour prévenir cette inefficacité clinique et diminuer les colts des traitements eux-mémes mais
aussi la prise en charge de leurs effets indésirables, il parait nécessaire de développer en
amont des anti-cancéreux efficaces. Limiter I'échec thérapeutique actuel passe par un
développement clinique plus proche de la réalité en adaptant le traitement aux particularités

génétiques de chaque patient.

YLors d’un séjour a I’hépital, les médicaments utilisés pour les patients sont pris en charge par
les établissements de santé. Ces dernier sont financés par I’assurance maladie sous forme de
forfait dans lequel se trouve la liste des médicaments et prestations remboursables. Dans le
cas d’anticancéreux, trés couteux et donc hors forfait, '’ASMR (Amélioration du Service Médical
Rendu) évaluée par la Haute Autorité de Santé, détermine son statut de remboursement.
Quand 'ASMR est jugée majeure, importante ou modérée le médicament est alors pris en

charge a 100% par dérogation et est inscrit sur la « liste en sus ».
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Chapitre I : Thérapies ciblées anti-tumorales
I) La médecine de précision

La médecine personnalisée ou médecine de précision est une pratique médicale qui considére
des parametres biologiques, les biomarqueurs, pour améliorer la prise en charge
thérapeutique des patients et déterminer le bon traitement a la bonne dose. Elle permet de
traiter avec précision la pathologie en s’intéressant a I'individu dans sa globalité au lieu de se

référer a un groupe témoin [23].

La médecine de précision constitue une voie prometteuse en cancérologie. Cette approche
permet de traiter chaque patient de facon individualisée en fonction des spécificités
génétiques et biologiques de sa tumeur tout en tenant compte de son environnement et de
son mode de vie. En effet, les facteurs génétiques et biologiques possédent une influence
directe sur I'évolution de la maladie mais aussi sur |'efficacité et la sécurité du traitement. Le
concept de la médecine personnalisée repose sur la connaissance de ces différences au niveau
individuel, afin de donner les traitements les plus adaptés (figure 6). Par exemple, sur 10
patients recevant un méme traitement, il est estimé que la moitié seulement en tire un
bénéfice ; pour l'autre moitié, le traitement n'a soit aucun effet soit induit des effets
indésirables [24]. Il s’agit alors d'anticiper, grace a un test diagnostic, les patients pour qui le

traitement serait le plus bénéfique et ceux pour qui il ne le serait pas.

L’application de la médecine personnalisée est déja une réalité dans certains domaines
notamment grace aux progrés en génétique, en protéomique, en imagerie médicale et en
thérapeutique. L'application de la médecine de précision repose essentiellement sur le dosage
ou la détection de marqueurs biologiques pour adapter le traitement et sa posologie. C'est
par exemple en mesurant la glycémie d'un patient que la dose d'insuline a injecter est
déterminée. Dans le domaine de la cancérologie, la médecine personnalisée a connu de
grands bouleversements grace a la connaissance approfondie du fonctionnement de la cellule

cancéreuse.
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A)

i it

v v

B)

Traitement A Traitement B Traitement A Traitement C

Figure 6 : Principe de la médecine personnalisée A) Le traitement A est donné a 100% des
patients peu importe leurs caractéristiques génétiques et biologiques B) Le traitement est
adapté aux particularités des patients pour en maximiser I'efficacité et en diminuer les effets

toxiques (inspiré de [25])

a. Les biothérapies et thérapies ciblées

Selon le code de la santé publique, « On entend par médicament biologique, tout médicament
dont la substance active est produite a partir d'une source biologique ou en est extraite et
dont la caractérisation et la détermination de la qualité nécessitent une combinaison d'essais
physiques, chimiques et biologiques ainsi que la connaissance de son procédé de fabrication

et de son contréle » (Article L5121-1).

C’est dans les années 2000 que la premiere biothérapie anticancéreuse, le trastuzumab
(indiqué dans les cancers du sein métastatiques HER2 positif) fut mis sur le marché. Depuis,
en 2015, un médicament sur quatre est une thérapie ciblée (figure 7) [26]. Ces derniers ciblent
20 mécanismes distincts impliqués dans le maintien des cellules tumorales. Il s’agit pour la
plupart de biothérapie de nature protéique tels que des anticorps monoclonaux dirigés contre

un récepteur ou son ligand.
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B Thérapies ciblées

H Chimiothérapie
conventionnelle

W Hormonothérapie

B iImmunothérapie

B Médicament
radiopharmaceutique

Figure 7 : Part des thérapies ciblées dans I'arsenal thérapeutique autorisé dans le cancer en

2015 [26]

Parmi les biothérapies utilisées, le bévacizumab est un anti-VEGF indiqué dans le cancer du
sein, le cancer colorectal et le cancer bronchiques non a petites cellules. Le VEGF (vascular
endothelial growth factor) joue un réle crucial dans le développement vasculaire et
I’'angiogenése aussi bien dans des conditions physiologiques que dans des conditions

pathologiques. L’angiogenése tumorale est un des marqueurs du grossissement tumoral.

Le VEGF peut se lier a trois différents récepteurs spécifiques appartenant a la classe des
récepteurs tyrosine kinase (VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3). VEGFR2 est principalement exprimé
au niveau des cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques [27]. Quand le VEGF se fixe
sur ce récepteur, il induit une autophosphorylation spécifique au niveau des résidus tyrosines
dans la partie intracytoplasmique du récepteur. Cette phosphorylation conduit a I'activation
d’une cascade de signalisation induisant la prolifération, la survie, la migration cellulaire et la

perméabilité (figure 8).
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Figure 8: Voie de signalisation du VEGFR2 [27]

Lors d’un traitement a base de bevacizumab, ce dernier se fixe sur le VEFG libre. Ce

phénoméne empéche la liaison du VEGF a son récepteur. La cascade de signalisation n’est

alors plus activée ce qui limite la création de nouveaux réseaux sanguins et lymphatiques au

niveau de I'environnement tumoral. Cependant, cette approche peut limiter I’accés a d’autres

molécules anticancéreuses au sein de la tumeur du fait d’une hypoperfusion. Egalement,

I'absence d’apport sanguin entraine I'apparition d’une hypoxie qui, dans certain cas, peut

s’avérer bénéfique pour la croissance tumorale.
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Classe i Mécanisme
Molécules de .. sl
pharmaco- f . s Indication(s) pharmaco- Effets indésirables
. thérapie ciblée .
logique logique
Cancer colorectal
Cetuximab Carcinome . Bronchospasme
L. . Anti-EGFR .
(Erbitux®) épidermoides de n Hypotension
la téte et du cou
Cancer Risque thrombo-
) bronchique non a embolique
Bevacizumab ) . .
. petites cellules Anti-VEGF Hypertension
(Avastin®) ..
Cancer colorectal artérielle
Cancer du sein
Anticorps Trastuzumab Cancer du sein Anti-Her2 Cardiotoxicité
monoclonal (Herceptin®)
Leucemi
eucerr.1.|e Syndrome de
. lymphoide
Rituximab , . Stevens Johnson
chronique Anti-CD20 ,
(Mabthera®) Dyspnée/
Lymphome non Bronchospasme
hodgkinien P
Anémie
Pembrolizumab Mélanome Anti-PD1 I?neumopathle
(Keytruda®) inflammatoire
Réaction cutanée
L (Edeme
Imatinib Leucemie secondaire
) myéloide Anti-BCR/ABL .
(Glivec®) i Insuffisance
chronique .
cardiaque
Inhibiteur Anti- TriIUbljtﬁur;ﬁ?;ne
tyrosine Sunitinib Cancer du rein | PDGFR/VEGFR cOlf)ratigln o
kinase (Sutent®) JKIT/FLT3/CSF- J
de la peau
1R/RET .
Dysgueusie
Erlotinib Cancer Diarrhée
bronchique non a Anti-EGFR Rashs cutanés
(Tarceva®) ) ,
petites cellules Acné
Anémie
. Cancer de l'ovaire | Inhibiteur de Céphalée
Olaparib .
® et des trompes PARP-1, -2 et - Dysgueusie
(Lynparza®) )
. de Fallope 3 Nausée
Inhibiteur de Neutropénie
PARP Infection Erinaire
. . Cancer de 'ovaire | Inhibiteur de .
Niraparib Bronchite
(Zejula®) et des trompes PARP-1 et Thrombopénie
de fallope PARP 2 .
Anémie

Tableau 2 : Liste des principales biothérapies utilisées en cancérologie
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b. L'immunothérapie

L'immunothérapie utilise le systeme immunitaire du patient afin de cibler spécifiqguement les
cellules tumorales pour permettre leur éradication. L'application de I'immunothérapie
pourrait constituer une révolution dans le traitement tumoral. Dans cette approche, le cancer
n’est plus uniquement considéré comme une maladie génétique mais comme une maladie de

I’environnement tumoral et du systéme immunitaire [28].

L'immunothérapie n’est pas un concept nouveau. En effet, William Coley (1862-1936), fut le
pionnier dans le domaine en utilisant des bactéries pour traiter le cancer. Ce dernier,
chirurgien Américain, remarqua qu’une infection post-chirurgie de Streptococcus pyrogenes
aidait les patients a mieux lutter contre le cancer en provoquant une réponse immunitaire
[29]. En 1891, il utilisa le premier traitement d’'immunothérapie pour traiter un patient atteint
d’'un sarcome inopérable [30]. Bien que le succes fut a I'’époque au rendez-vous;
I'immunothérapie est abandonnée au profit de la chimiothérapie. De plus, la cellule tumorale
possede une agilité particuliére pour échapper a la reconnaissance et a la destruction du
systéme immunitaire. La compréhension des mécanismes d’échappement a permis de
développer de nouveaux traitements pour rendre sensibles les cellules tumorales au systéme
immunitaire. L'immunothérapie spécifique consiste a stimuler les cellules immunitaires afin

de les rendre aptes a reconnaitre les cellules tumorales entrainant alors leur destruction [31].

Des traitements visant a activer le systéme immunitaire du patient sont actuellement déja sur

le marché. Il en existe plusieurs types en fonction du mécanisme ciblé.

L'un des phénomenes a 'origine de I'échappement tumoral vis-a-vis du systéme immunitaire
est la présence d’une protéine appelée PD-L1 a la surface des cellules tumorales. Le PD-L1 est
reconnu par des récepteurs, PD-1 au niveau des lymphocytes T. Lorsqu’il est fixé sur son
récepteur, le PD-L1 inhibe I'activité lymphocytaire, il joue alors le role de frein du systeme
immunitaire. En revanche, si le PD-L1 n’est pas fixé sur son récepteur PD-1, les cellules
lymphocytaires T s’activent et entrainent la mort des cellules tumorales [32]. Pour bloquer la
fixation du ligand sur son récepteur, deux stratégies sont actuellement en place, les deux

consistant a bloquer l'interaction : les anticorps anti-PD-1 et anticorps anti-PD-L1 (Figure 9).
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Anticorps anti-PD-1 : Le nivolumab (Opdivo®) est un anticorps monoclonal humain de type
IgG4 qui se lie sur le récepteur PD-1 empéchant alors son interaction avec le PD-L1. Il est
actuellement indiqué dans les mélanomes, les cancers bronchiques non a petites cellules, les

carcinomes a cellules rénales et les lymphomes de Hodgkin.

Le pembrolizumab (Keytruda®) est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie également
sur le récepteur PD-1 et permet de potentialiser les réponses des cellules T. Son usage clinique
s’applique pour le mélanome, les cancers bronchiques non a petites cellules et les lymphomes

de Hodgkin.

Anticorps anti-PD-L1 : Ll’avelumab (Bavencio®) est un anticorps monoclonal humain de type

IgG1 qui se fixe sur le PD-L1 empéchant alors son effet inhibiteur sur les lymphocytes T. Il
possede également un réle dans la lyse des cellules tumorales par les NK (Natural Killer). Il est

indiqué dans la prise en charge des carcinomes a cellules de Merckel métastatiques.

Inhibition des cellules T effectrices Activation des cellules T effectrices
-— —-
Anti-PD-L1 Ab

C:l Cellule T

Cellule T
p 4

_/ Anti-PD-L1

tumorale

= Ab
% Anti-PD-1 “ A
0}6'/ ’,. Ab (00(" | ‘
% % «*  Anti-PD-1
Cellule % ‘4 © Ab Cellule

immunitaire

immunitaire Cellule

tumorale

*Ab =anticorps

Figure 9: Stratégie thérapeutique de I'inhibition de I'interaction PD-1/PD-L1 [33]

Anticorps anti-CTLA-4 : Une cible thérapeutique similaire est la protéine CTLA-4 qui est

également présente a la surface des lymphocytes T. L'ipilimumab (Yervoy®) est un anticorps
monoclonal utilisé dans le traitement du mélanome. Il cible spécifiquement le CTLA-4 en

inhibant son effet et permet I'activation des cellules T [34].
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D’autres types d’anticorps sont également utilisés pour le traitement du cancer comme le
blinatumomab (Blincyto®) [35]. Ce dernier est un anticorps bispécifique qui reconnait deux
types cellulaires différents les cellules CD19+ de la lignée B et les cellules CD3+ des
lymphocytes T. Il induit la formation d’une synapse cytolytique entre les cellules T et les
cellules tumorales en libérant des enzymes protéolytiques. Ces enzymes tuent alors les
cellules tumorales en prolifération mais aussi les cellules quiescentes. Il est actuellement

indiqué dans la prise en charge des leucémies.

L'immunothérapie anticancéreuse regroupe également toutes les stratégies de vaccins
thérapeutiques dans le but d’ « éduquer » le systeme immunitaire du patient. La vaccination
anticancéreuse permet d’augmenter la quantité de cellules T spécifiquement dirigées contre
la tumeur. En effet, le but de la vaccination vise a stimuler et a diriger le systeme immunitaire
spécifiguement contre les cellules tumorales [36]. La vaccination de novo est une approche
qui permet d’induire la production de lymphocytes T spécifique contre la tumeur. Une autre
stratégie de vaccination vise a amplifier la quantité de cellules T spécifiques a un antigene
tumoral déja présent au sein du microenvironnement tumoral. |l est également possible
d’étendre la diversité de cellules T anti-tumoral pour ainsi reconnaitre différents antigénes
tumoraux [37]. Cette approche reste cependant encore a étre mieux développée avant de

pouvoir étre accessible pour les patients.

c¢. Les biomarqueurs

Biomarqueur : caractéristique objectivement mesurable qui constitue un indicateur des
processus biologiques normaux et pathologiques ou de réponse pharmacologique a une

intervention thérapeutique (définition officielle de la NIH) [38].

Un biomarqueur peut spécifiguement renseigner sur un état pathologique et peut prendre de
nombreuses formes différentes (ADN, ARN, protéines...). Son utilisation en clinique apporte
de précieuses informations pour le diagnostic et le suivi de la progression du cancer dans
I’organisme [39]. Ces parameétres permettent de mesurer et de caractériser tout processus

physiopathologique ou physiologique.
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- Facilement accessible (non invasif) et présent dans les fluides biologiques

- Spécifique de la maladie/ organe/ localisation métastatique

- Synthétisé par la tumeur et permettre de différencier les cellules saines des cellules

cancéreuses

- Sensible (détectable le plus tot possible)

- Reproductible

- Facilement détectable par des techniques couramment utilisées

- Le reflet de I’état d’avancement du cancer et de la masse tumorale

- Garantir un bon rapport colt/efficacité

Les biomarqueurs permettent de renseigner sur le dépistage d’'une maladie, le diagnostic, le

pronostic et la surveillance. Il s’agit d’'un outil de compréhension des mécanismes de la

maladie et/ou de l'effet d’'un médicament. Le monitoring thérapeutique de médicaments

réfere au management du traitement dans I'organisme d’un point de vue pharmacocinétique

et pharmacodynamique afin d’optimiser le traitement pour un patient donné [40]. En

fonction de leur utilisation, les biomarqueurs peuvent étre classés en plusieurs catégories. Ils

peuvent étre prédictifs, pronostics, mécanistiques mais aussi informer sur le stade de la

tumeur, I'efficacité d’un traitement, la toxicité et les variations individuelles.

Biomarqueur

Catégorie Définition
P Permet de prédire I'efficacité d’un traitement sur
Prédictif .
une pathologie
Pronostic Détermination de I'évolution de la maladie

Mécanistique

Mise en évidence d’un mécanisme
physiopathologique

Différenciation des différents stades de la

Stade .
maladie
Efficacité Renseignement sur le bénéfice d’un traitement
_ Renseignement sur |'effet délétere d’un
Toxicite

médicament

Pharmacogénomique

Impact des mécanismes génétiques et variations
individuelles lors de la réponse au traitement

Tableau 3: Classification des biomarqueurs selon leur usage
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Les biomarqueurs présentent un intérét triple. Leur utilisation permet d’améliorer les
techniques de diagnostic en rendant les tests plus sensibles et spécifiques. lls permettent
également, en fonction du profil génétique/génomique du patient d’adapter au mieux le
traitement employé. Enfin, pour le développement de nouveaux médicaments, ils permettent
de différencier des sous-groupes de patients afin de stratifier une étude clinique et de mettre
en évidence l'intérét ou non d’une nouvelle molécule (figure 10). En recherche et
développement, leur utilisation permet de différencier les stades d’'une maladie, d’identifier
de nouveaux médicaments en les transformant en cible thérapeutique, mais aussi permet la
réduction du nombre d’animaux utilisés et de sélectionner les candidats médicaments en

établissant un rapport efficacité/toxicité [41].

/ Biomarqueurs \\

Amélioration des Adaptation Recherche et
techniques de du développement de
diagnostic traitement | | nouveaux médicaments
Médecine

personnalisée

Figure 10 : Réle des biomarqueurs dans la médecine personnalisée (inspiré de [42])

d. Découverte et développement de biomarqueurs

La découverte de biomarqueur est souvent conduite sur du matériel biologique. Il existe
guatre phases de développement d’un biomarqueur: la découverte, la qualification, la

vérification et la validation.

- La phase 1 constitue la phase préclinique d’exploration. Il s’agit d’explorer, sans a
priori, divers échantillons biologiques issus de donneurs sains ou malades et d’en
analyser leurs contenus. Plusieurs stratégies peuvent étre mises en place afin d’établir
une liste de candidats biomarqueurs. Dans une approche protéomique, la

spectrométrie de masse est tres souvent utilisée et permet d’analyser un trés grand
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nombre de protéines. Cette technique permet de détecter et d’identifier des protéines
d’intérét afin d’en déterminer leur structure chimique. Des investigations
supplémentaires peuvent étre menées en utilisant des techniques comme
I'immunohistochimie (IHC) et le western blot. D’autres approches utilisent également
le profil d’expression de genes basé sur 'emploi de microarrays. Cela a pour but

d’identifier de potentiels biomarqueurs et d’en prioriser les usages [43].

La phase 2 correspond a la phase de qualification des biomarqueurs identifiés. Elle
permet d’en vérifier leur intérét en clinique pour une pathologie donnée. Un essai est
alors mis en place sur une dizaine d’échantillons afin de déterminer si le ou les

biomarqueurs identifiés permettent de distinguer un sujet malade d’un sujet sain.

La phase 3 est la phase de vérification et de quantification du biomarqueur. Elle est

effectuée sur des centaines d’échantillons.

La phase 4 est I'étape de validation d’un biomarqueur. L'usage du biomarqueur est
étendu a une large population afin d’en déterminer sa spécificité et sa sensibilité par
des approches statistiques. Il s’agit ici de distinguer quatre catégories de résultats : les
faux positifs, les faux négatifs, les vrais positifs et les vrais négatifs. La sensibilité est la
capacité d’un test a donner un résultat positif lorsque celui-ci est effectivement positif.
La spécificité mesure quant a elle, la capacité d’un test a donner un résultat négatif
lorsque celui-ci est négatif. Ces deux parametres permettent d’établir une courbe ROC
(f(spécifié) = sensibilité) [44]. L'aire sous la courbe montre alors la valeur du
biomarqueur. Pour un bon biomarqueur, I'aire sous la courbe doit étre supérieure a

0,8 [45].

D’un point de vue réglementaire, le biomarqueur seul est considéré comme une entité

biologique et ne peut donc étre breveté. Le dispositif qui permet de 'identifier et de le doser

est quant a lui brevetable et entre dans la catégorie des dispositifs médicaux de diagnostic in

vitro. Ces dispositifs DMDIV permettent d’analyser des échantillons biologiques humains afin

d’informer sur I'état physiologique ou pathologique d’une personne donnée. Le DMDIV est

régi par la directive 98/79/CE et I'apposition du marquage CE est obligatoire sur le dispositif
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montrant le respect des exigences essentielles en matiere de sécurité et de performance. La
mise sur le marché passe ensuite par une déclaration du fabricant aupres des autorités de

santé (ANSM) de la commercialisation de son dispositif.

e. Tests et marqueurs compagnons

La prescription des thérapies ciblées en oncologie est basée sur la caractérisation moléculaire
de chaque patient dans le but de déterminer le traitement le plus adapté et le moins toxique.
Ainsi, plus de la moitié des thérapies ciblées autorisées disposent d’'un biomarqueur
conditionnant leur prescription dans une partie ou dans la totalité de leurs indications

autorisées.

Les plateformes de génétique ont réalisé, en 2016, environ 140 000 tests déterminant I'acces
a une thérapie ciblée et ce pour 83 000 patients. Parmi les patients testés, plus de 28 000
patients présentant un cancer du poumon ont bénéficié d’une recherche de mutation d’EGFR,
22 000 patients avec un cancer colorectal ont eu acces au test KRAS et 5 000 patients atteints

d’'un mélanome ont été testés afin de rechercher une mutation de BRAF [46].

Pourcentage de
Nombre de patients Thérapies
Pathologie Biomarqueur patients présentant une ciblées
testés altération associées
moléculaire
e .. Trastuzumab
. Amplification
Cancer du sein 10 832 19,7 % Pertuzumab
d’"HER2 .
Lapatinib
Cancer de Amplification
770 23,5% Trastuzumab
I'estomac d’'HER2
Mutations de Panitumumab
21923 43,7 % .
Cancer KRAS Cetuximab
colorectal Mutations de Panitumumab
17 814 5,2 % .
NRAS Cetuximab
Mutations de o
1218 65,5 % Imatinib
KIT
GIST -
Mutations de o
1083 15,4 % Imatinib
PDGFRA
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Gefitinib
Mutations Erlotinib
28 563 13,4 %
d’EGFR Afatinib
Cancer du Osimeritinib
poumon Translocation 15 434 3.1 9% Crizotinib
d’ALK =7 Ceritinib
Translocation .
de ROSI 17 680 1,0% Crizotinib
Vemurafenib
} Mutation de Dabrafenib
Mélanome 5583 37,2 % ] o
BRAF V600 Cobimetinib
Trametinib
Imatinib
Dasatinib
Détection de o
BCR-ABL 10 263 16,7 % Nilotinib
Bosutinib
L Lo Ponatinib
eucémies
Imatinib
Mutati Dasatinib
utations
&' ABL 1014 22,4 % Nilotinib
Bosutinib
Ponatinib
Leucémie ]

. Mutation de .
lymphoide 53 2 309 1% Idelalisib
chronique

Mutation
Ovaire somatique de 1608 12,6 % Olaparib
BRCA

Tableau 4: Nombre de recherches de marqueurs prédictifs de la réponse a une thérapie ciblée,

réalisées par les plateformes de génétique moléculaires ou les laboratoires d’oncogénétique

en 2013 [47]
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I1) Les difficultés liées au développement de nouvelles molécules a
activité antitumorale

a. Phénomene de résistance et échappement thérapeutique

La résistance aux médicaments constitue un réel probleme pour la prise en charge du cancer.
Ce mécanisme de résistance se met en place au niveau des cellules qui, initialement réceptives

aux traitements, deviennent insensibles au cours du temps [48].

Les tumeurs sont des entités dynamiques tant sur le plan génétique qu’épigénétique. Leur
évolution s’effectue sur le plan spatial, localement et a distance. Les médicaments utilisés en
cancérologie exercent une pression de sélection dans I’évolution de la tumeur. Selon le
traitement utilisé, le mécanisme de sélection differe [48] [49]. Egalement, pour un méme
médicament, il peut y avoir plusieurs types de mécanisme de résistance mis en place [50].
Dans le cas ou la quasi-totalité des cellules tumorales sont détruites par un traitement, une
niche apparait qui peut alors étre comblée de novo par I'apparition d’'un nouveau clone
cellulaire possédant des caractéristiques génétiques et phénotypiques différentes (figure
11A). Ces dernieres, devenues résistantes peuvent alors se développer pleinement. Le
traitement peut aussi, dans une autre situation, favoriser le développement de clone déja
résistants aux traitements. Ce mécanisme est potentiellement plus délétere et permet ainsi
de reconstituer la masse tumorale par des cellules résistantes. La résistance est ainsi dite
monoclonale (figure 11B). Un dernier cas de figure peut apparaitre lorsque plusieurs sous-
clones sont intrinsequement résistants aux traitements, ce mécanisme est alors dit polyclonal

[48] (figure 11C).

Certains protocoles de prise en charge réalisent une association de plusieurs anticancéreux a
action synergique afin de potentialiser leur efficacité. Du fait de la pluralité de sous-clones
existant au sein d’'une méme masse tumorale, cette stratégie présente tout autant un risque

de pression de sélection.
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Figure 11 : Mécanismes d’échappement thérapeutique A) échappement de novo B)

mécanisme de résistance monoclonale C) mécanisme de résistance polyclonale
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Dans le cas de traitements agissant au niveau du cycle cellulaire, la position dans le cycle de
division de la cellule est aussi importante. Seules les cellules en divisions actives sont sensibles
aux chimiothérapies alors que les cellules en phase GO ne le sont pas. Le phénomeéne de
résistance peut aussi se manifester par une diminution de la pénétration de la molécule dans
la cellule, une modification de la cible d’action, une conjugaison plus importante au glutathion
ou encore par un efflux de la molécule hors de la cellule. Ce dernier mécanisme met en jeu
des transporteurs au niveau de la membrane plasmique, les ABC transporteurs. Parmi ces
transporteurs, P-glycoprotein (P-gp)/ABCB1 fut le premier identifié. Sa partie
transmembranaire détermine le type de substance capable de traverser le transporteur [51].
Son spectre d’action concerne les alcaloides, les anthracyclines, les épipodophyllotoxines et

les taxanes [52].

b. Difficultés intrinseques

1. Microenvironnement tumoral
Une tumeur n’est pas uniquement constituée de cellules tumorales. Pour se développer, elle

fait appel a d’autres types cellulaires en les recrutant via l'utilisation de divers facteurs.
L'interconnexion entre ces différentes cellules crée un microenvironnement tumoral propice

a son développement (figure 12).

Cancer Stem Cell (CSC)

Cancer-Associated Fibroblast

(CAF) — Cancer Cell (CC)

Endothelial Cell (EC)

Immune
Inflammatory Cells

Pericyte (PC) (C3)
S

Local & Bone marrow-
derived Stromal Stem
& Progenitor Cells

0000

Invasive Cancer Cell

Figure 12 : Microenvironnement tumoral contenant des cellules tumorales, des cellules
souches tumorales, des cellules endothéliales, des péricytes, des fibroblastes et des cellules

immunitaires [53]
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Les cellules cancéreuses et cellules souches cancéreuses : Les cellules cancéreuses sont le

fondement méme de la pathologie. Elles sont a 'origine de la masse tumorale et de sa

croissance. Elles possédent toutes les caractéristiques déja énoncées précédemment.

Les fibroblastes : Les fibroblastes ou CAF (cancer associated fibroblast), sont associés a la

progression tumorale. Ces cellules participent en effet a I'invasion et la prolifération cellulaire
via la sécrétion de différents facteurs de croissance, cytokines, chimiokines et protéines de

dégradation de la matrice extracellulaire (MMP) [54].

Les cellules endothéliales : Ces cellules forment les vaisseaux a I'origine de la vascularisation

tumorale. Comme n’importe quel tissu, une tumeur a besoin d’un apport d’oxygene et de
nutriments pour continuer a fonctionner. De nombreux facteurs solubles sont présents dans
le microenvironnement tumoral. Le VEGF, par exemple, est grandement synthétisé par les
fibroblastes sous I'influence de IL-6 [54] corrélé a la présence des macrophages. Ce facteur de
croissance vasculaire est a I'origine du recrutement des cellules endothéliales au niveau
tumoral. Cependant, I'architecture des vaisseaux obtenus est anormale aussi bien du point de

vue structural que fonctionnel [55].

Les péricytes : Les péricytes (cellules mésenchymateuses) émettent des prolongements qui
entourent le tube d’endothélium des vaisseaux sanguins et envoient de fagcon paracrine des
signaux aux cellules endothéliales saines pour promouvoir le développement des vaisseaux

sanguins.

Les cellules immunitaires : Plusieurs types de cellules immunitaires sont retrouvées comme

les lymphocytes B et T, les cellules NK, les neutrophiles, les polynucléaires ou encore les
macrophages. Ces derniers, au sein d’'une tumeur, sont appelés TAM pour tumor-associated-

macrophage.

Les monocytes circulants sont recrutés par la tumeur grace a des cytokines, des chimiokines
et des facteurs de croissance (CCL2/MPC1, M-CSF, Angiopoietin-2...). Une fois recrutés, ces

monocytes se transforment en macrophages et se retrouvent associés a la tumeur.

L'une des propriétés des cellules cancéreuses étant I'échappement vis-a-vis du systéme
immunitaire, les TAMs sont alors altérés par la tumeur. Il en résulte deux grands types de

macrophages associés, les macrophages de type 1 (M1) et les macrophages de types 2 (M2).
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Les M1 permettent d’induire les lymphocytes T cytotoxiques (Th1) permettant I'expression
de plusieurs signaux pro-inflammatoire. En revanche, les M2 activent les lymphocytes Th2 qui
sécretent des facteurs anti-inflammatoires créant ainsi un environnement pro-cancer en

provoquant I'angiogenése, la phagocytose et le remodelage tissulaire (figure 13) [56].

s . Free flowing monocyte
= (1)
cCL2/MCP1
M-CSF
CCL3/MIP-1a
VEGF
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Angiopoietin-2
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immunostimulation , tissue remodeling, repair and
microbial, tumoricidal protumoral activities

activities

Figure 13 : Polarisation des macrophages en M1 et M2 [56]

Les cellules cancéreuses peuvent induire leur propre prolifération et leur propre survie en

boostant la différenciation des macrophages en type M2.

Les TAMs jouent aussi un role dans la promotion a distance de la tumeur autrement dit dans
les métastases dans plusieurs types de cancer [57] . Le taux d’IL6 chez les patients est
directement corrélé a une sévérité plus importante de la tumeur, de par son activité anti-
apoptotique. Ce phénomeéne peut étre relié aux TAMs qui produisent en grande quantité de
I'lL6. Enfin, la densité de TAMs présent au sein de la tumeur joue sur la survie des patients,

plus cette densité est importante, plus le pronostic est défavorable [58].

2. Hétérogénéité tumorale
L’hétérogénéité tumorale peut étre observée a différents niveaux et est causée par de

multiples facteurs. Premierement, I’'hétérogénéité s’observe au niveau cellulaire avec
I’émergence de plusieurs sous-clones issus d’'une méme cellule de départ. Les sous-clones

peuvent s’étendre et se développer de maniere linéaire ou évoluer en suivant différentes
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trajectoires. Lors d’'une mutation, si cette derniére apporte un avantage sélectif, il y a
apparition d’'une instabilité génétique et la création d’un clone. Cette nouvelle population se
multiplie de fagon séquentielle permettant I'apparition de nouveau sous-clones surpassant
les caractéristiques du premier. Cette progression est dite linéaire. En revanche, si une méme
instabilité génétique conduit a plusieurs clones cela entraine une propagation divergente et

I'apparition d’une multitude de sous-clones (figure 14).

La diversité tumorale se confirme d'un point de vue génomique, épigénétique,
transcriptomique et protéomique. L'instabilité génétique affecte la structure de I’ADN ainsi
gue les chromosomes qui peuvent alors varier en nombre. Le degré d’hétérogénéité a été
corrélé avec un fort taux de résistance aux chimiothérapies et un mauvais pronostic [59]. Le
phénotype cellulaire peut également étre influencé par des facteurs exogenes comme le pH,
I’hypoxie et les signaux paracrines des cellules environnantes. Ces facteurs peuvent moduler
la signalisation cellulaire et augmenter la pression de sélection en favorisant les sous-clones

ayant une division efficace [48].
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Figure 14: Hétérogénéité tumorale, a) apparition linéaire et séquentielle de sous-clones b)

progression divergente entrainant une pluralité de phénotype cellulaire (repris de [60])
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c. Difficultés extrinseques

Plusieurs facteurs interviennent dans I’échec du développement de nouveaux anticancéreux.
La physiologie de la tumeur ainsi que son microenvironnement influence sur la qualité des
résultats obtenus. Le profil pharmacocinétique de la molécule a tester, le choix du modeéle
préclinique, le mode d’administration ainsi que le passage en clinique sont aussi des

parameétres fondamentaux a prendre en compte.

1. La physiologie tumorale et modele d’étude in vitro
La recherche fondamentale est essentielle pour accroitre les connaissances et la

compréhension des mécanismes biologiques normaux et pathologiques. Cette évolution des
connaissances permet de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles mais
aussi d’améliorer les techniques de diagnostic. La recherche fondamentale a donc pour but de
déterminer les phénomeénes biologiques en utilisant des modéles d’étude sans finalité de
développement a proprement parler de candidat médicament. Cette recherche reste

cependant a l'origine de toute innovation thérapeutique [61].

La recherche appliquée se concentre, quant a elle, sur les applications possibles des résultats
obtenues en recherche fondamentale. Cependant, la frontiére entre les deux reste mince et

beaucoup de projets scientifiques se trouvent a cheval entre ces deux disciplines [62].

Une tumeur cancéreuse, étant une entité hétérogéne, son étude en recherche fondamentale
est compliquée. Bien qu’il existe de nombreux modeles d’études cellulaires, les observations

faites ne sont pas nécessairement reproductibles en clinique.

Le microenvironnement de la tumeur joue un role prépondérant dans le maintien et la survie
des cellules cancéreuses. Dans une tumeur solide, les cellules évoluent dans un
environnement hypoxique (0-5% de dioxygeéne) et acide influencant sur le profil d’expression
de nombreux genes. Cette hypoxie est le résultat d’une faible perfusion sanguine au sein de
la tumeur [63]. L'acidité de I'environnement tumoral est créée par le manque d’oxygene et
instaure alors un gradient de pH entre le compartiment intracellulaire et le compartiment
extracellulaire. Ce phénomeéne joue sur I'entrée dans la cellule, la rétention et 'activité de
potentiels médicaments d’autant plus que les tumeurs, faiblement irriguées en sang, sont

difficilement accessibles par des molécules thérapeutiques.
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En recherche fondamentale, les modeles d’études cellulaires n’incorporent que tres peu des
techniques de culture en hypoxie. En effet, la majorité des études cellulaires se déroulent en
condition normoxie voire en condition hyperoxie. Les résultats obtenus lors de ces études ne

sont donc pas fideles a la réalité plus complexe.

Plusieurs techniques d’études cellulaires, mimant la physiologie de la tumeur ont cependant
été développées. Le modele d’étude en trois dimensions permet d’obtenir des résultats plus
proches de la clinique. Cette technique étant fastidieuse, elle ne permet pas de générer un
grand nombre de résultats en peu de temps. L’utilisation de cellules souches cancéreuses peut
également apporter des informations supplémentaires quant au développement tumoral
comparé aux lignées cellulaires utilisées en routine. Mais ce modeéle d’étude n’est pas facile a
mettre en place du fait de la faible représentation des cellules souches au sein de la tumeur
et de la difficulté a les maintenir en culture tout en gardant leur propriété de différenciation

[64].

En cancérologie, la plupart des études précliniques conduites pour le screening de nouvelles
molécules ne prennent en compte que l'inhibition de croissance des cellules tumorales
comme point final ou objectif de recherche. L'efficacité d’un candidat médicament est
mesurée par I’habilité de la cellule cancéreuse a se diviser et a former des colonies, c’est-a-
dire que si la molécule est efficace, les cellules ne sont plus capables de se diviser. Les tests
utilisés n’incluent cependant pas la mesure des cellules dont la prolifération a diminué ou s’est

bloguée temporairement [65].

De plus, dans un souci d’obtention rapide de résultats, ce screening de candidat médicament
est optimisé sur une certaine période de temps généralement 48h. Si I'effet escompté n’est
pas observé durant ce laps de temps, la molécule est alors abandonnée. En revanche, si un
effet sur la viabilité cellulaire est obtenu la molécule est sélectionnée comme « hit ». Cette
méthode de recherche est parfois controversée car elle peut laisser de c6té de potentiels

anticancéreux ayant une cinétique d’action plus longue [63].

Beaucoup de nouvelles molécules peuvent échouer en clinique parce que le temps d’inhibition
de la cible n’a pas été suffisamment considéré. Si la force de fixation de la molécule sur sa
cible n’est que transitoire, I'effet observé in vitro I'est également. Aussi, les tests de

cytotoxicité sont réalisés avec une incubation continue de la molécule ce qui limite I'apparition
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de novo de sous-clones résistants. En effet, en clinique, le patient est exposé a la molécule
seulement sur une courte période de temps, laissant la possibilité de développer des
résistances au traitement [65]. Les concentrations des molécules utilisées sur les cultures
cellulaires sont basées sur des concentrations cliniques aux alentours du pic de concentration
plasmatique attendu mais cela ne renseigne pas sur la demi-vie de la molécule ni sur la

distribution au sein de la tumeur.

2. Les modeéles d’étude in vivo
Tout développement de nouveaux médicaments passe obligatoirement par une étape

d’expérimentation sur I'animal. La recherche préclinique vise a déterminer trois parametres
important du candidat médicament, sa pharmacologie, sa pharmacocinétique et sa

toxicité [66]:

- Les études pharmacologiques ont pour but de valider la cible thérapeutique et
le mécanisme d’action. Connaitre ces caractéristiques permet d’anticiper sur
les effets indésirables éventuels afin de positionner la molécule par rapport a
d’autres produits déja existants.

- Les études de pharmacocinétique permettent de déterminer les différentes
étapes du devenir du médicament dans I'organisme a savoir son absorption, sa
distribution, sa métabolisation et son élimination.

- Les études de toxicologie visent a déterminer si le candidat médicament
présente des effets néfastes sur I'organisme en s’intéressant spécifiguement
aux organes cibles et a la dose maximale tolérée. Ces études déterminent la
toxicité aigle, subaigué et chroniqgue mais aussi lI'impact du candidat
médicament sur la fonction de reproduction, sur la mutagenése et sur la

cancérogeneése.

L’expérimentation animale est tres réglementée notamment par la directive européenne
2010/63/EU relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques. Elle impose
d’envisager systématiquement la réduction du nombre d’animaux, le remplacement des
animaux par l'utilisation de méthodes alternatives et le raffinement, c’'est-a-dire la

minimisation de la souffrance et de la douleur animale. C’est la regle des 3R.
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Le choix du modéle animal est primordial. La différence inter-espece rend difficile
I’extrapolation des résultats en clinique. Entre les rongeurs et les lagomorphes, les espéces les
plus utilisées en recherche, I’'homologie? avec 'Homme n’est que d’approximativement 60%
[67]. De plus, beaucoup d’expérimentations sur I'animal sont tres standardisées pour limiter
toutes variations de résultats. Les animaux males sont préférentiellement choisis pour
conduire ce type d’essai pour éviter les modifications hormonales qui se déroulent chez les
femelles. Or, cette sélection de sexe introduit un biais de résultats qui ne peuvent pas étre
correctement extrapolés lors du passage en clinique [68]. Certaines espéces ne métabolisent
pas de la méme maniere que les étres humains et certaines molécules, trés bien tolérées en
études préclinique, entrainent des effets indésirables parfois graves dés le passage en phase
clinique. En effet, durant le trajet dans la circulation sanguine, la molécule peut étre
métabolisée par des enzymes, notamment au niveau hépatique qui peuvent influencer sur
I’action du médicament et son devenir dans I'organisme. Le passage de I'in vitro vers I'in vivo
est aussi problématique pour déterminer les doses d’administration sachant qu’a I'étape in
vitro le métabolisme d’un organisme entier n’est pas pris en compte. Le choix du mode
d’administration est généralement déterminé sur I’'animal. En fonction de I’espéce choisie, les
résultats peuvent étre complétement différents et la transposition a 'Homme peut étre
faussée. Il faut également prendre en considération le stress animal qui influe sur la qualité
des résultats obtenus. Egalement, les modéles animaux utilisés sont souvent
immunodéficients pour éviter le rejet de greffe de cellules tumorales humaines. Cependant,
ce modele n’est pas non plus fiable pour prédire les spécificités histologiques et I'efficacité du

candidat médicament [69].

2 [’homologie en biologie représente le lien entre deux caractéristiques (anatomique,
biologique, moléculaire...) retrouvées dans deux espéces différentes. Ces caractéristiques sont

issues d’un ancétre en commun qui les aurait transmises au cours de I’évolution.
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I1I) Nouvelles approches thérapeutiques antitumorales

a. Lavectorisation de molécules thérapeutiques
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Figure 15 : Différents types de vecteurs utilisés pour la délivrance de molécules [70]

Depuis quelques années, il existe un intérét grandissant pour ['application des
nanotechnologies dans le domaine du vivant. Les nanoparticules ont un intérét pour la
délivrance de médicament mais aussi pour le diagnostic et I'imagerie. Certains d’entres eux
sont déja utilisés en clinique (Paclitaxel aloumine NP : Abraxane®, Doxoribicine liposomale
pégylée : Caelyx®) alors que d’autres sont en développement clinique. Les vecteurs
permettent d’améliorer la pharmacocinétique et la distribution des molécules qu'ils
transportent [70]. Il existe plusieurs types de nanovecteurs classés en fonction de leur nature
chimique ou biologique (figure 15). Les vecteurs viraux sont utilisés pour le transfert d’acides
nucléiques. lls ont un haut pouvoir transfectant mais ne peuvent étre ré-administrés du fait
de leurs propriétés immunogenes. Les vecteurs non viraux, quant a eux, présentent I'avantage
de pouvoir étre ré-administrés. Il peut s’agir de lipides cationiques, de polymeéres
(polyéthyléneimine) ou encore de nanoparticules métalliques. Les lipides cationiques

possedent une téte polaire chargée positivement qui leur permet d’interagir avec les acides
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nucléiques chargés négativement pour former des lipoplexes. Le corps lipidique est lui
généralement constitué de deux chaines polycarbonés reliés par un linker a la téte cationique
[71]. La longueur de la chaine lipidique ainsi que le nombre d’insaturations jouent sur la
formation des objets. En effet, ces derniers peuvent prendre des formes différentes en
fonction de leur assemblage supramoléculaire. La forme hexagonale inverse permet de
fusionner avec les membranes plasmiques des cellules cibles. Alfonso et al en 2016 ont montré
gue des lipophosphoramidates ramifiés sur leurs chaines lipidiques induisaient la phase

hexagonale inverse [72].

D’autres approches permettent également d’améliorer leurs propriétés comme par exemple
modifier la taille et/ou la charge de surface (potentiel zéta) en fonction de la cible souhaitée.
L’ajout de polyéthyléne glycol (PEG) sur la surface joue sur la taille et la charge des particules
mais aussi sur leur capacité a traverser des barrieres biologiques comme le mucus vaginal dans

le cas d’administration locale [73].
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) Mélanome et
Combretastatin o o o .
) Combinaison de chimiothérapie carcinome
e
. et d’anti-angiogénique pulmonaire de
. . doxorubicine .
Polymere/Lipide Lewis
nanoparticules
. - . Cancer des
Paclitaxel et Combinaison de chimiothérapie .
I T ovaires
yittrium-90 et de radiothérapie i i
métastasé
o Combinaison de chimiothérapies
o Doxorubicine L . .
Dendrimeres t ADN et thérapie génique utilisant un Cancer du foie
e
plasmide codant TRAIL
Nanoparticules | Doxorubicine L o .
. Combinaison de chimiothérapies Gliome
de fer et curcumine
Nanoparticules . Combinaison de chimiothérapies | Cancer du col
, Doxorubicine , , L
d’or et d’hyperthermie de l'utérus

Tableau 6: Exemples de vecteurs non viraux pour la délivrance de molécules [74]

b. La thérapie génique dans le cancer

De plus en plus d’essais cliniques dans le domaine de la thérapie génique appliquée aux
cancers sont réalisés [75]. En effet, |la thérapie génique constitue une approche prometteuse
pour, a terme, développer des traitements plus efficaces et moins toxiques. Différentes
stratégies sont actuellement étudiées comme I'utilisation de micro-ARN (miARN), d’ARN

interférent (siARN) ou encore l'utilisation de gene dit « suicide ».

1. Les microARNs
Les miARN sont de petites séquences d’ARN double brins non codant composés de 19 a 25

nucléotides. lls régulent négativement I'expression des genes en se fixant sur leur ARN
messager. lls sont impliqués dans la régulation de nombreux mécanismes biologiques
physiologiques ou physiopathologiques (cycle cellulaire, prolifération cellulaire,
différentiation, migration et invasion) [76]. La biogenése des miARN débute par une structure
en forme d’épingle a cheveu ou miARN primaire, transcrit a partir du génome grace a I’ARN
polymérase Il (figure 16). Cette structure est ensuite clivée par le complexe Drosha et conduit

a la formation de pré-miARN. Ce dernier est alors exporté hors du noyau grace a I'exportine-
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5 GTP dépendante. Une fois dans le cytoplasme, le pré-miARN se fixe sur Dicer (endonucléase
RNase lll) et sur TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein). Le complexe ainsi
formé permet de générer un miARN simple brin mature capable d’interagir avec les séquences
3’UTR (untranslated region) des ARNm ciblent avec I'aide de RISC (RNA-induced silencing
complex) [77]. Dés que le miARN est fixé sur sa cible, il induit la dégradation ou réprime la

traduction en fonction de son appariement avec ’ARNm (parfait ou imparfait) [78].
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Figure 16: Biogenese de miARN [77]

Les miARN régulent prés de 50 a 60% des genes et ont été montré comme jouant un rdle dans
la progression tumorale. lls peuvent agir comme oncogénes ou geénes suppresseurs de
tumeurs en fonction de leur cible. Les miARN oncogéniques ciblent généralement les génes
suppresseurs de tumeurs alors que les miARN suppresseurs de tumeurs ciblent les oncogenes.
Leur expression est différent entre un tissu sain et un tissu cancéreux mais aussi en fonction
du type de cancer [78]. Un miARN peut cibler plusieurs génes et un géne peut étre ciblé par
plusieurs miARN [79]. Les miARN intracellulaires peuvent étre relargués dans la circulation

sanguine soit associés a Ago2 ou exportés dans des nanovésicules appelées exosomes. De
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nombreuses études ont montré qu’ils pouvaient étre utilisés comme potentiel biomarqueurs

pour le diagnostic, le pronostic et la réponse aux traitements [78].

Leur utilisation en thérapie reste prometteuse. Le miR-34 encapsulé dans des nanoparticules
lipidiques est testé en essai clinique de phase | dans les cancers solides et hématopoiétiques
[80]. De précédentes études utilisant le miR-34 ont démontré son potentiel effet sur des
modeéles murins de cancer du foie, de la prostate ou des poumons [81] [82] [83]. Egalement,
les miR-506 et miR-520 induisent une diminution significative de la masse tumorale dans le
cancer ovarien sur un modeéle de souris [84] [85]. L'identification de miARN d’intérét reste
cependant un challenge du fait de I’'hétérogénéité d’expression pour un méme cancer. En
effet, les états d’hypoxie et d’inflammation jouent sur la dynamique d’expression des miARN

[86].

2. Les ARN interférant
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Figure 17 : Différentes cibles potentielles des siARN [87]

Les ARN interférant ou siARN, absent chez ’'Homme, ont initialement été découverts chez

Caenorhabditis elegans. Leur mécanisme d’action est similaire au micro-ARN. Dans un
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contexte de thérapie génique, les siARN jouent le réle d’inhibiteur de I'expression des génes
[88]. lls peuvent notamment cibler I'expression de genes impliqués dans le cycle cellulaire
mais aussi dans I'angiogenése, la survie et la mort cellulaire (figure 17). lls sont également
étudiés en association pour potentialiser leur action anticancéreuse [89]. De plus, pour
améliorer la stabilité des siARN et ainsi éviter leur dégradation par des exonucléases, des
modifications peuvent leur étre apportées en remplagcant un phosphodiester par un

phosphorothioate au niveau de la partie 3’ [90].

3. Les genes suicides
Le principe des genes suicides repose sur I'introduction d’un transgéne codant une protéine

ayant des effets déléteres sur la cellule tumorale [91]. Un exemple de gene suicide en cours
d’investigation est le gene TRAIL (Tumor Necrosis Factor Related-Apoptosis-Inducing Ligand).
Il appartient a la famille des TNF (tumor necrosis factor) et code une protéine constituée d’'une
séquence de 281 acides aminés chez 'Homme. Ce dernier joue un réle majeur dans I'inducteur
de l'apoptose [92]. TRAIL est naturellement sécrétée par les cellules immunitaires et
principalement par les Natural Killers, les lymphocytes ainsi que les polynucléaires

neutrophiles et possede un role dans I'élimination des cellules tumorales [93].

Il existe 5 récepteurs a TRAIL. Deux d’entre eux sont dits fonctionnels alors que les autres sont
considérés comme leurres. Les récepteurs de mort 4 et 5 (DR4 et DR5) induisent I'apoptose
dans la cellule en activant la voie des caspases [94]. En effet, TRAIL active la voie extrinséque
de I'apoptose (figure 18), la voie intrinséque est, quant a elle, médiée par la mitochondrie
[95]. En se liant a ses récepteurs, TRAIL active le complexe DISC (Death-Inducing Signaling
Complex) qui est constitué de la caspase 8 et de FADD (Fas-Associated protein with death
domain). La caspase 8 est alors clivée et conduit a l'initiation de la cascade de caspases

inductrices de I'apoptose [96].
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Figure 18 : Activation de la voie de I'apoptose par la fixation de TRAIL sur son récepteur [96]

.

)

3

4

\

Cependant, l'utilisation de TRAIL recombinant en clinique reste décevante par rapport aux
résultats obtenus en étude préclinique [97]. Une nouvelle stratégie dans le modele du
sarcome d’Ewing est d’utiliser des cellules mésenchymateuses modifiées pour qu’elles

expriment TRAIL de fagon stable et ainsi induire 'apoptose des cellules tumorales [98].

c. Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire utilise des cellules modifiées dans le but d’exercer un réle de régulation
négative sur les cellules tumorales. L'origine de ces cellules utilisées pour cette approche
thérapeutique est variable. Il peut soit s’agir de cellules issus du patient lui-méme, modifiées
ex vivo afin d’en changer les propriétés puis réinjectées chez le méme patient, soit étre issus
d’un donneur. Le type de cellule est aussi diversifié, les cellules souches notamment
mésenchymateuses restent cependant les plus utilisées. Les iPs pour pluripotent induced cell,
sont également étudiées pour le traitement des cancers. Une étude menée en 2016 par
Sakisaka et al. a montré l'intérét d’utiliser des iPs modifiées pour produire de I'IFN-B actif

contre les métastases et les cellules cancéreuses du foie [99].
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L'utilisation la plus avancée de la thérapie cellulaire reste les CAR-T. Cette approche
thérapeutique consiste a prélever des lymphocytes T d’un patient afin de les modifier
génétiquement. La thérapie cellulaire sur les lymphocytes T est une forme d’immunothérapie.
En effet, ces derniers, une fois transformés, expriment des récepteurs de surfaces
antigéniques chimériques, les CAR. Ce sont des protéines synthétiques qui permettent aux
lymphocytes T cytotoxiques de cibler les cellules cancéreuses. Ils sont élaborés en fusionnant
un fragment variable (scFvs) reconnaissant spécifiquement un antigéne tumoral avec la partie
transmembranaire des récepteurs CD3{ des lymphocytes T. Une fois mis au point, des
plasmides codant CAR ou des ARNm CAR sont alors introduits dans les cellules T par
I'intermédiaire de vecteurs viraux. Les plus utilisés pour cette application sont les rétroviraux
et les lentivirus. D’autres approches peuvent étre utilisées comme ['électroporation par
exemple. Les lymphocytes T sont ensuite réinjectés au patient aprés multiplication ex vivo

(figure 19) [100].

De nombreux essais cliniques utilisant cette approche sont en cours. Aux Etat-Unis, Kymriah®
de Novartis a été approuvé en aolt 2017 par la FDA pour une forme trés agressive de leucémie

chez les enfants et les jeunes adultes.
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des ' ' Chimiothérapie
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Figure 19 : Principe de la thérapie a base de CAR-T [101]
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Chapitre Il : L'avenement de la médecine génomique

I) L’analyse du génome comme biomarqueur

a. Notions de génétique

L'ADN est un enchainement de nucléotides (A= adénine, T= thymidine, G= guanidine,
C=cytosine) liés entre eux par des ponts phosphodiesters. Un géne est une partie d’ADN
constitué d’'un promoteur qui contréle son expression dans le temps et dans |'espace. Il est
composé de séquence codante et non codante. Les séquences codantes permettent d’obtenir
une protéine via I’ARN messager (ARNm) alors que les séquences non codantes peuvent jouer

un role de régulation d’expression.

Les variations individuelles, ou polymorphismes génétiques, se définissent comme un
changement dans la séquence d’un géne ou d’une partie régulatrice de I’ADN. Ce changement

peut étre de plusieurs types :

- Substitution de nucléotide (changement d’une base par une autre)

- Délétion d’une partie d’un géne (perte d’un ou plusieurs nucléotides)

- Duplication du géne ou d’une partie du gene

- Insertion d’une ou plusieurs bases

- Translocation génétique (échange de matériels génétiques entre deux chromosomes

non homologues)

L’exemple de polymorphisme fréquemment rencontré est le SNP pour « single nucleotide
polymorphism » c’est-a-dire la modification ponctuelle d’un seul nucléotide au niveau de la
séquence d’ADN [102]. Cette modification peut étre soit liée a une insertion ou délétion d’'un
nucléotide, soit a une substitution d’'une base par une autre. Ces changements entrainent des
variations au sein de la population. Le polymorphisme génétique est généralement classé
selon I'impact possible sur la protéine. Si ces modifications de I'’enchainement de nucléotides
provoquent un impact délétere sur I’expression génique et, par conséquent, sur le phénotype

des cellules, il s’agit alors de mutations.
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De plus, un méme génome peut, en fonction de son environnement, s’exprimer différemment
par des phénomenes d’épigénétique. Il s’agit de modifications réversibles, transmissibles mais
n‘impliquant pas de modification de la séquence d’ADN. Plusieurs mécanismes interviennent
permettant I'expression adaptative des genes. La structure de la chromatine et son état
d’enroulement autour des histones influence sur I’expression des genes. En effet, si ’ADN est
condensé, la machinerie de la transcription ne peut pas accéder au gene et I'expression

génique est alors restreinte.

La méthylation de I’ADN sur la cytosine (5-methylcytosine) se produit la plupart du temps au
niveau des flots CpG des promoteurs de I'expression des genes. Majoritairement, ces cytosines
ne possedent pas de groupement —méthyl. Dans certains cas (physiologique ou non), une
petite proportion est cependant méthylée ce qui empéche I'expression du géne le rendant

silencieux.

b. Techniques d’analyse du génome

Le NGS pour « Next Generation Sequencing » est un terme désignant les technologies de
séquengage du génome révolutionnant la recherche en génomique. Le séquengage de ’ADN
ou de I’ARN permet de déterminer I'ordre précis des nucléotides en un temps rapide. Ce

domaine est en trés grande expansion depuis les dix dernieres années.

1. Séquencgage de Sanger
A l'origine, le séquencgage est une technique enzymatique développée par Sanger [103]. Cette

technique comporte une étape d’initiation de la polymérisation de '’ADN a partir d’une
amorce d’oligonucléotides complémentaire a une partie de la séquence d’ADN a étudier. S’en
suit une étape d’élongation avec une ADN polymérase | et l'ajout de dNTPs
(désoxynucléotides) et de ddNTPs (didéoxynucléotides). Les ddNTPs sont des terminateurs de
chaine. Leur incorporation dans la séquence du nouveau brin synthétisé entraine I'arrét de

I’élongation. Le ddNTP incorporé correspond a la base complémentaire de ’ADN a séquencer.
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2. Séquencage Illlumina
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Figure 20 : Technique de séquencage lllumina [104]

Il s’agit d’une technique de séquencage a haut débit. Des adaptateurs sont fixés de part et
d’autre de I'échantillon préalablement fractionné en morceaux. Les adaptateurs permettent
de fixer I’ADN sur la flowcell (plague d’analyse). L'amplification du brin d’ADN se fait par PCR
en pont. Cette amplification permet la création de groupes ou clusters a I'endroit ou les
fragments sont amplifiés. L'étape de séquencage se fait par |'ajout de terminateurs réversibles
marqués. Un laser induit I"’émission d’une fluorescence des terminateurs et permet de
déterminer la base ajoutée. Le cycle est répété jusqu’a ce que la séquence soit analysée (figure

20).

3. Séquencage par incorporation de proton
Le principe de ce séquencage est basé sur la détection de protons H+ relargués au cours de la

polymérisation de I’ADN. C’'est la technique la plus rapide et la plus simple pour du séquencage
haut débit. La séquence a étudier est placée dans un puits contenant des dNTPs et une ADN
polymérase. Lors de I'incorporation d’un dNTP, il y a une libération d’un ion hydrogene qui est

détecté par un capteur. Autrement dit, si le détecteur mesure un proton dans le puits, cela
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signifie que le dNTP a été incorporé dans la synthése de 'ADN. Par complémentarité, la

séquence initiale contenue dans le puits est alors déterminée.

c. La pharmacogénétique

L'effet pharmacologique d’'un médicament dépend de son profil pharmacodynamique et
pharmacocinétique. La pharmacodynamie est I’étude de I'interaction entre le médicament et
sa ou ses cible(s) d’action. La pharmacocinétique se définit, quant a elle, comme I'étude du
devenir du médicament dans I'organisme au cours du temps. Elle prend en considération les
étapes d’absorption, de distribution, de métabolisation et d’élimination du médicament. C’'est
majoritairement |'étape de métabolisation qui est a l'origine de tant de variations
interindividuelles [105]. La variabilité de réponse résulte également de I'age, du sexe et de

I’ethnie des personnes.

Le dosage sérique de médicament ainsi que I'étude pharmacocinétique (PK) et
pharmacodynamique (PD) constitue une approche intéressante pour optimiser la réponse au
traitement d’un patient. En effet, comme énoncé précédemment, la réponse au traitement
peut étre thérapeutique mais aussi sub-thérapeutique ou toxique et dépend du profil PK/PD
lui-méme dépendant des caractéristiques intrinséques au patient [106]. L’objectif est donc
d’optimiser la réponse thérapeutique afin de maintenir, a des concentrations acceptables
dans le sérum, une efficacité du traitement et une minimisation des risques toxicologiques

associés.

La pharmacogénétique est une notion introduite dans les années 1950 et permet de
déterminer quel médicament et a quelle dose donner au patient en fonction de son profil
génétique. C'est I'étude de lI'influence du génotype sur la réponse a un traitement donné. Le
dosage sérique, bien que trés informatif, ne suffit pas a lui seul a apprécier toutes les
dimensions associées aux caractéristiques propres de chaque individu. La pharmacogénétique
est généralement utilisée pour déterminer les variations génétiques des patients pour en
prédire la réponse. La présence de SNPs et de méthylation de I’ADN joue sur I'expression des
enzymes impliquées dans la métabolisation des xénobiotiques. Dans la population
générérales sont retrouvés des métaboliseurs lents, normaux ou rapides influencant sur la

durée d’action du médicament étudié (figure 21).
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Figure 21 : Détermination du profil de réponse a un médicament, individualisé, basé sur la

dimension génique du patient, inspiré de [105]

Un exemple de génotypage est la recherche de I'activité enzymatique DPD (dihydropyrimidine
deshydrogenase). La recherche d’un déficit en DPD a pour objectif de prévenir le risque de
toxicités séveres chez des patients traités par 5-fluorouracile ou par la capécitabine. Cette
enzyme permet de transformer le 5-FU en dihydro-5-FU inactif. Le génotypage DPYD est
également une facon de déterminer un déficit partiel chez les patients afin d’adapter la dose
de médicament. Il faut cependant que les tests utilisés soient suffisamment fiables pour éviter
le risque de faux positifs chez les patients qui pourraient étre traités par le 5-FU. Actuellement
le génotypage est basé sur la recherche de 4 variants ayant une faible récurrence dans la
population. En fonction du déficit, I'activité enzymatique de DPD est soit partiellement
impactée, soit quasiment impactée ou encore completement absente. Le génotypage peut
étre associé a un phénotypage de l'activité fonctionnelle de I'enzyme. Deux techniques
peuvent étre utilisées, la mesure de I'uracilémie (U) et le calcul du ratio dihydrouracile/uracile
(UH2/U). Une valeur de U supérieur a 150 ng/mL évoque un déficit complet de I'enzyme alors

que le seuil de 16 ng/mL permet de mettre en évidence un déficit partiel [107].

64



Chapitre Il : L'avenement de la médecine génomique

d. La pharmacogénomique

La pharmacogénomique utilise I'information génétique pour améliorer I'efficacité clinique de
la pharmacothérapie [108]. Il s’agit d’étudier les effets du médicament sur le génome. Cette
approche a un impact sur toutes les étapes du développement d’'un médicament, depuis la
découverte de la molécule jusqu’au développement clinique [109]. La pharmacogénomique,
individuelle, requiert de connaitre I'information génomique du patient afin d’adapter au
mieux le traitement. Son application inclut I'étude de linfluence du médicament sur
I’expression génique et le métabolisme enzymatique. Contrairement a la pharmacogénétique
qui s’intéresse aux mutations individuelles de I'individu, la pharmacogénomique étudie
I'impact du médicament sur le génome du patient (figure 22).De nombreuses techniques sont
utilisées pour analyser le génome et les situations diverses pour déterminer I'impact d’un
médicament sur les différentes populations. Son utilisation durant le développement de
nouveaux médicaments et les études cliniques permet d’améliorer I'efficacité et la sécurité de
la molécule en déterminant a prioriles sous-populations répondantes au traitement [109]. En
pratique clinique, la caractérisation de SNPs connus est déja utilisée pour déterminer si le

patient appartient au groupe des répondeurs ou des non-répondeurs pour un médicament

donné.
Mécanisme
d’action

Relation entre la variation Stratification des

Genes impligués geénetique et I'efficacité/ securite > patients par
du candidat médicament génotypage

Cible
thérapeutique

Figure 22 : Réle de la pharmacogénomique dans les études cliniques inspiré de [109]

Au cours du développement de nouvelles molécules thérapeutiques, 'utilisation des profils
de transcrits d’ARNm couplé a une base de donnée permet de déterminer la signature
pharmacogénomique d’'une molécule. Cette approche permet de prédire le potentiel effet
hépatotoxique ou cardiotoxique d’un candidat médicament afin d’éviter son passage en
études cliniques et de maitriser les colts de développement. La pharmacogénomique reste

cependant une technique colteuse et son recours doit étre suffisamment justifié.
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IT) Applications des biomarqueurs dans le cancer

L'application des biomarqueurs dans la prise en charge et le diagnostic des cancers est de plus
en plus forte dans le parcours de soin des patients. Un certain nombre de protocoles
anticancéreux prennent en compte les particularités génétiques de la tumeur afin d’adapter

au mieux le traitement.

a. Applications courantes de biomarqueurs

1. Le cancer du sein
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme a travers le monde. Il existe

plusieurs types de cancer du sein :

- Les cancers du sein hormonosensibles ; ce sont les cancers les plus fréquents. lls
possedent des récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone. Ces cancers sont
également appelé luminal car ils sont issus du développement anormal de cellules
épithéliales de la lumiere des canaux ou des lobules du sein. Ce type de cancer est lui-
méme subdivisé en deux groupes A et B. Le groupe A est de bon pronostic et ne
nécessite pas de chimiothérapie. Ce dernier est plus riche en récepteurs hormonaux
gue le groupe B de moins bon pronostic et qui possede des risques tardifs de
métastases. Il existe sur le marché un test de diagnostic non invasif du cancer de sein
au stade précoce, 'Oncotype DX® (Genomic Health®). Il s’agit d’un test multigénique,
il analyse de maniére individuelle I'activité de 21 genes dans le tissu tumoral. Ce test
peut étre un indicateur concernant les possibles récidives de la patiente au cours des
10 prochaines années mais aussi sur la probabilité de réponse aux chimiothérapies. Un
autre test, Endopredict® commercialisé par Myriads Genetics, est un test multigénique
de deuxiéme génération. |l permet d’estimer la probabilité de métastases tardives
pour guider les décisions thérapeutiques apres une résection tumorale. D’autre tests,
comme MammaPrint®, BluePrint® (Agendia®) permettent de déterminer les risques
de récidives en fonction de sous-types. Toutefois, un dernier rapport de la HAS datant
du 9 janvier 2019 a jugé ces tests comme possédant un service attendu insuffisant et
ne préconise pas en routine I'utilisation de signatures génomiques dans le cancer du

sein et ce a un stade précoce de la pathologie [110].
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Les cancers de type HER2+ qui représentent environ 20% des cancers du sein peuvent
étre traités par des anticorps anti-HER2 comme le trastuzumab (Herceptin®), le
pertuzumab (Perjeta®) et par des inhibiteurs de tyrosine kinase comme le lapatinib
(Tyverb®), I'afatinib (Giotrif®) ([111]. Des tests de diagnostic permettent de dresser le
profil moléculaire de la tumeur. Dans ce cas, le terme de « test compagnon » est utilisé
et permet de sélectionner les patients les plus susceptibles de répondre a un
traitement en fonction de leur statut de biomarqueur prédictif. En effet, la prescription
de ces molécules est conditionnée par le nombre de copie HER2 présent dans les
cellules tumorales. HER2 est une protéine codée par le gene HER2 (chromosome 17).
Lors d’'une amplification du nombre de génes dans la cellule, la protéine est
surexprimée. Cette derniere est impliquée dans plusieurs voies de signalisation et
entraine I'activation de Ras et de PI3K eux méme impliquées dans la progression du
cycle cellulaire, la prolifération et les métastases (figure 23) [112]. Afin de caractériser
cette amplification, une analyse immunohistochimique est réalisée aprés exérese
tumorale afin de déterminer un score HER2 compris entre 0 et 3+. Si le score est 2+,
une technique FISH (Fluorescence In Situ Hybridation) est alors utilisée. Une
dénaturation de I’ADN permet a une sonde marquée, spécifique d’une partie du géne
HER2, de s’hybrider par complémentarité. La révélation est faite par un fluorophore
propre a chaque sonde. Une deuxieme sonde qui se fixe sur le centrosome du
chromosome 17 permet de différencier une augmentation du nombre de chromosome
d’une amplification du géne HER2. Un ratio peut alors étre déterminé et un score établi
qui conditionne la prise d’anti-HER2. Si le résultat est HER2 positif (ratio > ou =a 3), le

traitement est instauré. L'amplification de ce géne est associée a un mauvais pronostic.

Les cancers dits triples négatifs ne comportent aucune expression de récepteurs
hormonaux ni d’"HER2. lls sont de mauvais pronostic et ne sont donc éligibles a une
hormonothérapie ni aux anti-HER2 [113]. L’atezolizumab, le pembrolizumab, des anti-
PDL1, ont montré un certain intérét pour ce type de cancer du sein [114] [115].
Egalement, le tremelimumab et l'ipilimumab, deux anti CTLA-4 peuvent également

étre utilisés pour cette indication [116].
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Figure 23 : Voie de signalisation de HER2 et principaux traitements de biothérapies [112]

2. Le cancer ovarien et BRCA
Une mutation de BRCA peut étre retrouvée dans les cancers du seins mais aussi dans les

cancers ovariens. Lorsque I'adénocarcinome ovarien est associé a une mutation au niveau des
génes BRCA1 ou BRCA2 (25% des cas), I'olaparib, inhibiteur de PARP, associé aux sels de
platine peut étre utilisé [117]. PARP (poly(ADP-ribose) polymérase) est une enzyme qui agit
lors d’'une cassure simple brin de 'ADN. Cette derniére, une fois fixé sur I’ADN, recrute
plusieurs protéines pour permettre la réparation de I'anomalie. Si la cassure simple brin n’est
pas réparée, une cassure double brin peut apparaitre. Dans ce cas, la réparation des cassures
double brin peut se faire soit par recombinaison homologue (HR), systéme tres fiable avec peu
d’erreurs, soit par recombinaison non-homologue (NHEJ) moins fiable. En cas de mutation de
BRCA, seul le systeme NHEJ est actif [118]. Les inhibiteurs de PARP entrainent une
accumulation de cassures double brin dans les cellules tumorales. Si le systeme HR n’est pas
fonctionnel, le systeme NHEJ induit, par erreurs successives, une instabilité génomique a
I'origine de la mort cellulaire [119]. De plus, I'interaction PARP/ADN est réversible. Lors de la

fixation d’un inhibiteur PARP, I'interaction PARP/ADN devient irréversible empéchant toute
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réparation de ’ADN mais aussi tous les mécanismes de transcription et de réplication (figure

24) [120].
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Figure 24 : Mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP (inspiré de [120])

3. KRAS et le cancer colorectal

Un autre protocole de thérapie ciblée ou la mutation d’un gene conditionne le traitement est

le cancer colorectal. Le choix du traitement est basé sur la détection d’une mutation au niveau

du gene KRAS. La protéine Ras joue un réle majeur dans la transduction du signal du récepteur

a 'EGF (Epidermal Growth Factor). Lors de la fixation du ligand sur son récepteur, une cascade

d’activation, incluant Ras, permet d’induire un signal de prolifération cellulaire (figure 25).

L'une des stratégies utilisées dans le cancer colorectal consiste a utiliser un inhibiteur de I'EGF

récepteur, le cétuximab (Erbitux®), afin d’empécher le signal de prolifération [121]. Dans

certains cas de cancer, la protéine Ras est constitutionnellement active du fait d’'une mutation

au niveau de KRAS et cela indépendamment du signal transmit par le récepteur. Dans cette

configuration, le cétuximab ne présente plus d’intérét thérapeutique et son action ne permet

plus d’inhiber la transmission du signal de prolifération cellulaire.
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Figure 25 : Réle de la protéine Ras dans la transduction du signal par I'EGF récepteur [122]

4. Les enzymes du métabolisme
Les SNPs influencent également le traitement. De nombreuses études ont montré par le passé

I'impact des SNPs sur les génes codants pour des enzymes impliquées dans le métabolisme
des médicaments [123]. Ces enzymes ont une influence sur I'efficacité et la toxicité du
médicament prescrit. Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes appartenant a la super
famille des hémoprotéines et existent sous différentes formes. Elles possedent un role majeur
dans l'oxydation de nombreuses molécules au niveau hépatique mais aussi au niveau
intestinal, pulmonaire et rénal. Le polymorphisme de certains cytochromes impacte
directement leur activité enzymatique et, par conséquent, le métabolisme des xénobiotiques.
Parmi cela, le CYP3A4 est impliqué dans I'oxydation d’une molécule utilisée en cancérologie,
le docétaxel [124]. L'adaptation de la dose pour ce traitement est nécessaire afin de maitriser

au mieux les effets pharmacologiques tout en réduisant la toxicité de la molécule.

D’autres enzymes peuvent aussi avoir une influence sur la réponse au traitement comme
'UGT1A1 ou UDP-glycosyltransferase 1 polypeptide Al responsable de la glucorono-
conjugaison. Lorsqu’une une mutation au niveau du promoteur du géne se produit, I'activité

enzymatique est diminuée. L'UGT1Al est responsable de la glucorono-conjugaison de

70



Chapitre Il : L'avenement de la médecine génomique

I'irinotécan utilisé dans le cancer colorectal. La mutation du géne entraine une toxicité plus

importante pour cette molécule.

La méthylation du promoteur du gene MGMT (méthyle guanine méthyl transférase) intervient

dans le métabolisme des médicaments alkylants comme le temozolomide ou la lomustine. En

cas d’hyperméthylation du promoteur, le géne MGMT est sous exprimé, les médicaments

alkylants ne sont plus inactivés et induisent une toxicité importante.

Biomarqueurs Applications Techniques
Mélanome, prescription de
BRAF vemurafenib, dabrafenib, PCR
cobimetinib ou trametinib
Cancer du sein pour la
CA 15-3 Dosage des anticorps CA 15-3
réponse au traitement
ELISA
Cancer colorectale, prédictif
CD 44 PCR
de la réponse au traitement
ICH
Leucémie myéloide Myélogramme
BCR-ABL chronique, prescription Caryotype
d’imatinib ou nilotinib PCR temps réel
CYP3A4 Réponse au docétaxel PCR
Cancer pulmonaire, réponse
ERCC1 ICH
au cisplatine
Cancer du sein et gastrique,
HER2 FISH
prescription du trastuzimab
Cancer colorectal
métastatique, prescription du
KRAS/NRAS PCR
cetuximab et du
panitumumab
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d’idelalisib

Polymorphisme du

DPYD

Réponse au traitement 5-

fluouracyle

Dosage du dihydrouracile et de

I'uracile plasmatique

Polymorphisme TPMT
(thiopurine

methyltransferase)

Réponse au thiopurine

PCR relative
DHPLC
RFLP

PSA (antigene

spécifique prostatique)

Cancer de la prostate

Dosage sérique

RET gene Cancer médullaire thyroidien PCR
Translocation EML4 Cancer du poumon non a RT-qPCR
ALK petites cellules FISH
UGT1A1 Réponse a l'irinotécan PCR temps réel

Tableau 7 : Liste non exhaustives de biomarqueurs utilisés en clinique pour le diagnostic et

b. Biomarqueurs en cours d’étude

I"adaptation au traitement en oncologie

D’autres types de biomarqueurs sont actuellement étudiés. Parmi eux, les cellules tumorales

et ADN tumoral circulant, les microARNs ou encore les exosomes sont des biomarqueurs

prometteurs pour le diagnostic, le suivi et 'adaptation du traitement. lls présentent I'avantage

d’étre facilement accessibles. En effet, ces derniers sont retrouvés dans le sang mais aussi

dans l'urine et la salive [125].

1. Les cellules tumorales circulantes
Les cellules tumorales circulantes sont des cellules tumorales détachées de la masse primaire

tumorale et qui peuvent étre retrouvées dans le sang périphérique des patients [126]. Leur
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migration est effectuée par extravasation mettant en jeu le phénomeéne de transition
épithélio-mésenchymateuse a l'origine de la promotion a distance de la tumeur [127]. Ces
cellules fournissent des informations quantitatives mais aussi qualitatives sur le profil
génomique, transcriptomique et protéomique. Par conséquent, elles peuvent avoir un intérét
potentiel dans le diagnostic, le pronostic et la réponse aux traitements [128]. La culture ex
vivo de telles cellules pourrait également servir de modele d’étude personnalisé pour la

décision thérapeutique [129].

2. L’ADN tumoral circulant
C’est en 1948 que la notion d’ADN circulant est introduite [130]. Une tumeur, une fois

présente dans |'organisme, déverse dans le sang de I’ADN tumoral circulant (ADNtc). Ces
derniers représentent de bons biomarqueurs de par leur accessibilité. lls permettent de
renseigner sur la nature du cancer, le stade d’avancement ainsi que sur le traitement le plus
adapté [131]. LADN tumoral circulant est un ADN simple ou double brin trés fragmenté de
I'ordre de 170 paires de bases [132]. Des études ont montré que I'ADNtc possede les
caractéristiques moléculaires de la tumeur a laquelle il est associé comme les mutations, les
méthylations ou encore les séquences virales [133]. Le mécanisme par lequel I’ADNtc est
retrouvé dans la circulation sanguin est lié a I'apoptose et a la nécrose des cellules tumorales
[134]. La plupart des études se concentrent sur ’ADNtc dans le sang mais d’autres suggerent
leur présence dans l'urine, le liquide cérébrospinal et la salive [135] [136] [137]. La quantité
d’ADN tumoral circulant est variable selon le type de cancer, le niveau de vascularisation de
la tumeur et le stade de progression tumoral [138]. Afin de détecter au mieux sa présence, il
est nécessaire d’utiliser des méthodes sensibles. La PCR digitale est une technique qui se base
sur une dilution limite de I’échantillon en microgouttelettes. Il en résulte I'obtention d’'un
fragment d’ADN et de sondes fluorescentes par gouttelette. Une PCR est alors effectuée, les
microgouttelettes fluorescentes sont comptabilisées pour permettre de mettre en évidence

une anomalie génétique [139].

3. Les microARNs
Les miRs sont retrouvés dans de nombreux fluides biologiques comme le sang, l'urine, le

liquide céphalorachidien ou la salive [140]. lls remplissent de nombreuses fonctions en
régulant la surveillance immunitaire, la prolifération cellulaire, I'apoptose, I'angiogenese,

I'invasion tissulaire et la stabilité génomique et métabolique des cellules. Plusieurs études ont
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montré que les miRs étaient dérégulés dans le cancer [77] [79]. Par exemple, miR-21 est

surexprimé dans de nombreux cancers et joue un réle dans la régulation du cycle cellulaire

[141]. Le profil d’expression des miRs peut permettre d’établir la signature moléculaire de la

tumeur. lls peuvent, par conséquent, étre utilisés comme biomarqueurs diagnostic et

pronostic du cancer.

Type de cancer

MicroARN

Cancer du sein

miR-195 et let-7a; miR-21, miR-106a, miR-126, miR-155, miR-199a
et miR-335

Cancer gastrique

miR-17-5p, miR-21, miR-106a, miR-106b, let-7a; miR-1, miR-20a,
miR-27a, miR-34 et miR-423-5p

Leucémie

miR-92a/miR-638; miR-29a, miR-181a et miR -221

Cancer des poumons

miR-25, miR-223, miR-30e-3p, let-7f, miR-21, miR-126, miR-210 et
miR-486-5p

Cancer ovarien

miR-21, miR-92, miR-93, miR-126, miR-29a; miR-155, miR-127 et
miR-99b

Cancer pancréatique

miR-21, miR-210, miR-155, and miR-196a

Cancer de la prostate

miR-141

Tableau 8 : Exemples de micro-ARN biomarqueur pour le diagnostic, le pronostic et le suivi de

différents cancers [142]
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4. Les exosomes
Le microenvironnement tumoral est complexe et composé de cellules qui communiquent

entre elles par I'intermédiaire de nanovésicules appelés exosomes [143]. Ces dernieres, d’une
taille comprise entre 30 et 100 nm de diameétre sont sécrétées dans I’environnement tumoral
par les cellules et jouent un role clé dans les échanges moléculaires. lls contiennent des acides
nucléiques et des protéines qu’ils protegent de la dégradation par des enzymes
extracellulaires [144]. Les exosomes agissent comme des messagers multimoléculaires
agissant de facon autocrine ou paracrine [145]. La biogenese des exosomes implique la
machinerie ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) qui est une association
de quatre complexes protéiques (ESCRT-0 a —lIl) [146]. ESCRT a pour réle majeur de cibler les
protéines mono-ubiquitinylées pour la dégradation lysosomale [147]. De récentes études ont
également suggéré qu’il existait une biogenése indépendamment de ESCRT. En effet, d’autres
mécanismes impliquant des lipides, des tétraspanines ou des protéines heat shock

interviennent dans la formation d’exosomes [148] (figure 26).
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Figure 26: Machinerie intracellulaire de la biogenése et de la sécrétion des exosomes [146]

Les exosomes sont des vésicules extracellulaires. Pour étre relarguées de la cellule, il doit y
avoir une fusion avec la membrane de I'exosome et la membrane plasmique. De ce fait, la

structure membranaire exosomale est similaire a la membrane plasmique et contient du
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cholestérol, des céramides et des sphingolipides. Il existe des marqueurs spécifiques des

exosomes comme les tétraspanines CD9, CD63 et CD81 utilisés pour les identifier.

Egalement, les exosomes sont le reflet de la signature moléculaire de la cellule productrice
[149]. Ces vésicules peuvent promouvoir, a distance, la croissance tumorale, I'angiogenése, le
remodelage de la matrice extracellulaire et peuvent établir une niche pré-métastatique ou
supprimer la réponse du systéme immunitaire [150]. Les exosomes sont sécrétés par une
variété de cellules incluant les cellules tumorales. La communication, au sein du
microenvironnement tumoral, n’est pas unidirectionnelle, les cellules non cancéreuses

peuvent également sécréter des exosomes qui sont ensuite captés par les cellules tumorales

(figure 27).
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Figure 27: Rble potentiel des exosomes dans la communication cellulaire, exemple du

microenvironnement cellulaire dans le cancer des corticosurrénales [78]

De précédentes études ont montré que les exosomes circulant dans les fluides biologiques
comme le sérum, étaient estimés a 3.10° exosomes par mL [76]. Cependant, la quantité
sécrétée par les cellules dépend du type cellulaire et de son caractére pathologique. En effet,
les tumeurs solides produisent et sécrétent bien plus d’exosomes que les cellules non
cancéreuses. De ce fait, le dosage des exosomes dans le sérum peut étre un bon révélateur de

la progression tumorale. lls constituent alors de bons biomarqueurs non-invasifs pouvant étre
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utilisés pour le diagnostic et le pronostic du cancer [151]. Par exemple, une étude de 2009 a
reporté que les exosomes CD63+ étaient significativement augmentés dans le plasma des
patients atteints de mélanome [152]. Une autre étude a montré que I'EGFRvIII (epidermal
growth factor receptor vlll) était contenu dans les exosomes de 7 patients atteints de
glioblastomes sur 25 et pourrait donner des informations sur le type de tumeurs [153]. Les
microARNs présents a l'intérieur de ces nanovésicules peuvent également informer sur les
caractéristiques des tumeurs. En effet, Tanaka et al. ont montré que les exosomes contenant
le miR-21 permettaient de faire la distinction entre un patient atteint de carcinome
cesophagien et un patient avec une tumeur bénigne. De plus, le miR-21 est corrélé a la

progression et I'agressivité de la tumeur [154].
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I11) Etude clinique conduite par biomarqueurs

L'investissement financier des études cliniques pour le développement de nouveaux
médicaments ne cesse d’augmenter ces derniéres années. Cependant, comme énoncé
précédemment, le nombre de nouveaux médicaments mis sur le marché a diminué. Revoir la

conception des études cliniques semble plus que nécessaire.

a. Le coiit des études cliniques

Selon le code de la santé publique, un essai clinique d’'un médicament est un « Essai [...] visant
a déterminer ou a confirmer leurs effets cliniques, pharmacologiques et
pharmacodynamiques ou a mettre en évidence tout effet indésirable, ou a en étudier
I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'élimination, dans le but de s'assurer de leur
innocuité ou de leur efficacité » (Article R1121-1). Les études cliniques permettent d’apporter
de lI'information médicale aussi bien dans le domaine du diagnostic, de la prévention et des
conditions de vie. Ces études sont faites sur I’humain contrairement aux études précliniques

faites sur I’animal.

Enquéte 2014 - 563 études
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Figure 28: Répartition du nombre d’études cliniques en France par aire thérapeutique (toutes

phases confondues) [155]
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En France, I'oncologie représente 38% des essais cliniques soit 213 essais sur les 563 études
effectuées en 2014 [155]. De nombreux médicaments de cancérologie sont ainsi en cours de

développement ; cette aire thérapeutique est trés actif (figure 28).

Le marché des études cliniques est trés dynamique et innovant ce qui conduit au
développement de nouveaux médicaments. Le marché global est estimé, en 2016, a 59
milliards de dollars. D’ici 'année 2025, il aura atteint 65,2 milliards de dollars avec un CAGR

(compound annual growth rate = taux de croissance annuel moyen) de 5,7% [156].
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Figure 29: Prix des études cliniques (millions de dollars) en 2016 par aire thérapeutique et par

phase (aux Etats-Unis) [157]

Le colt des études a augmenté durant les dernieres années. En réalité les tests cliniques
représentent une part énorme dans le développement des nouveaux médicaments. Mettre
sur le marché un nouveau médicament entraine un co(t total compris entre 2 et 3 milliards
de dollars. L'augmentation du colt est en corrélation avec la complexité des protocoles
d’études cliniques et la génération de nombreuses données cliniques surtout durant la phase
lll. En effet, la plupart des études de phase Il sont randomisés et multicentriques générant un

grand nombre de données cliniques. Ce nombre croissant de données augmente
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significativement le temps de I’étude. En 2016, la phase la plus colteuse était la phase Il pour
283,4 millions de dollars représentant 56,3% du co(it global d’une étude. La phase I, quant a

elle colte 176,3 million de dollars et la phase |, 43,7 millions de dollars (figure 29).

En 2017, de nombreux candidats médicaments en oncologie n’ont pas été mis sur le marché.
Dans le tableau 3, les causes d’arrét des études cliniques sont majoritairement dues a un
mangque de résultats escomptés ou encore a la mise en évidence d’un risque majeur encouru
par les participants. Les études cliniques constituent I'étape critique du développement de
nouveaux médicaments. Une étude menée en 2016 par Hwang et Al. sur 640 nouvelles
molécules montre que 344 soit 54% n’ont pas dépassé le stade des études cliniques. Les
principales causes d’échec sont a 57% par manque d’efficacité et a 17% pour des problémes
de sécurité liés a leur utilisation [158]. Les raisons commerciales constituent également une
autre cause d’échec dans le développement de nouveaux médicaments méme si, le manque
d’efficacité reste cependant le facteur majeur conditionnant le futur d’une nouvelle molécule

testée [159].

C’est plus particulierement durant la phase Ill, ou le nombre de patients inclus est beaucoup
plus conséquent, qu’est réellement mis en évidence la sécurité et I'efficacité d’un candidat
médicament. C’'est également a cette étape que la plupart des études cliniques échouent
[158]. Ens’intéressant plus particulierement a la classe des anticancéreux, la méme tendance
d’échec peut étre observée. La plupart des études de phase lll, généralement comparées a
un placebo ou un médicament de référence, ne mettent en évidence que de faible différence
[160]. En 2012, Gan et Al. montrent que 62% des études de phase Ill en oncologie
n’aboutissent pas sur des résultats statistiquement significatifs [161]. La plupart des échecs
se produisant dans les dernieres phases du développement clinique, cela entraine une forte
perte de chance pour les patients mais aussi une perte financiére considérable sachant que
le développement d’un seul médicament représente environ 2,6 milliards de dollars [69] [162]

[163].
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. . — I
Molécule Compagnie Indication , ¢ asse. Causes
thérapeutique
. Thérapie génique Mort de trois
Ziopharm ) . .
Ad-RTS-hlL-12 Oncolo Glioblastome virale pour le patients durant
8y controle de I'lL12 la phase |
Cellules cancéreuses R
. Arrét en phase
allogéniques Il apres des
Algenpantucel NewLink Cancer du génétiquement , P
. . e s résultats de
-L Genetics pancréas modifiées pour .
exprimer I'enzyme survie non
murine a-GT significatifs
Bivalent SMAC .
. . Pas de réponse
Tetralogic mimétique (second . .
L Syndrome ) ) apres 4 mois de
Birinapant Pharmaceu- , . mitochondrial .
. myélodysplasique . traitement en
ticals activator of
phase Il
caspases)
Arrét en phase
Tokai Antagoniste des Il lors de la
Cancerdela , .
Galeterone Pharmaceu- L . récepteurs aux comparaison
. prostate résistant . .
ticals androgénes avec Xtandi®
(enzalutamide)
L Mort d’
.. CAR-T thérapie _or d'un
Leucémie . patient durant
Juno lympho-blastique (antigene la phase
JCARO14 . ymp a chimérique des , P .
Therapeutics | et lymphome non , d’augmentation
.. récepteurs des
Hodgkinien de la dose
cellules T)
(phase 1)
Mort de cing
Juno Leucemie Antigene chimérique patients
JCAROLS Therapeutics Iymphathue de CD19 d (Inedeme
aigue cérébrale en
phase Il
Gilead Leucémie Effets
Idelalisib . lymphatique Inhibiteur de la PI3K indésirables
Sciences .
chronique trop nombreux

Tableau 5 : Liste de candidats médicaments ayant échoué pour une certaine indication

thérapeutique en essai clinique en 2017 [164]

b. Probabilité de réussite des études cliniques

La plupart des études cliniques sont randomisées et cette répartition aléatoire des patients

est rarement bénéfique a la réussite d’une étude. En effet, il a été précédemment montré que

le taux de réponse positive pour un anticancéreux n’est que de 5%. En revanche, si
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I'assignation est définie en fonction de biomarqueurs spécifiqgues comme une altération
génétique déterminée, le taux de réponse positive augmente de 20 a 30 % [165]. Les
biomarqueurs permettent de stratifier les patients selon des critéres génétiques et/ou

biologiques et ainsi de prédire plus facilement leur réponse aux traitements.

D’aprés Hayashi K et al., la probabilité de réussite a la phase | et donc de passage vers la phase
Il est de 74,1% pour les études non menées avec biomarqueurs et de 90,4% pour les études
prenant en compte I'utilisation de biomarqueurs [166]. La réussite a la phase Il n’est que de
47,3% pour les études sans biomarqueurs alors que pour les études avec biomarqueurs, la
réussite augmente a 69%. Enfin, le succes des études de phase Il pour des études sans
biomarqueurs est de 51,4% et augmente a 85,0% pour les études conduites avec
biomarqueurs (figure 30). Cette observation confirme bien que le taux d’échec est d’une part
plus important pendant la phase Il du développement clinique mais que |'utilisation de
biomarqueurs permet d’améliorer grandement la qualité des résultats obtenus et ainsi les

chances de mise sur le marché de nouvelles molécules anticancéreuses.
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Figure 30 : Probabilité de passage a la phase supérieure lors du développement

d’anticancéreux [166]
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Le développement efficace de nouvelles molécules doit également s’appuyer sur des données
précliniques suffisamment robustes pour éviter tout biais [69]. Des études ont montré la
faible reproductibilité des études précliniques [167] [168]. Seules 11 a 25% de ces études
peuvent étre reproduites. Ce souci de reproductibilité des résultats est problématique lors du
passage en clinique. Les modeles d’études précliniques doivent eux aussi étre améliorés pour

éviter ce genre de biais (cf Chap I, I1)).

c. Conduite des études cliniques prenant en compte des biomarqueurs

Les essais cliniques sont menés sur un échantillon sélectionné de patients afin d’en minimiser
les biais de mesure. Cependant, la population sélectionnée reste globalement différente de la
population finale utilisatrice. La connaissance de la pharmacogénétique et de la
pharmacogénomique permet d’améliorer significativement la réussite d’'une étude clinique
en stratifiant les groupes de patients de facon homogeéne dans une optique d’individualisation

et de personnalisation du traitement (figure 31).

La mise en place d’un nouveau design pour les essais cliniques est nécessaire pour prendre en
compte le développement et la validation de biomarqueurs dans une approche de thérapie
personnalisée. Le développement parallele d’'un médicament et d’un biomarqueur
compagnon semble étre une stratégie prometteuse. La population cible doit étre sélectionnée
en fonction de ses caractéristiques propres. Cela permettrait de s’assurer que les résultats
obtenus durant la phase d’étude clinique sont transposables dans la pratique courante. Le
développement concomitant de biomarqueurs et de médicaments permet de limiter les

chances de faire des conclusions erronées lors des études clinique [169].
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Figure 31 : Design des études cliniques basé sur I’utilisation de biomarqueurs (inspiré de

[169])

La prise en compte précoce de biomarqueurs dans le design des études cliniques est
généralement utilisée pour une seule cible thérapeutique dans une pathologie donnée [170].
Un exemple d’une étude supplémentée par un biomarqueur est |’étude sur le trastuzumab
dans le cancer du sein en 2001 [171]. Cette étude a permis de démontrer |'efficacité et la
sécurité de cette molécule chez des femmes atteintes d’un cancer du sein HER2 positive. Un
autre exemple est I’étude SHIVA qui avait pour but de comparer une étude de thérapie ciblée
avec et sans biomarqueurs [172]. Les résultats obtenus suggérent que |'utilisation de thérapie
ciblée, en dehors de leur indication en fonction de biomarqueur, n"améliore pas la survie sans
progression des patients [173]. L’avancement rapide des connaissances moléculaires du
cancer et des technologies associées, notamment le génotypage comme biomarqueur, doit
étre associé dans la construction des études cliniques afin de mieux évaluer les thérapies
ciblées innovantes. Il y a cependant nécessité d’améliorer les seuils de sélection des patients

par des biomarqueurs positifs ou des biomarqueurs négatifs d’inclusion dans une étude [174].
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V) L’application de la médecine génomique

a. Plan France médecine génomique 2025

Depuis 2015, apres un appel a projet lancé par le premier ministre de I'’époque, Manuel Valls,
Aviesan (Alliance nationale pour les sciences de la vie et de la santé) pilote un plan prospectif
de mise en place du diagnostic génétique en France [175]. Ce plan prend en compte les
évolutions technologiques allant du séquencage du génome au stockage des données
obtenues sous forme numérique. L'un des objectifs majeurs de ce plan est de placer la France
en téte des pays engagés dans la médecine de précision avec un savoir-faire propre et une
capacité d’exportation internationale. Ce plan vise aussi a intégrer, dans le parcours de soin
et la prise en charge des patients, la médecine génomique. Cette médecine individualisée doit
également pouvoir étre une source d’innovations scientifiques afin de créer une dynamique

dans de nombreux domaines associés.
La médecine génomique possede, en effet, quatre enjeux majeurs :

- Le premier est un enjeu de santé publique. L'approche individuelle de la médecine
génomique joue un rbéle majeur chez les patients atteint d’'une maladie génétique
comme le cancer. Cette derniére influence sur la prise en charge et le parcours de soin
des patients. A terme du plan médecine France Génomique, il est attendu que
I’ensemble des patients, quelque que soit leur pathologie, pourra bénéficier de cette

approche clinique pour une amélioration de la qualité des soins.

- Le deuxieme enjeu de ce plan est un enjeu scientifique et clinique. Le but ici est de
permettre le renforcement entre I'exploration d’'une molécule au niveau de la
recherche et son application en clinique pour le bénéfice du patient. La recherche
translationnelle joue le lien entre la recherche fondamentale et la recherche clinique.
Le patient est alors considéré dans sa réalité complexe et unigue mais aussi comme
appartenant a un groupe de malade. Cette recherche se fait a proximité du patient afin
de faciliter les échanges bidirectionnels entre les deux parties. Cette méthode de

recherche permet I'identification plus rapide de cibles thérapeutiques potentielles, de
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marqueurs diagnostic ou pronostic [176]. Ce concept est relativement récent, il est
apparu au cours des 20 dernieres années dans un souci de rendre plus accessible les
découvertes effectuées durant Ila recherche fondamentale. La recherche
translationnelle représente un continuum entre les soins donnés au patient et la
recherche pour faire bénéficier les patients, le plus rapidement possible, des

découvertes les plus innovantes.

Le troisieme enjeu, celui du développement technologique est aussi important.
L’analyse génomique conduit a une génération massive de données qu’il est nécessaire
de stocker, de gérer mais aussi d’analyser et de sécuriser. Ces données doivent étre
facilement accessibles, fournir des informations génétiques mais aussi clinique tout en

garantissant la confidentialité des patients.

Le dernier enjeu est I'aspect économique de la médecine individualisée. Ce dernier
constitue un enjeu de taille en terme de co(it pour le systeme de santé Francais tout
en permettant I'’émergence de nouvelle filiere industrielle. Il s’agit d’améliorer la prise
en charge thérapeutique en permettant la prescription de traitements plus adaptés
au patient et ainsi de limiter I'accés aux thérapies coliteuses aux seuls patients

répondeurs.
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Figure 32: Les plateformes de France génomique [177]

L'infrastructure « France génomique », créée en 2010, a pour but d’optimiser et de renforcer
le domaine de la génomique a haut débit et I'analyse bioinformatique associée afin de
maintenir la France a un haut niveau dans le séquencage (figure 32) [177]. Plusieurs types de
plateformes sont présents sur le territoire frangais. Les plateformes nationales situées a
I'Institut de génomique du CEA d’Evry sont des plateformes de séquencage, de génotypage et
de bio-informatique. Les plateformes régionales possedent chacune une expertise et une
technologie propre. Afin d’accroitre ce réseau de plateformes, dans le cadre du plan France
Médecine Génomique 2025, deux sites pilotes ont été choisis pour accueillir des plateformes
de séquencage a trés haut débit. Le projet AURAGEN (Auvergne Rhone-Alpes Génomique)
permettra une prise en charge diagnostique et thérapeutique par séquengage du génome en
routine et le projet SeqOIA (Sequencing, Omics, Information Analysis) aura pour réle de
proposer une modification du parcours de soins en permettant un acces égal au séquencage
a des fins d’améliorer la santé publique tout en réduisant les colts pour le systeme de soin

[178].
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b. Les limites de I'approche

Plusieurs facteurs peuvent constituer une limite a la médecine génomique appliquée au
cancer. La plupart des médicaments anticancéreux déja sur le marché ne permettent qu’une
inhibition partielle de la signalisation et leur association en clinique s’avere tres toxique [179].
Egalement, les cellules cancéreuses ont la capacité de développer des résistances a une
molécule thérapeutique. En effet, la résistance a la chimiothérapie est la principale cause

d’échec de la chimiothérapie. Ces dernieres sont dues a plusieurs mécanismes :

- la diminution de la pénétration cellulaire du médicament

- la modification de la cible du médicament

- I"élimination accrue par conjugaison au glutathion

- Il'inactivation d’'une enzyme de dégradation du médicament

- l'augmentation du nombre de cibles du médicament ou des capacités de réparation
du génome

- I'efflux de la molécule hors de la cellule

- le défaut de régulation de I'apoptose

La combinaison de plusieurs médicaments peut permettre la potentialisation de I'effet
attendu mais, du fait de la plasticité tumorale, I'association n’est plus suffisante a elle seule.
De plus, comme déja évoqué, I'hétérogénéité tumorale reste un frein a la médecine
personnalisée. Certaines mutations se retrouvent dans toutes les lignées cellulaires alors que
d’autres ne se retrouvent que dans quelques sous-clones de cellules. Ces particularités
génétiques sont présentes des les premiers stades de développement de la tumeur et les
traitements participent a la sélection de clones résistants. Les traitements ciblés a une seule
mutation accélerent I’émergence de résistance en tuant les cellules réceptives. En effet, cette
mort cellulaire libére une niche facilement colonisée par les cellules résistantes qui, en faible

nombre au début, proliferent et deviennent agressives.

L'hétérogénéité tumorale reste difficile a contourner, I'idéal serait de trouver la stratégie
thérapeutique la plus adaptée en induisant une rémission a long terme de la pathologie. Le
succes de certaines thérapies notamment I'imatinib dans la leucémie myéloide chronique ou

le trastuzumab dans le cancer du sein serait d{i, majoritairement au faite que la mutation en
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cause est présente dans toutes les cellules tumorales. Plusieurs études ont également
démontré que le trastuzumab et les anticorps monoclonaux en générale induisaient des
mécanismes de cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) [180]
[181]. L’ADCC est un mécanisme appartenant au systéme immunitaire. Une fois la fixation des
anticorps sur leur cible, ces derniers sont reconnus par des cellules NK, des macrophages, des
neutrophiles ou des éosinophiles. Cela permet alors d’induire la lyse des cellules cibles. Cette
réaction immunitaire serait la raison pour laquelle les thérapies par anticorps monoclonaux
seraient efficaces. Le ciblage de marqueur présent dans tous les clones, par immunothérapie
et non par simple inhibition d’une voie de signalisation cellulaire constitue une potentielle

approche thérapeutique pour contourner I’hétérogénéité tumorale.

La précocité du diagnostic joue aussi un réle prépondérant dans la réponse au traitement. Plus
le diagnostic est précoce, plus les chances de rémission sont importantes [182]. Une des
solutions les plus efficaces serait de développer des tests diagnostiques précoces du cancer
pour intervenir suffisamment tot dans la genése tumorale et éviter I'’émergence de sous-
clones et, par conséquence, I'apparition de résistance thérapeutique. De nombreux tests de
diagnostic précoce du cancer sont en cours de développement afin de détecter et de traiter
le plus rapidement possible les patients. Il existe aussi des campagnes de prévention du cancer
comme |'analyse coprologique pour la détection des cancers colorectaux, mais aussi les frottis
du col utérin ou les mammographies pour les cancers du col de I'utérus et les cancers du sein
respectivement. La vaccination par le Gardasil® utilisé pour la prévention des infections au
HPV dans le cancer du col de I'utérus a montré des effets bénéfiques sur le recul de ce cancer

chez la population vaccinée [183].

c. L’aspect éthique

L'analyse du génome humain pose nécessairement des questions éthiques quant au
consentement des patients mais aussi a I'utilisation des données obtenues, la confidentialité
et d’éventuelle exclusion d’un traitement au niveau clinique [184]. En effet, le séquencage du
génome engendre de nombreuses données génétiques qui peuvent potentiellement aider a
faire avancer la recherche. Ces informations apportent des renseignements sur I'impact de

I’environnement génétique et sur le développement de nombreuses pathologies. A terme,
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cela permettrait de connaitre toutes les prédispositions génétiques et de les partager. Le

probléme majeur de cela reste I'acces a ces informations et leurs utilisations.

La recherche doit s’appuyer au plus prés des conditions trouvées en clinique. Pour ce faire,
des bio-banques (projet développé par I'INSERM, INCa, I'Institut Pasteur, 'EFS et certains
centres hospitaliers) sont développés depuis 2011 en France [185]. L'objectif majeur est de
faciliter I'accés des chercheurs aux échantillons biologiques issus de la prise en charge des
patients. Leur développement permet d’améliorer la collaboration entre chercheurs ainsi que
la mutualisation des techniques et des outils employés. Aujourd’hui, 5,5 millions
d’échantillons sont disponibles dans 97 centres de ressources. 800 projets de recherche sont
actuellement basés sur l'utilisation des échantillons présents dans ces différentes bio-
banques. Aux Etats-Unis, le TCGA pour « The Cancer Genome Atlas » est un projet qui
commenca en 2005 avec pour objectif de cataloguer toutes les mutations génétiques
responsables du cancer en utilisant le séquencage génomique couplé a une analyse bio-
informatique. Ce référencement permet d’améliorer les connaissances générales quant au
diagnostic, au traitement et a la prévention du cancer. Ce projet est porté par le « National
Cancer Institute’s », le « Center for Cancer Genomics » et le « National Human Genome

Resarch Institute » [186].

L'utilisation des données génétiques doit avant tout respecter la confidentialité et la vie privée
des patients afin d’éviter toute discrimination ou stigmatisation. La mise en place de
formulaire de consentement est primordiale avant de réaliser les tests de
pharmacogénomique. Ce consentement est basé sur I'information au patient des tests réalisés
sur les prélevements utilisés, leurs modalités et leurs objectifs. Le développement de
techniques de séquencage a haut débit a permis d’accéder au génome du patient mais aussi
a son exsome, son transriptome et son épigénome. Certaines de ces caractéristiques peuvent
également étre transmises a la descendance. De plus, de par la diversité génétique des
tumeurs et leur hétérogénéité, I'analyse ciblée d’un gene est remplacée par une analyse
globale et générale du patient qui est alors considéré comme un ensemble. Il existe dans le
monde des consortiums majeurs comme I'ICGC (International Cancer Genome Consortuim)
dont I'objectif est d’obtenir des informations sur I'ensemble des données génétiques de 50

tumeurs différentes dans 25 000 échantillons [187]. Ces informations doivent étre ouvertes a
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la communauté de chercheur. L'aspect international pose alors la question de la

confidentialité des données.

Une fois I'étude terminée, la question des informations a retransmettre aux patients se pose
surtout en cas de découverte de mutations génétiques de prédisposition a une pathologie
alors que I'analyse génomique initiale était pratiquée pour une autre indication. La question
est de savoir s’il faut informer le patient de ses risques de développer une autre pathologie
sachant que sa survenue n’est pas certaine. Cela créerait un stress chez le patient surtout s'il
s'agit d’'une pathologie qui n’a pas de traitement. Faudrait-il plutét taire certaines
informations afin de protéger le patient ? Lorsqu’il y a une utilité clinique, ces informations
doivent étre données aux patients concernés. Mais que veut vraiment savoir le patient ? Est-
il volontaire pour connaitre et accepter I'ensemble des informations ? Il faut essayer d’avoir
un consentement large des patients. Le retour aux patients des informations collectées est un

bon moyen de respecter et de reconnaitre son implication dans la recherche.

L'acces a la médecine personnalisée pose également probleme et pourrait aggraver les
inégalités sociales. La stratification du traitement par analyse génétique peut créer de
nouveaux sous-groupes orphelins. S’ils ne sont pas identifiés comme répondeurs, il y aura une
perte de chance considérable pour eux. Il est toujours difficile de ne rien donner aux patients
et de lui expliquer la raison. La stratification peut aussi différencier les groupes ethniques qui

engendrerait des discriminations dans la prise en charge du patient.
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En 2015, le cancer représentait 8,8 millions de déces dans le monde dont 150 000 en France
et était I'une des principales causes de déces au cOoté des maladies infectieuses et des
pathologies cardiovasculaires [1] [3]. Le cancer se définit par une prolifération anormale et
incontrolée de cellules causée par un échappement aux mécanismes de régulation du cycle
cellulaire. Les cellules cancéreuses présentent plusieurs caractéristiques pouvant étre la cible
de biomédicaments. Par exemple, I’Avastin® ou bévacizumab bloque la vascularisation
tumorale, I'Erbitux® ou cétuximab est un anticorps bloquant le récepteur au facteur de
croissance EGF. Cependant, bien qu’ayant une autorisation de mise sur le marché, de
nombreuses thérapies ciblées se montrent décevantes. Une étude menée en 2017 au King’s
college London par le Dr Courtney et son équipe montre que sur 68 nouvelles indications de
biomédicaments autorisées par I'EMA entre 2009 et 2013, seules 35 soit 51% permettent une
augmentation de la survie ou de la qualité de vie [21]. Le colt moyen pour une thérapie ciblée
en France étant estimé a 50 000 euros par an et par patient, l'inefficacité pour certains
patients des anticancéreux actuellement sur le marché représente une perte financiere

considérable [22].

Les cellules tumorales évoluent dans un environnement impliquant différents types cellulaires
tels que les fibroblastes ou les macrophages. Cette pluralité cellulaire se retrouve également
au sein méme d’une tumeur. En effet, étant donné que les cellules tumorales présentent une
prolifération anarchique du fait de nombreux désordres génétiques, il en résulte une grande
diversité de phénotypes [48]. Ces variations sont observées non seulement au sein des
tumeurs mais également parmi les patients ayant le méme type de tumeur [188]. Chaque
tumeur est en réalité unique et propre au patient. Si certaines stratégies anti-tumorales
semblent fonctionner pour certains patients, la rechute ainsi que le développement de
résistance aux médicaments sont souvent fréquents [189]. Une tumeur cancéreuse, étant une
entité hétérogene, son étude en recherche fondamentale est compliquée. Bien qu’il existe de
nombreux modeles d’étude cellulaire et in vivo, les observations faites ne sont pas
nécessairement reproductibles en clinique. Il existe une réelle nécessité de développer des
modeles d’études in vitro et in vivo, voir des modeéles personnalisés, c’est-a-dire individualisés
pour chaque patient. Il ne faut plus raisonner pour I'ensemble des patients avec I'utilisation

de modeéles types mais bien prendre en compte chaque particularité propre a l'individu. La
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plupart des études cliniques sont randomisées et cette répartition aléatoire des patients est
rarement bénéfique a la réussite d’'une étude. Il faudrait préalablement sélectionner les
patients en les subdivisant en sous-groupe en fonction d’analyse génétique pour obtenir des
groupes homogeénes de patients. Il en résulterait des résultats pertinents, ce qui permettrait
de déterminer I'influence du génome sur la réponse au traitement étudié. Actuellement, de
nombreux médicaments sont en développement clinique mais le taux de succes, c’est-a-dire
le taux de mise sur le marché est inférieur 20% [190]. En effet, il a été précédemment montré
gue le taux de réponse positive pour une thérapie ciblée n’est que de 5%. En revanche, si
I'assignation est définie en fonction de biomarqueurs spécifiqgues comme une altération

génétique déterminée, le taux de réponse positive augmente de 20 a 30 % [165].

Un biomarqueur est une caractéristique objectivement mesurable qui constitue un indicateur
des processus biologiques normaux et pathologiques ou de réponse pharmacologique a une
intervention thérapeutique (définition officielle de la NIH). La plupart des échecs se produisant
dans les derniéres phases du développement clinique cela entraine une forte perte de chance
pour les patients mais aussi une perte financiere considérable sachant que le développement
d’un seul médicament représente environ 2,6 milliards de dollars [69] [162] [163]. Le but de
la médecine de précision ou la médecine personnalisée est donc de sélectionner les patients,
grace a l'utilisation de biomarqueurs, pour leur permettre de bénéficier du traitement le plus
adéquat. Le type de biomarqueurs utilisés pourrait aussi influencer le taux de réussite a un
essai clinique. Les biomarqueurs génomiques semblent plus favorables que les biomarqueurs

protéiques [191].

Le cancer étant une maladie génétique, la thérapie génique est une approche prometteuse
pour le traitement. L'utilisation des miARNs ou des siARNs par exemple permet de moduler
I’expression de certains genes impliqués dans la perte de la régulation du cycle cellulaire et
pouvant induire la mort des cellules cancéreuses. Une autre approche de la médecine
personnalisée est I'application de 'immunothérapie pour le traitement des cancers. Le but ici
est d’utiliser le systeme immunitaire du patient pour éliminer les cellules cancéreuses. Une
approche utilisant des CAR-T consiste en l'activation et I'expansion de cellules T
spécifiguement dirigées contre la tumeur pour permettre la reconnaissance antigéniques

exprimées a la surface des cellules cibles. Un autre exemple est I'inhibition de PD-1 par le
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pembrolizumab ou Keytruda® qui régule négativement |’activation des cellules T et permet

donc la potentialisation de la réponse immunitaire [192].

Il parait donc nécessaire de revoir la facon de conduire une étude clinique en cancérologie et
de redéfinir les criteres d’inclusions en prenant en considération les biomarqueurs et la
particularité tumorale de chaque patient [193]. Avec le développement du séquencage a haut
débit et le plan France médecine génomique 2025, I'accessibilité a la médecine personnalisée
permettra également le développement de médicaments dans d’autres aires thérapeutiques
(cardiovasculaire notamment) mais aussi une prise en charge plus optimale des patients afin
d’améliorer les chances de survie. Les enjeux de ce plan ne sont pas uniquement de 'ordre de
la santé publique mais également technologique et économique pour augmenter la position

scientifique et clinique de la France dans I’exploration moléculaire.

Cependant des limites a la médecine personnalisée peuvent étre attendues. Pour que la
thérapie ciblée soit efficace, soit toutes les cellules doivent présenter une méme mutation
nécessaire a la progression tumorale soit les mutations a I'origine de l'instabilité génomique
et de I'hétérogénéité doivent elles méme étre ciblées ce qui, en pratique, est rarement le cas
[179]. Il faudrait alors combiner plusieurs thérapies ciblées afin d’obtenir des résultats mais
cela augmenterait la survenue d’événements indésirables. Egalement, le séquengage a haut
débit du génome pourrait poser certains problemes éthiques. En effet, ce dernier fournit de
nombreuses informations notamment sur le patrimoine génétique d’une personne ainsi que
ses risques de développement de maladie [194]. La question est donc de savoir quelles
informations doivent étre données au patient ou si ces informations doivent étre stockées ou

détruites.
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permet de s’intéresser au génome d’'un patient afin d’en déterminer la réponse
pharmacologique et pharmocinétique a un traitement donnés pour ainsi donner le bon
traitement, a la bonne dose, au bon patient. L’aspect éthique n’est néanmoins pas a négliger
compte tenu des nombreuses informations obtenues par le séquencage haut débit du génome
humain.

Mots clés : Cancer, Thérapie ciblée, Médecine génomique et Médecine personnalisée

Title : Biomarker-based medicine for the development of new anti-cancer drugs

Abstract : In 2015, cancer accounted for 8.8 million deaths worldwide, including 150,000 in
France. Cancer cells have several characteristics, each of them might be the target of
biomedical drugs that represent a promising approach for the treatment of such diseases.
Despite having marketing authorizations, many targeted therapies are to date disappointing.
The average cost for this kind of therapeutics in France is estimated at €50,000 yearly per
patient. Thus, their ineffectiveness represents a considerable financial loss. The development
of new therapeutic strategies is therefore necessary in order to reduce their societal impact.
However, many of them fail at the clinical development stage. The optimization of preclinical
study models and, above all, the integration of genomic medicine into clinical trials are
promising ways to improve the chances of success of new drug candidates. Genomic medicine,
in fact, makes it possible to look at a patient's genome in order to determine the
pharmacological and pharmacokinetic response to a given treatment, thus giving the right
treatment, at the right dose, to the right patient. However, the ethical aspect should not be
neglected given the large amount of information obtained by high throughput sequencing of
the human genome.

Keywords : Cancer, Targeted Therapy, Genomic Medicine and Personalized Medicine




