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Marc : on aura passé des bonnes années en pharma. Les lutins sont rentrés dans la
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compétitives et j’en garde de trés bons souvenirs. Je vous souhaite beaucoup de bonheur
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pendant toutes ces années. Ce flit un vrai plaisir de participer a ton mariage. Je vous
souhaite beaucoup de bonheur avec Marie !

Manon : Merci a toi d’avoir été une hippie pendant toutes ces années. Ton
emménagement rue sainte Cécile a largement contribué a rendre notre batiment plus
compétitif que jamais ! J’espére que ta nouvelle vie a Orléans te satisfera comme tu le
souhaites !

Thomas : Merci a toi pour ces bons souvenirs. On a passé de trés bons moments
ensemble a Merlette et durant toutes nos années de pharmacie. J’espére que ta prise de
poste a la Réunion se déroule comme tu le souhaites !

JB : Je te remercie pour toutes ces soirées post exam que tu as organisées chez toi. La
meilleure restera sans doute celle ou tu avais ramené un caddie afin de le transformer en
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Myléne, Daisy, Clément, Najah, Pauline, Myriam: Merci a vous pour tous ces bons
moments passés durant ces années de pharma. Je garde d’excellents souvenirs de vous
partant a la péche aux informations pendant toutes ces séances de TP ainsi que des
vacances que nous avons passé ensemble a Merlette.

Fares, Rayan, Sacha, Julien, Balotti, Padiou, Hamza: Merci a vous pour ces soirées
passées a la coloc! Les parties de biére pong resteront gravées a jamais !
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I’internat. On n’était pas les plus travailleurs mais nous avions au moins le mérite d’étre
un groupe soudé ! Je vous souhaite le meilleur pour la suite !
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Equipe iSCB : Merci a vous d’avoir été 1a durant ma theése de science. Cela a été un
grand plaisir de travailler a vos cotés et de partager ces pauses avec vous au relay H.
J’espére que toute cette bonne ambiance perdurera aprés mon départ ! Vous étes une
équipe au top et réaliser ma thése au sein de votre équipe m’aura permis de devenir un
meilleur scientifique. Je vous remercie pour tout le savoir que vous m’avez transmis !

Marion : Bienvenue dans 1’équipe ! Merci a toi d’avoir relu ma thése de pharmacie et
de m’avoir donné tous ces conseils précieux dans le but de I’améliorer. J espere que ton
arrivée au CRCM se déroulera dans les meilleures conditions pour la préparation de tes
concours !



Guillaume : Ton odeur de louve durant notre voyage en Corse m’a quelque peu dérangé
mais c’était I’occasion de faire ta connaissance et je dois reconnaitre que ca valait le
coup ! Félicitations pour ton concours de PH, je te souhaite une bonne fin de thése et un
avenir professionnel et personnel épanouissant !

Anne : Ce fut un grand plaisir de participer a ta thése et je t’en remercie. Félicitations
pour ton achat immobilier. Je vous souhaite beaucoup de bonheur a toi et Tim pour la
suite, ainsi qu’une pleine réussite de tes concours de MCU !

Geoffrey : Merci a toi pour tes vannes de gros lourd ! Je me régale toujours autant a
troller Eddy a tes cotés ! Je te souhaite un beau plan de travail en quartz pour ta cuisine
et une réussite de tes concours !
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longtemps attendu votre venue et je dois reconnaitre que vous rencontrer a nettement
amélioré¢ mes afterwork. Merci a vous pour tous ces happy hour, et ces soirées au
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Equipe Sodexo : Merci a vous de nous cuisiner tous les jours des repas de qualité !
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pendant la rédaction et les corrections de mon manuscrit. J’ai beaucoup de chance de t’avoir
a mes coOtés et je tiens a te remercier d’étre 1a au quotidien. J’espére qu’on pourra continuer
de profiter ensemble malgré la fin de ma thése qui approche a grand pas !






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






SOMMAIRE

)  CoNtexXte SCIENTIFIQUE & cueueeeieeiiiiieeieeeireeeetteeeeennsereeeeeeeeenasssssseeseseesnnsssssssesssssssnasssssssesssasnnnn 5
A) Bilan de la recherche et du développement pharmaceutique depuis 1950: ........cccoeeuereereereeneeneenn 5
1)  Causes primaires responsables du déclin de [a R&D : ......ccceevuieiiiniiniiiriieieceeeeeee et 6

a)  Le probléme lié au besoin d’une iNNOVation CONSTANTE :....c.cocviviiriinienieieee e 6

b)  Les restrictions liées au principe de PréCaution :........covierieiirienie et 6

c) Latendance au surinvestissement dans des secteurs privilégiés de la R&D : .......ccceceereereennenns 7

d) Les biais de la recherche fondamentale et de la force brute :.......ccoeceevienieniiniininiieceeeens 8

e)  Le paradigme des thérapies CIDIEES :.....coiiiiiriiiiiieeeee ettt 9

2)  Impact sur le déroulement des essais ClINIQUES : .....coviirieerieriieiieieeie et 12

a)  Lavision restreinte des essais CliNIQUES :.....ccccoiririeieienineneeeee e e 12

b)  LUeffectif croissant des patients inclus dans les essais cliniques :........cccecvevverierieeniienieneeniens 12

c)  Lamultiplicité des essais CINIQUES ©.....c.eiiiiiiiieiieieceeee ettt s 13

d) Le probléme lié a la durée des périodes d’essai CliNIQUE :......cccevueeiiriirienienienienee e 14

B) Lerepositionnement de MEdICAMENTS :.......ccueriiiriirieieitenisere et st 15
1) 1< TV 4T o L3 PSR 15

2)  Avantages liés au repositionnement de MEdICAMENTS . .cccueeiieiiiriieriierie et 18

) I 0] o1 1= L=l Tole T o Vo g o 1T [U [OOSR 20

4)  Identification des opportunités pour repositionner des médicaments @ ........ccccevverveercienieeneenenns 23

a)  Exploitation des bases de dONNEES :.........cccceriririeiiiieniereee e e 23

b)  Approches de Prédiction in SiliCO : .......cooceeciieieiiiiie ettt ettt 28

(o) I o) o1 o Yol s YT 1 Y o OO USRS 28

d)  EXpérimentations @animales @ ..o e 29

e)  Observations des traitements VEErNGIres :......cceeeeeerienineneniereee et e 29

f) ObServations ClINIGQUES ©.....cocuiiiiiiiiiiiie et e 29

g)  Analyses épidémiologiques et études rétroSPECtiVES :......coceererrerriieiierierieeie e 30

h)  SEQUENGAZE BENOMIGUE . ..eiiieiieiieieeie ettt ettt ettt e ettt satesatesatesbeesbeesseeseenseenes 33

i) Mise a profit des effets indésirables des médicaments :.........ccccoeririneeenenineneneceeee, 35

) Exemples d’agents pharmacologiques repositionnables dans le domaine de I'oncologie :. 39

A)
1)
2)
3)
4)

[ o To] o] = TaTe] (o] I O PP TSP T PP SPPOPTPTRON 39
POSOIOZIE 2.ttt sttt st sttt e sht et sbe e e abee s beeebe e e neeeneees 39
TOXICITE ..ttt ettt ettt ettt ettt et e e e e ate s atesatesaeesaeesaeesbeenteenbeenbeeabesasesatesatesaeesaeenseanseans 40
PNArMAaCOCINETIGUE :.ieeieiieieeieeie ettt ettt ettt e st esae e st e e be e be e beesbeebesaaesatesaeesseenseens 40
Données anti cancéreuses précliniques (in Vitro et in VIVO) © ....ccvecieiiiieciee e 41

Q) LBUCEMIE &ttt r et st e e re e 41




5)

6)

7)

8)

B)
1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

b)

)
d)

g)
h)

j)
k)

a)
b)
0)

a)
b)
0)
d)

a)
b)
0)
d)
e)
f)
g)

(0 T [ol =T oo [V IR =1 o OO OO TP PP T PP P PP PPPRRRPRN 42
IMIEIANOIME <.ttt ettt sttt et e e e et e s besabesatesaeesaeesbe e beenbeenbesnsesaeesaeesaeesaeesseanseens 44
(0T aTol=T o1V T=T o OO PP PP OPPPP PPNt 46
ANGIOSATCOMIE  .iiiiieiiiieee ettt ettt et e s st e s e e s s bt e e s s b et e s s abe e e s sna e e e s sbeeeseanraeessnneeessananeeas 46
NEUIODIASTOME & ittt st e st e sb e e s b e e e bt e s sbeeesabeesabeesaneesas 47
Cancer de 12 ProState .ot saee e 48
CaNCEY PANCIEATIGUE :..uveeiieiiieieeie et ste et e st e st e bt et e bt e beebeetesatesatesaeesseesbeesbeesbeesseeseenseenes 49
(0 T [ol< g ofo] (o] ¢ <Tot -1 EE O PP T PP P PP PPPRRTPPTON 49
Cancers de 12 tELE BT JU COU fuiuuiiiiiiiiiiiie ettt ettt st sttt e b b e b e sbeesee e e enee 50
AAUTEES Lo e e e e e e st ee e e e s s aares 51
Données humaines dans le traitement du CANCEN : .....cocivviiiiiiiiriereeteee et 53
(0 T [ol =T oo [V IR o OO O ST O T PO T UPTS VPP PPPPPPRPPTN 54
ANGIOSATCOMIE  .iiiiieiiiieee ettt ettt et e s st e s e e s s bt e e s s b et e s s abe e e s sna e e e s sbeeeseanraeessnneeessananeeas 55
AAUTEES Lot e e e e e s e st e e e e e s s aares 56
ESS@IS ClIMIQUES 1.ttt st e a e st e e bt e sab e e s ae e e sabeeeabeesabeeebeesneeenneeas 58
PRASE L ettt h et e e bt e st e e sa bt e s bt e s b e e e bt e e bt e e nabeeanreennreena 58
PRASE 2 ettt et h e s bt e st e e s bt e s be e e bt e e bt e e nateesnreennreena 59
PIaSE B ettt h e st e e st e s b e e s b e e e bt e e bt e e naeeesareennreena 60
PNase NON FEFEIENCEE : ....oouieieiie ettt st sa ettt e s bestesate st e saeesseenbeens 60
Mécanisme d’action aNti-CANCEIEUX :©......cevierierieriieieeite et ete et e st et e steesbe e beesaestesaeesaeessaenseens 61
Effets sur1a prolifEration & ...ttt s 61
Effets sur la migration €t I'INVAsion :.......ccceoieiiiiiiniene ettt 61
EFfEtS SUI I"@POPTOSE & ittt sttt ettt st st st st e sbe et e et e e besste st e saeesaeesseenbeens 64
Effets SUM I"aNGIOZENESE & .ouiieieiie ettt ettt st sttt e st ettt besbesateste st e saeesseenbeens 65
Effet sensibilisateur au traitemMENT @ ......ooviiiiieeee et 66
Effets sur le SyStEme IMMUNITAIE .....ciiiirieiee e st s e b 67
Autres mécanismes d’action ProPOSES : ....ccceeruerrieriiiriiniereeree st ettt et et e s sbee e saeesee e e 71

Résumé des preuves in vitro, in vivo, et cliniques justifiant le repositionnement du propranolol :

Wl g g 1T o T=T g Lo - 2 [ ISP 77
POSOIOZIE 2.ttt ettt et b ettt h bt et e s bt e et e s beeebe e e neeeneees 77
e (Lol =T O SSUSR 78
PNArMAaCOCINETIGUE :.ieeieiieieeieeie ettt ettt ettt e st esae e st e e be e be e beesbeebesaaesatesaeesseenseens 78
Données anti cancéreuses précliniques (in Vitro et in VIVO) © ....cceecvieiiiieeiie e 79
Données humaines dans le traitement du CANCEN : .....cocivriiiiiiiiineereeeesee et 82
ESS@IS ClIMIQUES 1.ttt ettt e a e bt e bt e e sab e e s at e e sabeeeabeesabeeeabeesneeenneees 83
Y <Yor= T a1 oo TN - Lot o PSS 84



8)  Résumé des preuves in vitro, in vivo, et cliniques justifiant le repositionnement du

MEDENTAZOIE & ...ttt e e st e e bt e s bt e e he e e bt e e e ab e e s bt e et esbeeebeeeereeeneeas 86

11)] Le repositionnement de médicaments de nouvelle génération : .......cccceeeeeeiiiiirinrnennnnen. 89
A)  INtErét GENEral e SCIENTIIGUE: . .ioii ittt sttt ettt sae e 89

) I =N [T o] o1 o T T OO PRSPPI 89

2) Le repositionnement de MEdICAMENTS & ......coiiirieriieiiiieeie ettt st e st e saeenbeens 89

B)  Objectifs du projet de reCherChe ©.......oui ittt 90

C) Résumé du projet et présentation des résultats déja obtenuUS : .......ccceevercieiiieiieneeneeeeeee e, 94

1)  Orientation de la recherche du mécanisme d’action du MBZ par des outils de modélisation in

L] Lo SR 98

2) Identification du mécanisme d’action du MBZ par une approche de click protéomique :.......... 103

V) Cadre réglementaire du repositionnement de médicaments :........ccccceeeereeencereennnnnes 117
A) Obtention de nouvelles indications pour un médicament repositionnable :..........ccccceveereeneennnne 117

1)  Cadre réglementaire européen pour une demande d’AMM :.......ccccocieeveeiiiiecieeciieecee e 117

2)  Incitations réglementaires a I'obtention d’AMM & ......ccoociiiiiiiineeneeee e 120

3) Prix, remboursement et utilisation clinique : ........c.ooeiiiiiiii e 124

4)  Défis dans I'apport de nouvelles indications pour des médicaments repositionnables :............ 125

B) La prescription de nouvelles utilisations hors AMIM : ........cociiiiiiiinienieeeeee e 127

1)  Cadres législatifs nationaux pour une utilisation hors AMM :.........ccccveeiiiiiiieccee e, 127

2)  Risques liés a la prescription de nouvelles utilisations hors AMM :........ccocoeeviriiinieniiinienieneens 127

V) DISCUSSION uuueeiiiiieeiiiiiineniiiiieeisissesessssssesssssas e s ss s s s s ase e s e s as e s s sane e s e saan e s s s saneessssanness 129
A) Barriéres rencontrées dans le domaine du repositionnement de médicament : ........ccceeceereennene 130

1)  Considération de la propriété intellectuelle: ........ocoviiriinieiiieeeee e 131

2)  ConsSidérations reglemMENTAINES .. .uiiiirierie ettt sttt be et st e s e e saae st e saeesaeenaeens 132

3)  Obstacles organisationnels dans I'NNAUSTIIE f.....eovieiiiiieiieee e s 133

4)  Modeles de collaboration pour le repositionnement de médicaments : .........ccecceeveecierciernennen. 134

B) Recommandations pour le repositionnement de médicaments :.......ccceceereerierierieniieneeneeneeniens 137
Vi) (0701 Tl 111 T 13 J PP 139






I) Contexte scientifique :

A) Bilan de la recherche et du développement pharmaceutique depuis 1950:

Depuis 60 ans, des avancées considérables ont été faites dans les domaines scientifiques et
technologiques de la recherche et développement (R&D) du médicament. L’émergence de la
chimie combinatoire (forme nouvelle de chimie produisant des banques de molécules
potentiellement actives) dans les années 80-90 a permis d’augmenter le nombre de molécules
synthétisables par un chimiste en une année par un facteur 800 !. Dans le domaine de la
génomique, le séquencage de ’ADN est devenu une technique de routine facilitant ainsi
I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques 2°. Les avancées en biochimie structurale
permettent aujourd’hui de résoudre des structures protéiques en cristallographie (via Rayons X)
beaucoup plus rapidement que 50 ans auparavant 4. Les banques de données de structures
protéiques sont ainsi aujourd’hui 300 fois plus enrichies qu’il y a 25 ans ce qui facilite le
développement de composés inhibiteurs via des approches de docking moléculaire . L arrivée
des technologies de criblage haut débit dans le milieu des années 90 a permis de réduire par 10
le temps nécessaire pour tester des banques de composés ®. Durant cette méme période, les
biotechnologies ont connu un essor et I’arrivée de modeles transgéniques de souris a permis
une meilleure compréhension des mécanismes gouvernant les cellules cancéreuses ainsi que
I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques et biomarqueurs.

En parall¢le, des efforts ont été fournis afin de comprendre et améliorer le management des
processus commerciaux de R&D. Toutes ces innovations ainsi que 1I’expérience accumulée sur
les facteurs qui peuvent influencer la réussite ou non d’un projet ’, les retours sur investissement
811 '1a sous-traitance de tAches, ainsi que les critéres d’éligibilité auprés des instances de santé
n’ont cependant pas permis de réduire les cotts et la durée de recherche liés au développement
d’un médicament. Ainsi, il est estimé a ce jour que le colt de développement d’un nouveau
médicament anticancéreux est compris entre 500 millions et 2 milliards d’euro et que les étapes
préalables a sa commercialisation durent entre 12 et 15 ans en moyenne'?. En effet, selon une
étude menée en 2012 par Scanell et al '*, le nombre de nouveaux médicaments commercialisés
par les entreprises pharmaceutiques et de biotechnologies rapporté aux sommes de dollars

dépensées a été divisé par 2 tous les 9 ans depuis 1950 (Figure 1).



1) Causes primaires responsables du déclin de la R&D :

5 causes primaires permettant d’expliquer la stagnation voire le déclin de 1’efficacité de

la R&D pharmaceutique pourraient justifier ce phénomeéne:

a) Le probléme lié au besoin d’une innovation constante :

La difficulté d’innover aprés les découvertes réalisées au cours des 60 derniéres années
pourrait étre une premicre cause majeure. En effet, les industriels pharmaceutiques cherchant a
développer des processus pour la découverte d’un nouveau médicament doivent aujourd’hui
faire face a un catalogue de médicaments déja approuvés. Les preuves a fournir pour obtenir
I’autorisation de mise sur le marché, son remboursement et son adoption dans la pratique

clinique deviennent ainsi de plus en plus complexes.

b) Les restrictions liées au principe de précaution :

Les restrictions liées au principe de précaution sont attribuables majoritairement aux
instances de santé. L’augmentation progressive de la vigilance de ces instances de santé pour
accorder ’autorisation aux industriels de lancer un candidat médicament en essai clinique tend
a diminuer I’introduction de nouveaux médicaments sur le marché et a augmenter les colts
associés a la R&D'4. Un fort niveau de preuves est désormais exigé afin de lancer un essai
clinique. Ce phénomene est visible sur la Figure 1 ou une nette diminution du nombre de
médicaments approuvés par milliard de dollars dépensé est observée apres 1’introduction de la
thalidomide sur le marché responsable de graves cas de phocomélie. A partir de cet événement,
les médicaments furent soumis a des évaluations rigoureuses de la sécurité et de 1’efficacité
avant de pouvoir étre testés chez I’homme pour la premiére fois. A I’inverse, une augmentation
de médicaments approuvés est constatée dans le milieu des années 90, période durant laquelle
les instances de santé étaient moins exigeantes sur les critéres de sécurité¢ et d’efficacité
nécessaires pour lancer des essais cliniques pour le traitement du virus de I’immunodéficience
humaine. Mais cette augmentation est largement due a la création de la PDFA (Prescription
Drug Fee Act) qui autorise la FDA (Food and Drug Administration) a puiser des fonds dans les
industries pour accélérer le processus de validation de nouvelles applications médicales pour
des candidats médicaments. Cependant la priorité restera toujours la santé du patient et la

sécurité d’emploi du médicament méme si cela doit affecter les cotits liés a la R&D.
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Figure 1: Tendance globale de ’efficacité du secteur recherche et développement R&D
pharmaceutique.

Nature reviews drug discovery. Diagnosing the decline in pharmaceutical R&D efficiency.

Scannel et al. 2012.

c) La tendance au surinvestissement dans des secteurs privilégiés de la R&D :

Cette tendance consiste a ajouter des ressources humaines et d’autres ressources a la
R&D. Elle a entrainé ces derniéres années, une augmentation des dépenses de R&D dans les

grandes entreprises et pour I’ensemble du secteur.

Cela est probablement di a plusieurs facteurs, notamment le bon retour sur investissement de
la R&D au cours des 60 derniéres années, qui a permis aux entreprises d’obtenir une longue
période de rentabilité. En outre, la concurrence acharnée entre les médicaments commercialisés
pousse les entreprises a investir des ressources supplémentaires pour étre le premier a se
positionner sur un nouveau marché de médicaments. Il se peut également que les grandes
entreprises aient un parti pris pour assimiler la réussite professionnelle a la taille de leur budget.
Les investisseurs et de nombreux cadres supérieurs pensent que beaucoup de ces colits peuvent
pourraient étre réduits en diminuant 1’effectif des ressources humaines dans le secteur de la
R&D, sans pour autant affecter considérablement la production. Ces suppositions restent

néanmoins a démontrer.



d) Les biais de la recherche fondamentale et de la force brute :

\

Le premier biais est une tendance a surestimer les avancées faites en recherche
fondamentale tandis que le deuxiéme est une tendance a penser que le développement de la
technologie dans les étapes précliniques est corrélé au développement d’un médicament str et
efficace en essai clinique. Cette derni¢re tendance a permis de dynamiser les étapes précoces
de R&D d’un médicament '>!617 La Figure 2 représente le modéle de développement d’un

médicament.

I[ . £ £ { £ Decline in
Target Target Target Hitto Lead Preclinical Clinicaltrials approved dmy
identification validation to hit lead optimization

L J | I

Huge apparent improvements in efhiciency Smallchanges in success of Eroom’s Law

and quality in many research inputs molecules entering clinical increase in cost per
* Approximate Moore's Law improvements in many cases trials overthe past 50 years approved molecule

* Qualitative improvements in other cases
Figure 2 : Etapes de développement du médicament

Nature reviews drug discovery. Diagnosing the decline in pharmaceutical R&D efficiency.

Scannel et al. 2012.

Les innovations technologiques et scientifiques réalisées au cours des 50 derniéres
années ont permis de diminuer considérablement le temps nécessaire a 1’identification de cibles
thérapeutiques et molécules efficaces (technologies de criblage haut débit de plus en plus
abordables versus études animales longues et onéreuses). L’émergence de techniques telles que
les analyses de voies de signalisation ou I’utilisation de modéles transgéniques de souris a
permis d’accélérer la validation de cibles thérapeutiques ou de candidats médicaments durant
les étapes précliniques. Ceci devrait augmenter les chances de succes d’un candidat médicament
en essai clinique et diminuer le coit associ¢ a la R&D car le prix du médicament est li¢ au
budget investi dans les autres projets de R&D n’ayant pas abouti a de nouveaux médicaments!8.
Cependant la probabilité de réussite d’un candidat médicament en essai clinique a décliné au
cours ces 50 derniéres années !°. Deux raisons peuvent étre attribuables a cette diminution.
Premicrement, le dogme de la R&D industrielle pharmaceutique est désormais centré sur
I’hypothése qu’un candidat médicament doit étre capable de se lier avec une grande affinité a
sa cible thérapeutique sans avoir d’effet hors cible dénommé effet “off-target"?’. Cependant si
le lien causal entre la cible thérapeutique et la maladie n’est pas aussi relevant que celui qui

était espéré, ou que le candidat médicament développé n’agit pas que sur cette cible, il est



facilement compréhensible que ce dernier ne démontre pas 1’effet espéré. Les petites molécules
permettent d’interagir étroitement avec la cible thérapeutique pour laquelle elles ont été
développées. Cependant les systémes biologiques présentent une grande redondance ce qui
augmente considérablement la probabilité d’effets off-target de petites molécules et donc la
survenue d’effets indésirables en phase préclinique ou clinique. Deuxiémement, on peut noter
un changement considérable dans les approches de découverte de candidat médicament avec le
passage d’une approche de chimie médicinale couplée a des expérimentations (avant les années
90) a des technologies de criblage haut débit nécessitant de filtrer les candidats au fur et a
mesure du développement. Une combinaison de ces 2 approches pourrait étre une technique

plus longue mais plus efficace pour I’identification de candidats médicaments.

Il y a de nombreuses raisons permettant d’expliquer pourquoi la recherche fondamentale
et I’innovation technologique sont le moteur de la R&D aujourd’hui. Au début des années 80,
la communauté scientifique s’accordait a dire que le ralentissement de 1’innovation
pharmaceutique se faisait ressentir avec le développement de molécules apportant des bénéfices
de plus en plus modestes durant les essais cliniques. La minimisation de la prise de risques par
les instances de santé était déja limitante pour les industriels et ces derniers se détachaient de
plus en plus des études animales au profit des technologies de criblage haut débit. Et enfin, la
recherche fondamentale en elle-méme semblait ne plus étre suffisante pour I’innovation
pharmaceutique. Ce qui était communément appelé le «réductionnisme moléculaire »
auparavant est aujourd’hui devenu un dogme car toutes les recherches biomédicales semblent
conduire a la compréhension du génome. Ainsi le recours a des techniques de haut débit
permettant [’analyse de nombreuses variables dites techniques “omiques” paraissent

aujourd’hui beaucoup plus pertinentes que les anciennes approches empiriques.

e) Le paradigme des thérapies ciblées :

Les thérapies ciblées visent a inhiber une particularité de la cellule cancéreuse et a
bloquer son activité, qui la plupart du temps est impliquée dans la chaine d’informations

responsable de la prolifération des cellules.

Suite au développement de la recherche fondamentale et des outils technologiques, le
développement de médicaments a de plus en plus été¢ gouverné par le paradigme des thérapies
ciblées. A ce jour, les études portant sur des thérapies ciblées inhibant les voies EGFR ou VEGF
qui ont été intégrées a la clinique, ont obtenus des résultats décevants. L’impact sur la survie
globale a souvent été modeste, les tumeurs solides présentent une résistance innée ou acquise,

les effets secondaires de ces thérapies peuvent étre graves et les colits par patient élevés?!?2,



Une meilleure stratification des patients permettrait d’améliorer les réponses au
traitement observées chez les patients inclus en essai clinique. Une des limitations principales
de ce type de thérapies est que les tumeurs sont des systémes adaptatifs, présentant un degré

élevé d’hétérogénéité intra-tumorale®*>*

incluant la génétique, 1’épigénétique ou encore le
métabolisme cellulaire. Ainsi les traitements proposés agissent comme des pressions
sélectives?>. L’évolution clonale garantit la survie et la prospérité des clones résistants,
contrairement aux cellules répondant au traitement. Dans ce scénario, les thérapies ciblées
peuvent étre tres spécifiques et efficaces quant aux populations clonales qu’elles attaquent, mais
la résistance est plus susceptible de se développer car le profil mutationnel a acquérir pour que
les cellules deviennent résistantes au traitement est moindre. Pour cette raison, un certain
nombre de chercheurs ont suggéré qu’en fin de compte, les traitements ciblés par un agent

unique ne produiraient pas de réponses durables pour la grande majorité des tumeurs®%?’,

L’utilisation de combinaisons de thérapies ciblées, ou I’administration de thérapies
ciblées a un stade plus précoce de la maladie pourraient représenter des fagons de contourner
les problémes de résistance acquise aux agents ciblés. Ces approches sont maintenant un
domaine de recherche clinique trés actif. Initialement, 1’adoption des thérapies ciblées dans
I’¢re de la médecine personnalisée a suscité beaucoup d’espoir. Aujourd’hui c’est 1’utilisation
combinée d’agents ciblés qui représente un espoir afin de cibler les différentes voies de
signalisation incriminées dans ’activité des cellules cancéreuses. Pour atteindre cet objectif; il
faudra non seulement une vaste gamme de médicaments ciblés, a faible toxicité, mais aussi a
un cout rendant ces combinaisons réalisables. Nous devrons également &tre en mesure
d’identifier des groupes spécifiques de patients qui bénéficieront de ces associations et étre
capable de mener les essais cliniques nécessaires pour prouver 1’efficacité des protocoles de
traitement. En outre, de telles combinaisons peuvent impliquer des médicaments développés
par différentes sociétés, avec les problémes logistiques et commerciaux concomitants impliqués
dans le regroupement de ces produits dans un seul essai. Ces considérations ne sont pas
évidentes a prendre en compte, et le tout premier essai portant sur une approche entiérement
personnalisée du cancer du sein métastatique a rapporté des résultats cliniques décevants, méme
si Iefficacité n’était pas son objectif principal®®. La médecine personnalisée est peut-étre
envisageable, mais sa faisabilité¢ et son efficacité restent a prouver dans la pratique pour la
grande majorité des tumeurs, et son application dans la clinique standard ne devrait étre possible

qu’avant quelques années.
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De maniére plus immédiate, il y a eu une utilisation accrue de thérapies ciblés avec des
agents de chimiothérapie dits traditionnels®. Les avantages de cette approche en terme
d’amélioration de la survie globale ne sont pas encore clairs?!*°, mais cela suggére qu’il reste
un role important a jouer pour les médicaments non ciblés traditionnels. Cependant, les
thérapies ciblées et les chimiothérapies conventionnelles souffrent de problémes de toxicité qui
ont un impact négatif sur la qualité de vie des patients et nécessitent souvent une réduction de
la dose ou I’interruption du traitement par les patients. En outre, a quelques exceptions notables,
telles que 1’imatinib (Gleevec) dans la leucémie myéloide chronique (LMC), le bénéfice de
nombreux traitements ciblés approuvés reste modeste, et des événements indésirables graves

ont été rapportés chez certains patients?!-31,3233.34

Bien que I’approche des thérapies ciblées soit devenue dominante dans de nombreuses
parties de I’industrie pharmaceutique, nous devons veiller a ne laisser aucune opportunité
raisonnable de développement de médicaments anticancéreux inexploitée. Il reste donc
nécessaire d’étudier d’autres sources d’agents anticancéreux, y compris 1’arsenal thérapeutique

existant.

Contrairement au paradigme des agents ciblés, de nombreux agents anticancéreux
classiques peuvent étre considérés comme des médicaments au profil non sélectif, dans la
mesure ou ils ont plusieurs cibles, qui dans de nombreux cas n’ont pas encore été élucidées.
Dans la grande majorité des cas, les traitements anti-cancéreux pionniers ont été mis au point
et sont passés a I’utilisation clinique avant que leur mécanisme d’action ne soit élucidé. Par
exemple, Sidney Farber et ses collégues ont adopté et utilisé le méthotrexate dans le traitement
de la leucémie aigué lymphoblastique (LAL) pendant plus de dix ans avant que Michael Osborn
et Frank Huennekens ne démontrent son inhibition spécifique de la dihydrofolate réductase
(DHFR)**. Ainsi, de nos jours, nombre de ces chimiothérapies de premiére et de deuxiéme
génération restent le pilier des traitements de nombreux cancers et font 1’objet de nouvelles
¢tudes comprenant de nouvelles associations (y compris avec des agents ciblés), de nouvelles
indications, de nouvelles formes galéniques (par exemple, liposomales) ou de nouveaux
protocoles (notamment métronomiques) sans que leur mécanisme d’action anti-cancereux ait

été complétement déchiffré.
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2) Impact sur le déroulement des essais cliniques :

a) La vision restreinte des essais cliniques :

Ces 5 grandes causes de la stagnation de la R&D ont des répercussions sur le
développement clinique. Dans les années 1950 et 1960 les criblages de molécules étaient
réalisés sur les animaux et intervenaient a un stade précoce du développement préclinique. Les
découvertes impliquaient la capacité minutieuse des médecins a identifier des améliorations
symptomatiques apres traitement notamment dans les domaines ou ceux-ci peuvent étre décelés
aisément tels que la psychiatrie. Si cette technique peut paraitre laborieuse, il faut noter que de
nouvelles utilisations thérapeutiques ont été récemment suggérées via cette méthode par des
cliniciens observant des patients dans leur quotidien®®. Certaines petites et moyennes
entreprises reconnaissent cette opportunité et sont des repositionneurs actifs de médicaments
déja existants. Cependant, les problémes précédemment soulevés a savoir celui du principe de
précaution et celui du biais exercé par la recherche fondamentale sur la R&D conduisent
aujourd’hui a des essais cliniques limités sur I’étude de 1’indication pour laquelle la molécule a
été commercialisée. Si le candidat médicament présente un effet qui semble 1i¢ a un effet off
target qui n’avait pas été anticipé par les promoteurs de 1’essai clinique alors ce dernier est
arrété et considéré comme un échec. De plus, la tendance globale a opter pour des études
multicentriques réduit la probabilité de constater des effets hors cibles car le nombre de patients

par centre lors d’essai clinique est compris entre cing et dix*’.

b) L’effectif croissant des patients inclus dans les essais cliniques :

Le premier essai clinique randomisé contr6lé a été publi¢ en 1948. Ce dernier recrutait
109 patients et 107 d’entre eux avaient été randomisés®®. Entre 1993 et 2006 le nombre moyen
de patients pour un essai évaluant 1’efficacité d un nouvel agent antidiabétique en phase 3 était
compris entre 900 et 4000. Le premier essai pivot pour Merck publié en 1994 recrutait 4400
patients®®. Actuellement, un autres essai de ce type dirigé par Merck évaluant 1’anacetrapib (un

candidat médicament modulant le taux de cholesterol) prévoit de recruter 30 000 patients.

Cette augmentation du nombre de patients est la conséquence de plusieurs facteurs. Le
besoin constant de démontrer une innovation augmente la taille des essais cliniques. Tout
confondu, la taille de I’effectif des patients inclus dans un essai clinique doit étre inversement
proportionnelle au carré de I’amplitude de ’effet du candidat médicament. Ainsi, si I’effet du
médicament diminue de moitié par rapport a un médicament concurrent, 1’essai clinique devra
recruter 4 fois plus de patients pour avoir un effet statistiquement significatif et comparable. De

plus, les essais cliniques de phase 3 sont devenus un mélange de science, de régulation, de
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relations publiques et de marketing. Aussi, la difficulté de répondre positivement a toutes ces
contraintes est liée a une augmentation de la taille et du prix des essais cliniques. Le recours a
des essais cliniques multicentriques parait nécessaire compte tenu de la diversité des
comportements des patients et du fonctionnement des cliniciens. Ils permettent d’exclure des
biais tels que le type de population étudié ou encore les pratiques cliniques adoptées par le
centre ou se déroule ’essai. De plus, les essais cliniques de petite taille ne suffisent pas a
convaincre sur I’efficacité et la sécurité d’utilisation d’un candidat médicament dans un monde
ou la médecine est basée désormais sur un fort niveau de preuves. Aussi, le recours a des essais
multicentriques a entrainé une augmentation d’un facteur 2 du nombre d’investigateurs d’essais
cliniques ces dix derniéres années, ainsi qu’une hétérogénéité et une augmentation du cott

associé aux essais cliniques®”’ .

c) La multiplicité des essais cliniques :

Le besoin constant de démontrer une innovation augmente la complexité de la pratique
médicale. Dans certains secteurs de la santé ou auparavant une ou deux options possibles étaient
proposées aux patients, les médecins disposent aujourd’hui d’un catalogue fourni de nouvelles
options thérapeutiques. Par exemple, le traitement des patients atteints de diabéte de type 2 était
autrefois I’insuline, un régime strict ou encore de 1’exercice alors que maintenant il existe 10
classes différentes de médicaments pour cette pathologie. Le traitement des patients atteints de
cancer du colon était autrefois la résection du colon ou les soins palliatifs. Désormais les
connaissances scientifiques portant sur le cancer du colon a entrainé la rédaction de 100 pages
de recommandations pour le traitement de ce cancer. Ainsi la pise en charge des patients pu

nettement étre améliorée avec des taux de survie passant de 20 a 70% .

Par ailleurs, les instances de santé sont moins enclines a accepter que la sécurité et
I’efficacité soient évaluées sur des populations hétérogénes et fragmentées. Ceci implique une
augmentation du nombre des essais cliniques ainsi que 1’aboutissement a des indications plus
restreintes. A titre d’exemple, la galargine, un analogue de 1’insuline a durée de vie longue a
été approuvée par la FDA en 1999 apres avoir été évaluée dans 3 essais cliniques de phase 3.
En comparaison, le degludec, un nouvel analogue de ’insuline a durée de vie longue a été

approuvé par la FDA en 2011 apres 12 essais cliniques.

On estime que des médicaments candidatant a des Autorisations de mise sur le marché (AMM)
(dans des domaines bénéficiant déja d’alternatives thérapeutiques) exigent la réalisation

d’environ une douzaine d’essais cliniques de phase 3.
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d) Le probléme lié a la durée des périodes d’essai clinique :

Dans les années 50-60, la durée des phases d’essai cliniques et précliniques était
relativement courte. Les instances de santé prenaient moins de précaution et I’efficacité des
médicaments était testée directement dans des modeles animaux. Cela a permis d’accélérer

I’innovation.

Le premier antidépresseur (I’'imipramine) a été synthétis¢ en 1951, testé dans le rat quasi
immédiatement, et évalué personnellement par des employés de la compagnie Geigy a des fins
neuroleptiques et sédatives*®’. De 1952 a 1955, il a ensuite été testé dans d’autres pathologies ou
des effets ont été notés chez des patients psychotiques, avant d’étre identifi¢é comme agent
antidépresseur en 1956. Le développement préclinique ainsi que les périodes d’essai chez
I’homme ont été réalisés en 5 a 6 ans dans les années 50 alors que cette période d’essai était

évaluée a 9 ans en 2006*'.

Suite aux difficultés décrites précédemment, il est facilement concevable que le bilan des 50
derni¢res années en R&D ne soit pas a la hauteur de ce qui était espéré. L’innovation
technologique ainsi que les avancées en recherche fondamentale n’ont pas permis d’augmenter
le nombre de médicaments arrivant sur le marché malgré les ressources humaines et matérielles
investies dans les domaines tels que 1’oncologie. Ces propos sont a tempérer pour le domaine
de I’onologie ou on consate une augmentation du nombre de nouvelles molécules depuis ces 4-
5 derniéres années. Dans ce contexte, le recours a des techniques telles que le repositionnement

de médicament pourrait représenter une alternative.
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B) Le repositionnement de médicaments :

1) Définitions :

A ce jour il n’existe pas de définition consensuelle du repositionnement de

médicaments. I1 est décrit comme une stratégie qui consiste a identifier de nouvelles indications
thérapeutiques pour des molécules déja disponibles sur le marché et dont le profil de toxicité

est connu (effets indésirables, contre-indications et profil pharmacocinétique).

Une étude menée par Langedick et al*> en 2015 s’est intéressée aux terminologies et
définitions utilisées dans la littérature. Les auteurs ont établi, qu’en anglais, il existait différents
termes pour désigner cette stratégie de recherche dont les plus couramment utilisés étaient
« drug repositionning », « drug repurposing », « drug reprofiling », « drug rediscovery » ou
encore « drug redirecting ». Parmi ces articles, certains proposaient des définitions plus ou
moins spécifiques pour cette stratégie de recherche (Figure 3).

TABLE 1

Examples of definitions of drug repositioning and drug repurposing used in the articles analysed
Definition*

Drug repositioning is giving new usages for old drugs

Drug repositioning is a concept to reuse existing drugs for new targets
Drug repositioning and drug repurposing are finding a new use for an existing drug
Drug repositioning and drug repurposing refer to the use of an old drug for a new indication

Drug repositioning drug repurpasing drug redirecting and drug reprofiling are the process of finding new uses outside the scope of the original medical
indication for existing drugs

Drug repositioning and drug repurpasing are taking an approved drug that has already been optimised for safety and efficacy in a particular indication
and abtaining regulatory approval for novel therapeutic applications

Drug repositioning refers to the utilization of a known compound in a novel indication underscoring a new mode of action that predicts innovative
therapeutic options

Drug repositioning is a strategy for pharmaceutical R&D in which an established active pharmaceutical ingredient is applied in a new way - for example,
for a new indication - and often combined with an altemative method of presentation, such as a novel delivery route

Drug repositioning and drug repurposing are a strategy to find new uses for previously approved drugs and ‘parked’ or ‘off the shelf’ malecules that
reached the dinic without any safety concems but did not show suffident efficacy against their intended primary disease target

Drug repositioning involves: finding new indications for existing drugs or potential drug candidates, including those in clinical development where
mechanism-of-action is relevant to multiple diseases; drugs that hawe failed todemonstrate efficacy for a particularindication during Phase Il or Nl trials
but have no major safety concems; drugs that have been discontinued for commercial reasons; marketed drugs for which patents are close to expiry;
and drug candidates from academic institutions and public sector laboratories not yet fully pursued

“The definitions were extracted from the context of the antickes and sentences were rephrased If necessary for grammatical reasons

Figure 3 : Définitions recensées du repositionnement de médicament apreés analyse de 217

articles

Drug discovery today. Drug repositioning and repurposing: terminology and definitions in

literature. Langedijk et al. 2015.
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Si certaines nuances peuvent étre relevées apres lecture de ces définitions, les auteurs ont pu
identifier que les chercheurs publiant des articles en rapport avec le repositionnement de
médicaments utilisaient cinq caractéristiques pour définir cette stratégie : I'utilisation, le
produit, 1’action, le concept, et le type d’indications thérapeutiques justifiant le

repositionnement du médicament (Figure 4).

Drug repositioning or similar term

Action Product Other

* To identify New: » Existing * (An extension of) a
pharmaceutical marketing
* To use * Disease active ingredient authorisation

* To develop  Patient population » Valid patent or

» Dosage form » Existing medicinal * (Off-label) use as a
product pharmacotherapy

» Route of

administration « Abandoned

« Combination of *Usedin
aforementioned pharmacotherapy

* Marketing
authornsation

* No existing active phamaceutical ingredient — de novo drug
discovery

« Abandoned existing active phamaceutical ingredient or
medicinal product — drug rescue

Figure 4 : Caractéristiques permettant de définir le repositionnement de médicaments

Drug discovery today. Drug repositioning and repurposing: terminology and definitions in

literature. Langedijk et al. 2015.

L’utilisation fait référence a des « nouvelles utilisations », « pratiques », « utilisations
cliniques », « applications thérapeutiques », « thérapies» ou encore « indications
thérapeutiques ». Quelques soient les termes employés, les auteurs font référence a la méme
finalité a savoir le traitement d’une pathologie. Le développement d’un médicament pour de
nouvelles maladies peut impliquer de nouvelles populations, nouvelles posologies ou formes
galéniques. Cependant des termes tels que « nouvelle application » n’englobent pas forcément
le traitement d’une nouvelle maladie. Cela peut comprendre le développement d’un
médicament pour une nouvelle population de patients, pour une nouvelle forme galénique ou

pour une autre ligne de traitement. Par exemple le fentanyl qui a été approuvé en 1980 était
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initialement commercialisé sous forme de solution pour infusion et est désormais disponible
sous forme de spray nasal, patch transdermique, tablettes buccales, ou encore de pastille pour
utilisation oromucosale. Ainsi, des termes tel que « nouvelles applications » sont ambigus et ne
définissent pas parfaitement le repositionnement de médicaments puisqu’ils peuvent faire
allusion uniquement a de nouveaux dosages ou formes galéniques ce qui n’est pas la premiére
intention des auteurs lorsqu’ils utilisent ces termes. De plus, la définition de nouveau devrait
étre claire. Devons-nous considérer une utilisation comme nouvelle si elle était mentionnée
dans la littérature mais pas utilisée en pratique clinique ? Ou devons-nous considérer comme
innovant le fait de proposer une indication en dehors de I’autorisation accordée par les instances
de santé qui ont autorisé 1’arrivée sur le marché du médicament ? Si c’est le cas, alors il faudrait
considérer les médicaments utilisés hors AMM tels que la pregabaline, un anti-épileptique
utilisé dans le traitement des insomnies résistantes, comme des exemples de repositionnement

de médicaments.

Le produit est, lui aussi, source de débat. Dans les publications étudiées par Langedick
et al.*, différents termes sont employés pour le définir. Certains auteurs font référence a une
molécule active tandis que d’autres font référence directement a un médicament pour lequel on
dispose déja d’une forme galénique, d’un dosage, et prét a étre utilisé. De plus, les auteurs font
allusion a différents stades du cycle du médicament quand ils définissent une molécule
repositionnable : certains parlent de candidats médicaments, de médicaments abandonnés, de
médicaments disponibles sur le marché et d’autres de vieux médicaments. Ces dernicres
appellations peuvent elles-mémes laisser place a différentes interprétations ; par exemple un
candidat médicament peut faire référence a une molécule toujours en développement pour sa
premiére intention et qui serait efficace pour le traitement d’une autre pathologie comme c¢’est
le cas du sildenafil testé en essai clinique comme antihypertenseur pulmonaire et repositionné
dans le traitement des dysfonctions érectiles. Les vieux médicaments impliquent des
médicaments dont I’exclusivité sur le marché a expiré pouvant ainsi étre génériqués. Les
médicaments abandonnés font référence a des médicaments dont le développement a été arrété
car elles n’ont pas prouvé d’efficacité dans I’intention pour laquelle elles avaient été
développées. Le vocabulaire utilisé pour définir le produit est important puisqu’il fixe les
limites du repositionnement de médicaments. A ce jour, les définitions qui font référence a « de
nouvelles utilisations pour des vieux médicaments » excluent les nouvelles utilisations pour les
candidats médicaments, les médicaments abandonnés et les médicaments récemment

approuvés. De plus le recours a des termes tels que « médicaments existants » est discutable
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puisqu’il peut faire allusion a des médicaments disponibles sur le marché et/ou candidats
médicaments. L’utilisation de termes plus spécifiques tel que « sauvetage de médicaments »
devrait étre considérée pour le développement de nouvelles utilisations pour les médicaments
abandonnés. Enfin les médicaments retirés du marché ne sont jamais mentionnés comme
candidats médicaments malgré le fait que la thalidomide (initialement utilisée comme anti-
émétique chez la femme enceinte, elle est désormais reconnue comme tératogene et indiquée
dans le traitement de certaines pathologies cancéreuses comme les myélomes multiples) soit

I’exemple le plus connu de repositionnement de médicaments.

L’objectif principal du repositionnement de médicaments peut étre résumé par
différentes actions : 1’identification de nouvelles applications (via le screening de molécules
actives dans le but de découvrir ou suggérer de nouveaux usages), I’utilisation de médicaments
dans de nouvelles applications (utilisation du médicament hors autorisation de mise sur le
marché dans le traitement d’un patient) ou le développement de nouvelles applications

(développement dans le but d’obtention d’une autorisation de mise sur le marché).

Le concept de repositionnement de médicaments est quant a lui plus souvent défini

comme une stratégie, un processus ou encore une approche.

Enfin, le type d’indication peut varier selon le type de repositionnement: il peut
correspondre & une extension de I’indication originale ou alors a une utilisation dans un cadre

hors AMM.

2) Avantages liés au repositionnement de médicaments :

Contrairement au développement de novo de nouvelles molécules, le repositionnement
de médicaments commence par des agents pharmaceutiques connus ayant déja été testés dans
des ¢études cliniques. Il existe donc une multitude de données accessibles au clinicien et au
chercheur, notamment des données publiées sur la pharmacocinétique, la biodisponibilité, les
toxicités (courantes et peu communes), les protocoles établis et la posologie. Ces données
dépassent de loin ce qui peut étre obtenu des essais cliniques de phase I de nouveaux

médicaments.

Cela ne veut pas dire qu’il est systématiquement possible d’éviter les essais de phase |
pour les médicaments repositionnés. Ces essais peuvent encore étre nécessaires pour établir les
doses maximales tolérées de médicaments repositionnés si la dose requise pour atteindre les
niveaux pertinents dans sa nouvelle indication dépasse de loin les doses standard utilisées dans

I’indication initiale du médicament. De méme, des études de phase 1 peuvent étre nécessaires
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si le médicament repositionné doit étre utilisé dans un traitement combinatoire, et pour lequelle
il est nécessaire d’établir qu’il n’y a pas de toxicités nouvelles et/ou inacceptables. Cependant,
méme dans les cas ou des essais de phase I sont nécessaires, il existe un ensemble de données
humaines existantes qui permettent de guider la structure et les dosages utilisés au cours de

I’essai.

Le repositionnement de médicaments pourrait permettre un gain de temps dans le processus de
développement du médicament qui doit avoir lieu avant tout essai de phase I. On estime que le
temps nécessaire au développement de novo de nouvelles molécules est de 10 a 17 ans contre
3 a 12 ans pour les médicaments repositionnés*3. Si la diminution de la durée de développement
a des conséquences économiques directes en terme de réduction des cotits pour les entreprises
pharmaceutiques, il existe également d’autres avantages potentiels en terme de réduction des
risques. Le nombre de médicaments candidats qui sortent des chaines de production et qui sont
utilisés en clinique est inférieur a 10% pour I’oncologie!. 1l est a espérer qu’en repositionnant
des médicaments existants aux propriétés pharmacologiques connues, ce taux d’échec pourrait

étre considérablement réduit.

Un autre avantage du repositionnement de médicaments concerne les aspects
économiques car il permet 1’utilisation de médicaments a faible coiit et / ou génériques. Etant
donné les longues durées de développement, et les taux d’attrition €levés, le colit des nouveaux
médicaments en oncologie, par patient, est trés ¢levé, allant généralement de 5 000 a 10 000
dollars par mois. Par exemple, une récente lettre ouverte signée par de plus de 100 experts en
leucémie myéloide chronique (LMC) décrivait les cotts de trois thérapies ciblées récemment
approuvées (ponatinib, omacétaxine et bosutinib), avec des montants s’établissant a 138 000
USS$ par an pour le ponatinib, 28 000 US$ pour le traitement d’induction a 1’ometoxacine et a
14 000 USS$ pour le traitement de maintenance, et enfin environ 118 000 dollars par an
bosutinib*. Ce coit élevé pése lourdement sur les systémes de santé publique des économies
avanceées et est tout simplement inabordable pour le grand nombre de patients des pays pauvres

et a revenus intermédiaires.

En revanche, bon nombre de médicaments faisant I’objet d’une étude de
repositionnement en oncologie sont disponibles sous forme de médicaments génériques ou a
faible cott. Méme lorsque ces médicaments sont utilisés en association avec des thérapies

standard existantes, les colits supplémentaires sont probablement faibles.

Bien que le colit ne soit pas a lui seul le parameétre qui devrait déterminer les traitements

appropriés pour les soins des patients, il s’agit d’un facteur important pour les systémes de santé
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et les assureurs, ainsi que d’un facteur clé dans 1’élaboration d une politique de santé. Dans tout
calcul de cout-bénéfice, les interventions avec des médicaments repositionnés ayant une
efficacité prouvée auront un score plus élevé que celles avec des traitements ciblés plus coliteux.
Il est donc impératif que des essais cliniques randomisés portant sur des médicaments
repositionnés soient menés pour prouver leur efficacité et contribuer ainsi a réduire le fardeau

financier des systémes de santé en difficulté, en particulier dans les économies les plus pauvres.

Cela ne signifie pas qu’il n’y a pas d’inconvénients potentiels au repositionnement de
médicaments. Il est possible que certains médicaments candidats présentent une bonne
efficacité, mais seulement a un dosage bien supérieur a I’enregistrement initial du médicament,
avec des problémes de toxicité et des événements indésirables (nous allons revenir a la question
des essais cliniques). Les principaux inconvénients sont liés aux droits de propriété
intellectuelle et aux incitations économiques, en particulier pour les médicaments non brevetés
et les médicaments génériques — ce qui, paradoxalement, constitue également un avantage clé

potentiel du repositionnement.

3) Contexte économique :

La baisse constante du prix du séquencage génomique contribue aujourd’hui a la mise
en place d’'une médecine personnalisée. Les essais cliniques en oncologie recrutent désormais
des patients sur la base du profil génomique de leur tumeur. L’utilisation combinée d’outils
prédictifs et pronostiques suscite de nombreux espoirs et attentes chez les patients atteints de

cancerl.

Le domaine de 1’oncologie doit toutefois faire face a de nombreux challenges. De
manicre générale, les services de santé nationaux deviennent de moins en moins capables
d’absorber I’augmentation exponentielle du prix des nouveaux médicaments commercialisés
en oncologie. Dans les années 90, on estimait le prix moyen d’un médicament anticancéreux a
moins de 100 USS$ pour un traitement d’un mois et celui-ci s’¢élevait a10 000 US$ pour un mois
de traitement en 2011. En 2013, les dépenses de santé pour les médicaments d’oncologie
s’¢levaient a 91 milliards de dollars ce qui est comparable au produit intérieur brut d’un pays
européen comme la Hongrie (126 milliards de dollars)*%4"4%_ Dans ce contexte, la diminution
du colit associ¢ au développement des nouveaux agents anti-cancéreux apparait nécessaire.
Cependant aucune mesure n’est & ce jour connue pour palier au probléme a court et moyen
terme.A cela s’ajoute la complexité de la compréhension des mécanismes favorisant
I’émergence des cancers chez les patients. Dans les cellules considérées comme initiatrices des

cancers, les mutations d’ADN identifiées appartiendraient a 12 machineries cellulaires
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différentes*~°, Le recrutement des patients dans les essais cliniques en oncologie est désormais

basé sur le profil génomique de leur tumeur (Figure 5).
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Figure 5 : Caractéristiques des cellules tumorales et thérapies associées:

Cell. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Hanahan et Weinberg. 2011.

Enfin la plupart des entreprises pharmaceutiques impliquées dans le développement de

nouveaux médicaments anticancéreux conduisent a des essais cliniques visant a démontrer

I’efficacité ou la supériorité de leurs produits utilisés en monothérapie plutot qu’en combinaison

dans le but d’obtenir des AMM. Cependant, dans la majorité des cas, le recours a des thérapies

combinatoires agissant sur différentes cibles des cellules cancéreuses serait plus prometteur

pour la majorité des patients’!(Figure 6). De plus, le développement pharmaceutique et les

méthodes d’évaluation des candidats médicaments ne permettent pas de juger le potentiel de ce

type de thérapies combinatoire excepté quelques rares cas tel que la combinaison du dabrafenib

et du trametinib dans le traitement du melanome?2.
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Dans ce contexte, repositionner le large éventail de médicaments n’appartenant pas au
domaine de I’oncologie en premicre indication et pour lesquelles nous disposons déja de
données de sécurité précliniques et cliniques, représente une alternative attractive pour proposer

des thérapies innovantes aux patients atteints de cancers (Figure 6).
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Figure 6 : Thérapies combinatoires et repositionnement de médicaments.

Nature reviews Clinical oncology. Drug repurposing in oncology. Bertolini et al. 2015.

Les caractéristiques des cellules tumorales sont variables, elles incluent I’indépendance
des cellules face aux signaux de mort cellulaire et de régulation de la prolifération, la disparition
du phénoméne d’apoptose, une capacité anormale a susciter 1’angiogenése, 1’acquisition d’un
pouvoir invasif (transition épithélio mésenchymateuse, formation de métastases) et la capacité
a déjouer le systeme immunitaire (Figure 5). Ces propriétés suggerent ainsi le recours a des
thérapies combinatoires pour identifier des traitements efficaces et au repositionnement de

médicaments pour identifier des nouveaux traitements a prix raisonnables.
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En théorie, le repositionnement de médicaments permet un développement plus rapide,
et moins onéreux des traitements. De plus, la connaissance des profils de toxicité des
médicaments permet de diminuer 1’évaluation de la sécurité d’administration ce qui facilite le
transfert en clinique vers d’autres pathologies / indications. A ce jour, les exemples de

repositionnement de médicaments en oncologie restent néanmoins limités.

Le but de cette thése sera de mettre en lumiére les bénéfices que peuvent apporter
le repositionnement de médicaments au systeme de santé ainsi qu’aux patients et de
démontrer que cette stratégie indépendante de développement de médicaments
impliquant les industriels pharmaceutiques, les chercheurs académiques, les
gouvernements, ainsi que les associations de patients doit étre sérieusement considérée

par la communauté scientifique.

4) Identification des opportunités pour repositionner des médicaments :

a) Exploitation des bases de données :

La grande majorit¢ des médicaments utilisés en clinique a des effets hors cible qui
pourraient contribuer a I’identification de nouvelles indications thérapeutiques>. Ceci est

possible via la consultation de bases de données existantes.

En effet, en consultant des bases de données libres d’acces, les chercheurs peuvent
identifier toutes les cibles répertoriées des agents pharmacologiques disponibles sur le marché.
Les bases de données pharmaceutiques les plus connues sont Drugbank, Drugsurv, ou encore

Pubchem (Figure 7).
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Il est ensuite possible d’analyser les cibles thérapeutiques via des bases de données

protéomiques telles que UniProt ou génomiques telles que EntrezGene (Figure §8).
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Il existe également des outils dédiés uniquement au repositionnement de médicaments
et permettant d’identifier aisément de nouvelles indications thérapeutiques pour des molécules
déja disponibles sur le marché et plus particulieérement pour celles ayant atteint les phases
d’essai clinique mais n’ayant pas obtenu d’AMM. Récemment, Corsello et al ont participé a la
création d’un réseau pour le repositionnement de médicaments. Les auteurs ont dans un premier
temps recensé toutes les molécules ayant atteint les phases d’essai clinique en interrogeant
toutes les bases de données existantes — qu’elles soient privées, publiques ou mises a disposition
par les instances de santé. Puis, ils ont identifié¢ toutes les molécules disposant d’une AMM en
interrogeant les organismes de réglementation tels que la FDA (Food Drug Administration). Ils
ont ensuite annoté les indications connues et le statut du développement clinique de chaque
molécule. Ceci les a conduits a I’identification d’une librairie de molécules repositionnables
comprenant 1988 médicaments commercialisés et 1348 molécules ayant atteint des essais

cliniques allant de la phase 1 a la phase 3 (Figure 9).
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Figure 9: Schéma résumant la création d’une librairie pour le repositionnement de

médicaments

Nature medicine. The Drug Repurposing Hub: A Next-Generation Drug Library and

Information Resource. Corsello et al. 2017.
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Enfin, ces derniers ont contrdlé la pureté de tous les composés et annoté pour chaque
molécule, le nom de la structure chimique, le stade de développement clinique, le mécanisme
d’action, les cibles moléculaires connues, le domaine de la pharmacologie dans lequel elle est
utilisée, les indications connues, les références associées, ainsi que des liens commerciaux

permettant d’obtenir le composé (Figure 10).
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Figure 10 : Figure montrant le nombre de médicaments identifiés dans chaque phase d’essai
clinique pour la librairie recensée (en haut), le nombre de molécules (en bas a gauche) et les

domaines de la pharmacologie dans lesquels ils sont indiqués (en bas a droite)

Nature medicine. The Drug Repurposing Hub: A Next-Generation Drug Library and

Information Resource. Corsello et al. 2017.

De nombreuses autres bases de données ou outils permettant 1’identification de
candidats pour le repositionnement de médicaments existent. Celles-ci fournissent des
informations allant de la structure chimique des drogues au recensement d’oncogénes pouvant
faciliter la mise en place de thérapies personnalisées dans certains sous types de cancers®. A
titre d’exemple, I’imipramine, un médicament appartenant a la classe pharmacologique des
antidépresseurs tricycliques, a pu étre identifiée par une approche bioinformatique comme un

agent repositionnable dans le traitement du cancer du poumon a petites cellules®. Des
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approches similaires ont permis de révéler le potentiel thérapeutique de la pentamidine (anti-

parasitaire) dans le traitement du carcinome rénal & petites cellules.

b) Approches de prédiction in silico :

Certaines approches in silico combinent le docking moléculaire aux bases de données
existantes pour identifier de nouvelles interactions entre molécules et protéines. Ces méthodes
reposent sur des algorithmes permettant de tester un grand nombre de molécules afin d’établir
si oui ou non elles peuvent interagir avec les sites actifs de cibles protéiques. Une fois que des
candidats ont été¢ prédits pour exercer I’effet pharmacologique recherché, des étapes de
validation in vitro et in vivo peuvent étre réalisées. Si des découvertes de novo de nouveaux
médicaments ont été répertoriées®’, la pertinence des approches in silico de repositionnement
de médicament reste a évaluer®®. A ce jour, des criblage virtuels ont permis de découvrir que
des médicaments utilisés dans des domaines autres que 1’oncologie pouvaient interagir avec des
cibles thérapeutiques relevantes dans le cancer telles que la primaquine qui interagirait avec
I’indole-amine 2, 3 dioxygénase®, et la simvastatine qui interagirait avec des récepteurs aux

oestrogénes®.

c) Approches in vitro :

Les technologies de criblage haut débit permettent I’identification de propriétés
pharmacologiques anti-cancéreuses pour les médicaments déja existants. Les essais de
cytotoxicité ou les essais de criblage réalisés directement sur cibles thérapeutiques sont
largement utilisés dans les processus de découvertes de nouvelles molécules actives®!.
L’utilisation d’un essai phénotypique testant I’effet de 2816 médicaments a permis par exemple
I’identification de 16 composés actifs a des concentrations de I’ordre du nanomolaire sur des
lignées cellulaires cancéreuses de la thyroide. Deux de ces médicaments ont démontré un effet
pharmacologique sur d’autres mod¢les de lignées cellulaires et de sphéroides de cancer de la

thyroide$?.

Les expérimentations visant a tester un grand nombre de combinaisons différentes
d’agents pharmacologiques dans le but d’identifier des associations synergiques paraissent
¢galement prometteuses. Cependant, ['utilisation de technologies de criblage haut débit
permettant I’évaluation de ces associations reste limitée a ce jour®>%*%%, Dans des maladies poly-
factorielles telles que le cancer, ce type d’approche est pertinent. Cependant la majorité des
¢tudes entreprises utilisant des technologies de criblage haut débit font appel a des tests réalisés

en monothérapies. Ce type d’approche ne permet donc pas I’identification de combinaisons
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synergiques. A titre d’exemples, ’association d’un agent antipsychotique (la chlorpromazine)
avec la pentamidine (un agent antiparasitaire actif sur les protozoaires) a pu étre identifiée
comme synergique dans le cancer du poumon®. L association du CGS-21680, un agoniste des
récepteurs a I’adénosine, et du salmeterol, un agent agoniste du récepteur beta 2 adrénergique,
a la dexamethasone a pu également étre démontrée comme bénéfique dans le traitement du
myélome multiple en utilisant ce type de technologie. Dans ce dernier cas, le salmeterol et le
CGS-21680 utilisés en monothérapies n’étaient pas capable d’exercer d’effet pharmacologique

in vitro®.

d) Expérimentations animales :

Le criblage in vivo a grande échelle sur les modéles animaux n’est pas possible pour des
raisons éthiques. Cependant, tester une sélection de médicaments ayant démontré un potentiel
thérapeutique in vitro afin de valider leur effet in vivo est une étape nécessaire si le médicament
n’a jamais été testé dans la nouvelle indication identifi¢e. Ce type d’approche a été réalisé par
Roix et al qui ont testé 182 médicaments dans un modéle de xénogreffe de glioblastome et
validé 1°effet thérapeutique de trois médicaments, le candesartan, le risedronate et la terbinafine,
dans deux autres modéles animaux a des doses supérieures a celles atteignables chez I’homme.
Les auteurs de cette étude ont conclu que le criblage haut débit animal d’agents repositionnables
ne pourrait pas a lui seul représenter une alternative en raison du colit associé a ce type

d’expérimentations®®.

e) Observations des traitements vétérinaires :

Les données issues du traitement des animaux de compagnie développant spontanément
des tumeurs peuvent représenter des opportunités de repositionnement de médicaments mais
celles-ci sont souvent négligées. Des essais cliniques sur les animaux pourraient permettre
d’obtenir des informations précieuses pour ’évaluation du potentiel anticancéreux de tels
agents. A titre d’exemple, 1’utilisation de la desmopressine en situtation peri-opérative dans le
cancer mammaire canin ou la combinaison du piroxicam au cyclophosphamide dans les
sarcomes des tissus mous non complétement réséqués a permis de révéler 1’action

anticancéreuse insoupgonnée de ces agents®’.

f) Observations cliniques :

Il existe d’autres approches complémentaires consistant a sélectionner des molécules
sur la base de leur profil de toxicité avec le rationnel que des médicaments entrainant des effets

indésirables similaires partagent une ou plusieurs cibles thérapeutiques®®, ou encore
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I’exploitation de données épidémiologiques pour identifier des médicaments pouvant améliorer

le pronostic de survie des patients®.

La survenue d’effets indésirables dans des organes en particulier peut suggérer une
action pharmacologique d’un médicament sur une cible particuliérement exprimée dans cet
organe, ce qui peut suggérer des pistes pour le repositionnement de cet agent. La notification
d’effets inattendus telle que I’érection dans le cadre d’un essai clinique visant a tester
’efficacité du sildenafil’® dans I’hypertension artérielle pulmonaire représente des opportunités

de repositionnement de médicaments.

D’autres exemples d’observations cliniques peuvent étre cités comme [ utilisation de la
1 h . . h 1 . 7 1 r . 71 "d h . 7] 1’ '1' .
clarythromicin chez les patients présentant une leucémie my¢loide chronique’ ou I’utilisation

du propranolol en pédiatrie pour le traitement des hémangiomes sévéres du nouveau-né’?.

L’observation clinique liée a I’utilisation de médicaments dans un cadre hors AMM peut
interpeler sur le potentiel thérapeutique d’un médicament a étre repositionné, particuliérement
en oncologie pédiatrique. La décision de traiter le premier patient atteint de leucémie
promyélocytique avec de ’acide 13 cis rétinoique était basée sur des résultats in vitro utilisant
des cellules leucémiques de patients’®. Deux cas de patients rapportés sur I’utilisation du
mebendazole dans le cancer colorectal’* ainsi que I’utilisation du propranolol” dans
I’angiosarcome a des stades avancés illustrent le potentiel du repositionnement de médicaments

pour les patients ne répondant pas ou plus aux traitements standards.

g) Analyses épidémiologiques et études rétrospectives :

Le repositionnement de médicaments en oncologie peut aussi bénéficier de 1’utilisation
de données épidémiologiques. Des preuves peuvent provenir de constat tels que la réduction
significative de 1’incidence, la sévérité ou la mortalité dans certains types de cancers suite a
I’utilisation d’un médicament a visée non anticancéreuse. Quand cela est possible, des analyses
épidémiologiques plus poussées peuvent étre réalisées pour déterminer quelles sous populations
de patients tirent un bénéfice de I'utilisation de ces médicaments. Dans ce contexte, 1 aspirine

et la metformine constituent des exemples de succés de repositionnement de médicaments.

Des analyses d’une étude clinique cas témoins ont permis de mettre en évidence que des
patients diabétiques traités par metformine présentaient un risque moindre de développer un
cancer’®. La réalisation d’analyses rétrospectives d’essais cliniques randomisés pourrait

représenter une source d’informations pour le repositionnement de médicaments comme cela a
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pu étre appliqué pour identifier le réle préventif de 1’aspirine sur 1’apparition de métastases chez

des patients atteints de cancer’”.

Une étude a tenté de quantifier le pourcentage de succeés de repositionnement de
médicaments qui pourraient étre directement attribuable a ce type de sources. Les résultats de
cette étude ont permis de démontrer que sur les 29 médicaments ayant obtenu une AMM en
1988 aux USA, 143 nouvelles applications ont pu étre identifiées et parmi elles, 57% des
innovations thérapeutiques étaient des découvertes faites par des cliniciens®®. Ces résultats
soulignent ainsi 1’importance des observations cliniques dans le repositionnement de

médicaments.

Bien que ces études soient un élément initiateur pour orienter la recherche de nouvelles
indications a des médicaments déja existants, d’autres moyens tels que des études animales
devraient étre réalisés afin de renforcer le niveau de preuve de ces découvertes. A 1’inverse, si
la découverte est réalisée sur un modele animal, celle-ci devrait étre renforcée par des études

cliniques retrospectives.

L’aspirine a été utilisée pendant des décennies pour la prévention de pathologies
cardiovasculaires. Toutefois, son réle prophylactique reste discutable a ce jour car la réduction
d’événement vasculaires de 12% est associ¢e a une augmentation des hémorragies et aucune
réduction de la mortalité associée a une cause vasculaire n’a pu étre notée’®. Des données
épidémiologiques publiées en 2011 indiquent que I’effet de I’aspirine sur la mortalité globale
est essentiellement di a une réduction de la mortalité liée au cancer. Les résultats d’études de
modé¢lisation économique suggerent que 1’aspirine pourrait étre rentable méme chez les
individus sans facteurs de risque de maladie cardiovasculaire’. L’analyse bénéfices- risques de
I’utilisation de 1’aspirine pour la prévention du cancer dans la population générale des pays
développés indique un bénéfice net pour une utilisation minimale de 5 ans de prophylaxie a
I’aspirine, débutant entre 50 et 65 ans, pour les hommes et les femmes, avec des avantages plus
importants notés aprés au moins 10 ans d’utilisation. La prise continue d’aspirine pour des
durées plus longues semble également étre associée a un bénéfice thérapeutique’® 7’0, Les
preuves de réductions de I’incidence du cancer colorectal (CCR), de 1’cesophage et de I’estomac
sont convaincantes et démontrées dans plusieurs études mais trop limitées a ce jour pour attester
de réel bénéfice de I’utilisation de 1’aspirine sur la survenue de cancers du sein, de la prostate
et du poumon’®. Des études rétrospectives ont démontré que, chez les patients atteints de CCR,
des mutations génétiques pouvaient influencer 1’effet de 1’aspirine sur la mortalité¢ liée au

cancer. Liao ef al.3! ont ainsi montré que 1’utilisation réguliére d’aspirine aprés diagnostic chez
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les patients atteints de CCR PIK3CA muté était associée a une survie spécifique et une survie
globale supérieures (p<0,001), alors que cet effet n’était pas constaté chez les patients PIK3CA
sauvage. Ces résultats ont ensuite été confirmés dans une autre cohorte de patients®?. Ces
découvertes suggerent que la mutation du géne PIK3CA pourrait servir de biomarqueur prédictif
pour la réponse a 1’aspirine en thérapie adjuvante pour les patients atteints de CCR. Dans une
autre étude, I'utilisation de ’aspirine a été associée avec un risque plus faible de mortalité chez
les patients atteints de CCR avec un statut BRAF sauvage mais pas chez les patients BRAF
muté. Ainsi, ces résultats indiquent que les patients atteints d’'un CCR BRAF muté pourraient
étre moins sensibles aux effets de I’aspirine®®. De plus, d’autres biomarqueurs prédictifs ont

848586 et le mécanisme sous-jacent de ces résultats implique la

aussi été proposés
cyclooxygénase 2 (COX-2) que ¢a soit par sa surexpression®*, son interaction avec la voie
PI3K3!, ’enzyme MGST]1, coexprimée et fonctionnellement couplée avec COX2%, ou une voie
antagonisant COX2%. Cependant, la validation prospective de ces potentiels marqueurs devra
étre effectuée avant que le traitement par 1’aspirine soit validé ou non sur la base des données
moléculaires et génomiques des patients. Ces différentes études suggérent ainsi que I’aspirine

pourrait représenter un médicament str d’utilisation, abordable et repositionnable dans le

domaine de I’oncologie.

Les données de nombreuses études épidémiologiques ont démontré que I’administration
de la metformine, un médicament de la famille des biguanides utilisé dans le traitement du
diabéte de type 2, est associé a un risque réduit de 1’incidence et de la mortalité liées au cancer
87 Des données publiées dans une méta-analyse provenant de 71 articles scientifiques ont
démontré que I’incidence globale des cancers ¢€tait réduite de 31% et la mortalité liée au cancer
réduite de 34% chez les utilisateurs de metformine®®. Des données issues d’études précliniques
montrent que la metformine peut cibler les cellules cancéreuses directement et que la
phenformine, qui n’a pas pu étre développée comme agent antidiabétique car trop toxique,
exerce une activité préclinique dans des modéles de cancer du sein®-2%°192, Un essai clinique a
été réalisé chez des patients atteints de cancer du pancréas. Ces derniers ont été randomisés
pour recevoir de la chimiothérapie et de la metformine ou de la chimiothérapie seule. Dans cet
essai, I’association de la metformine au traitement de référence n’a pas démontré d’efficacité®.
Cependant des données récentes suggeérent que cet agent pourrait étre plus actif dans certains
types de cancer et particulierement ceux avec présence de tissu adipeux blancs tels que les
cancers du sein, du colon, de ’ovaire et de la prostate®”**. Deux populations de progéniteurs du

tissu adipeux blanc ont été identifiées comme participant a 1’angiogenése tumorale et la

32



progression locale et métastatique du cancer du sein®. Dans des modéles murins orthotopiques,
les progéniteurs des cellules stromales mésenchymateuses du tissu adipeux blanc perdaient leur
capacité de migration mais participaient a la croissance tumorale locale de la tumeur mammaire.
De plus, les progéniteurs des cellules endothéliales de ce méme tissu étaient capables de migrer
via les ganglions lymphatiques ainsi que le sang et, étaient capables de promouvoir la migration,
I’invasion et la croissance métastatique des cellules cancéreuses du sein®>. Dans des études
précliniques, la metformine et la phenformine ciblaient les cellules endothéliales progénitrices
et dans une moindre mesure les cellules adipeuses stromales. Ces proprietes pharmacologiques

de la metformin pourraient etre a I’origine de ses effets anti-tumoraux®>.

Les lignées cellulaires cancéreuses sensibles a la privation en glucose ont démontré une
difficult¢ a compenser ce changement de métabolisme par une augmentation de la
phosphorylation oxydative®®. Une diminution de la phosphorylation oxydative associée a des
mutations de ’ADN a été prédite comme marqueur prédictif de la réponse aux biguanides *°.
Ces données suggerent que les mutations de I’ADN mitochondiral au niveau de génes codant
pour le complexe I de la chaine respirtatoire mitochondriale et une utilisation défaillante du
glucose pourraient servir de biomarqueur pronostic ou prédictif pour I’identification de tumeurs
sensibles au traitement et donc a la sélection de patients pour une utilisation en thérapie de

maintenance apres chirurgie, chimiothérapie ou radiothérapie.

Des recherches supplémentaires restent a fournir pour élucider les effets direct et
indirects des biguanides®’. Des recherches récentes suggérent que la metformine pourrait
préférentiellement cibler les cellules souches tumorales® 8. Les effets indirects de la
metformine pourraient étre médiés par son effet sur le microenvironnement tumoral, et

spécifiquement les cellules endothéliales® et CD8%.

Treés récemment, des données cliniques et précliniques ont démontré que les glitazones,
des agonistes du récepteur PPARYy utilisés comme agents antidiabétiques ont aussi été évalués
en essai dans de nombreux types tumoraux pour cibler les cellules tumorales et du

microenvironnement tumoral!00%:101,

h) Séquencage génomique :

Un exemple de ce type d’approche par séquencage génomique a été réalisé par Robert
et al. Le séquencage intégral du génome leur a permis d’identifier des altérations pouvant étre
ciblées par des agents pharmacologiques repositionnables!??. L’étude a été réalisée sur 1700

enfants, adolescents et jeunes adultes atteints de leucémie aigue lymphoide (LAL) a précurseurs
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B. Dans cette population, 154 patients présentaient une altération « BCR-ABLI-like », plus
connue sous le nom de LAL a « chromosome de Philadelphie like (Ph-like)». Les patients
présentant cette altération n’expriment pas le transcrit de fusion BCR-ABLI issu de la
translocation du locus 34 du bras long du chromosome 9 et du locus 11.2 du transcrit du bras
long du chromosome 22. Cependant, leurs cellules leucémiques présentaient un profil
d’expression génique trés semblable a ceux présentant une LAL BCR-ABLI. Aprés analyse des
données de séquencage de cette sous-population de patients, les auteurs ont identifié des
altérations génétiques potentiellement sensibles aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) tels
que le dasatinib ou le ruxolitinib déja approuvés pour des utilisations cliniques dans d’autres

types de cancer tels que la LMC ou les syndrome myléoprolifératifs..

Les données produites dans cette étude constituent donc un rationnel fort pour
I’évaluation de nouvelles thérapies pour les patients atteints de LAL Ph-like en repositionnant
des ITK déja approuvés pour d’autres types de cancer. L’étendue des mutations identifiées dans
cette étude suggere que les essais cliniques devraient procéder dans un premier temps a la
recherche de mutations pouvant guider la mise en place d’un traitement par ITK en association
a la chimiothérapie de référence!®. Néanmoins ce type de thérapies doit encore démontrer son
efficacité au travers d’essais cliniques car la présence d’une altération génomique n’est pas

suffisante pour prédire si ce type de thérapies sera efficace

I1 faut cependant noter que les résultats positifs enregistrés dans ce type d’études reposent sur
la base des résultats d’analyses rétrospectives non randomisées et qu’ils sont relativement

104,105,106

modestes Le rapport récent d’un essai controlé randomisé sur les avantages

thérapeutiques d’une approche « panier d’essai » donne a réfléchir!?’

. L’essai de type panier
concerne I’évaluation thérapeutique d’une molécule dans plusieurs maladies. Ces maladies
peuvent €tre traitées par la méme approche car elles présentent le méme défaut moléculaire ou

génétique. Il s’agit alors d’un biomarqueur.

A titre d’exemple, I’essai SHIVA était un essai clinique prospectif, randomisé et
controlé de phase 2 réalisé dans 8 centres universitaires frangais. 741 échantillons de patients
atteints de tumeurs solides avancées ont été soumis a un dépistage d’altérations génétiques.
Parmi ces tumeurs, 40% portaient des altérations géniques impliquées dans une voie qui
pourrait étre ciblée par un agent pharmacologique. Les patients atteints de telles tumeurs ont
¢été randomisés et ont regu soit un agent de thérapie ciblée selon les tests génétiques (groupe
expérimental), soit un traitement au choix du médecin dont la sélection n’était pas guidée par

des tests génétiques (groupe témoin). Le critére de jugement principal était la survie sans
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progression, qui ne différait pas de maniere significative entre les groupes témoin et
expérimental (2,0 contre 2,3 mois ; P =0,41). L’étude présentait des limites, telles que la gestion
de mutations simultanées susceptibles de rendre la monothérapie inefficace et 1’utilisation de
certains agents ciblés qui pourrait ne pas étre actuellement considérée comme optimale'%®. Les
auteurs ont néanmoins conclu que « I’utilisation d’agents a ciblage moléculaire en dehors de
leurs indications n’améliore pas la survie sans progression par rapport au traitement choisi par
le médecin chez les patients cancéreux fortement prétraités. » Les auteurs ont tout de méme
suggéré raisonnablement que la poursuite des inscriptions aux essais cliniques pour tester la
prédiction des biomarqueurs était importante. Il est cependant impératif que ces résultats

temperent les attentes des approches de la médecine de précision génomique dans le cancer.

Il existe ainsi des avantages et des lacunes aux approches purement génomiques de la
médecine personnalisée appliquée aux traitements du cancer. Une grande abondance
d’informations peut étre obtenue mais pour une grande partie, celle-ci n’aide pas toujours a
identifier de bons traitements pour les patients. En effet, de nombreuses attentes existent a
I’égard de ces technologies cependant les outils utilisés a ce jour mais les données obtenues
jusqu’a présent ne sont pas favorables a la mise en place d’une « routine de séquengage » pour
la prise en charge des patients ateints de cancer. Néanmoins ces outils sont particuliérement
utiles pour la recherche fondamentale. IIs permettent d’aider a I’¢lucidation des mécanismes de
tumorigénese, en documentant 1I’hétérogénéité intra-tumorale et en détectant I’évolution clonale
des cellules cancéreuses sous I’effet de la thérapie. Des approches fonctionnelles

supplémentaires restent, de ce fait, absolument nécessaires afin d’identifier les atlérations

génomique pertinentes a cibler et définir quelles thérapies sera la plus a méme d’étre indiquée.

i) Mise a profit des effets indésirables des médicaments :

La thalidomide est un médicament qui était initialement utilisé pour ses propriétés
sédatives et le traitement des nausées chez la femme enceinte dans les années 1950. Il a ensuite
été retiré du marché dans les années 1960 car celui-ci était responsable d’effets indésirables
tératogénes. Cette molécule est un parfait exemple de la réussite du repositionnement d’un
médicament dans le domaine de ’oncologie!®”. Aprés avoir été retirée du marché dans les
années 60, elle n’était utilisée en clinique qu’en cas de traitement compassionnel pour traiter
des pathologies telles que I’érythéme noueux, le syndrome de Behget (une vascularite chronique
multi systémique), les ulcéres oraux associés aux infections VIH et les rejets de greffe apres
transplantation de moelle osseuse. Durant les années 90, des études portant sur 1’angiogenése

tumorale dans de nombreux types de cancer (incluant les hématologies malignes) ainsi que la
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découverte des effets anti-angiogéniques de la thalidomide, ont initi¢ le premier essai clinique
dans lequel la thalidomide était administrée a des patients atteints de myélomes réfractaires au
traitement ou en rechute!'°, L obtention d’un taux de réponse de prés de 25% de ’effectif total
de patients pour qui aucune autre option thérapeutique n’était disponible, a suscité un vif intérét
pour le traitement des myélomes multiples. L’activité pharmacologique de la thalidomide fit
confirmée au travers d’essais cliniques avec des taux de réponse avoisinant les 25 a 35% et une
durée médiane de réponse au traitement d’un an!'!. Son utilisation a ensuite été étudiée en
combinaison avec d’autres agents actifs dans les myélomes''?. Lorsque la thalidomide était
associée a un stéroide le taux de réponse avoisinait les 50 %!!%. Lorsqu’un agent alkylant tel
que le cyclophosphamide ou le melphalan était utilisé en association a la thalidomide et un

stéroide, le taux de réponse était d’approximativement 70%''4 .

La découverte des propriétés anti cancéreuses de la thalidomide a ensuite donné lieu a
la synthése de multiples analogues dans le but d’améliorer le profil de toxicité de cette molécule.
Le lenalidomide, un agent correspondant a une version amino substituée de la thalidomide a été
le premier dérivé a démontrer un bénéfice thérapeutique supérieur chez le patient dans plusieurs
essais cliniques'!>, ce qui a conduit a I’obtention d’une AMM dans le traitement des myélomes
multiples'!'S. D’autres études cliniques ont permis de mettre en évidence que le lenalidomide
pouvait exercer un effet thérapeutique dans des hématologies malignes de type B telles que le
lymphome a cellules B indolent, le lymphome diffus a grandes cellules B, et la leucémie

lymphoide chronique'!’.

Le développement de médicaments immuno-modulatoires tels que la thalidomide, le
lenalidomide, et le pomalidomide a été réalisé en paralléle de recherches précliniques visant a
identifier les cibles moléculaires de ses agents et les biomarqueurs permettant de prédire quelle
sous population de patients serait la plus a méme de répondre a ce type de thérapies. Le
complexe Cul4-bx1-DDB1-Cereblon E3 ubiquitine ligase a ét¢ identifi¢ comme une des cibles
moléculaires de cette classe thérapeutique''®. Ces agents pharmacologiques sont en effet
capables de se lier a Cereblon et de promouvoir le recrutement de la protéine de liaison a I’ADN
Ikaros et la protéine a doigts de zinc Aiolos au complexe E3 ubiquitine ligase, conduisant ainsi
a ’ubiquitination du substrat et sa dégradation. La réalisation d’expériences de mutagénése
dirigée dans des modéles de myélomes transfectés par lentivirus a permis de démontrer que des
résidus clefs de I’interaction entre ces médicaments et ce complexe sont a 1’origine de 1’effet
anti prolifératif. Ainsi la recherche de biomarqueurs prédictifs et ou pronostiques est relevante

car le complexe Cul4-bx1-DDB1-Cereblon E3 ubiquitine ligase est dérégulé dans d’autres
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types de cancers et des réponses cliniques a la thalidomide ont été reportées chez des patients

atteints de tumeurs solides telles que le sarcome de Kaposi ou des tumeurs cérébrales'!”.

Dans cette premiére partie nous avons pu aborder les enjeux et les différentes
stratégies de repositionnement de médicaments. Parmi elles, nous pouvons distinguer
deux grands types d’approches : les approches dites supervisées et non supervisées.
Certaines d’entre elles sont des approches bioinformatiques tandis que d’autres sont des

approches expérimentales dont les principales sont résumées dans la Figure 11.

Les approches supervisées ont la plupart du temps pour point de départ,
I’identification d’une molécule repositionnable dans le domaine de I’oncologie. Elles se
consacrent par la suite a la compréhension du mécanisme d’action via ’exploitation de
bases de données existantes. Elles visent a identifier de nouvelles cibles moléculaires en

ayant recours a des données issues de molécules apparentées ou de la littérature.

D’un autre coté, nous pouvons distinguer des approches non supervisées. Celles ci
sont généralement employées pour identifier un facteur corrélant avec la survie des
patients ou leur réponse au traitement, ou la découverte d’une nouvelle molécule active
(par des technologies de criblage haut débit). Elles ont pour but d’identifier des anomalies
jusqu’ici jamais décrites pour une pathologie et/ou de proposer par la suite une

thérapeutique adaptée si cela est possible.

37



Pathway mapping

Genes that are
associated with a
disease may prove to
be potential drug
targets

Molecular docking

This is a structure-based
computational strategy to predict
binding site complementarity
between a ligand (for example,
adrug) and a therapeutic target
(typically a protein)

Network analysis using
genetic, protein or
disease data can aid
identification of
repurposing targets

Retrospective clinical analysis

Systematic analysis of EHRs,

Drug
repurposing

Signature matching

This involves comparing the
‘signature’ of a drug —
characteristics such as its
transcriptomic, structural or
adverse effect profile —
with that of another drug

or disease phenotype

Binding assays to identify
relevant target interactions

Techniques such as affinity
chromatography and mass
spectrometry can be used to
identify novel targets of
known drugs

clinical trial data and post-
marketing surveillance data
could inform drug repurposing

Large-scale in vitro drug
screens with paired genomic

data, EHR-linked large
biobanks and self-reported
patient data are novel
avenues to exploit for
drug repurposing

High-throughput
phenotypic screening of
compounds using in vitro
or in vivo disease models
can indicate potential for
clinical evaluation

[[] Computational approaches

O Experimental approaches

Figure 11 : Figure résumant les différentes approches de repositionnement de

médicaments

Nature reviews drug discovery . Drug repurposing: progress, challenges and

recommendations. Pushpakom et al.
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II) Exemples d’agents pharmacologiques repositionnables dans le domaine de

I’oncologie :

Dans cette section nous allons aborder 2 cas concrets d’agents pharmacologiques
repositionnables dans le domaine de I’oncologie : le propranolol et le mebendazole. Pour
chacun de ces agents, la posologie a laquelle sont utilisés ces agents, la pharmacocinétique
ainsi que la toxicité auxquelles les patients sont exposés apres administration seront
décrites dans un premier temps. Nous nous focaliserons par la suite sur les données anti
cancéreuses connues de ces 2 agents in vitro, in vivo ainsi que leur utilisation dans le cadre
d’essais cliniques pour des indications en oncologie. Enfin nous détaillerons les différents

mécanismes d’action anti cancéreuse proposés pour ces deux agents pharmacologiques.

A) Le propranolol :

Le propranolol est un médicament couramment utilisé comme antagoniste des récepteurs
béta-adrénergiques dans le traitement de 1’hypertension, I’angor, 1’anxiété, les arythmies
cardiaques, I’hyperthyroidie, les tremblements essentiels, le traitement prophylactique de la
migraine, le saignement des varices et les infarctus du myocarde. Il a été développé dans les
années 1960, et existe maintenant sous forme génériquée et fait partic de la liste des
médicaments essentiels publiée par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Le
médicament est disponible sous forme de comprimé standard, de comprimé a libération
prolongée, sous forme de solution orale et d’injection intraveineuse. Les différentes formes
commerciales existantes sont plus connues sous le nom d’Inderal®, Angilol®, Syprol®, Ciplar®,
Avlocardyl®. Une formulation orale spécifique (Hemangiol®) a été autorisée par 1’agence
médicale européenne (EMA) et la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement de
I’hémangiome infantile. Il existe également des données concernant 1’utilisation du propranolol
dans de nombreuses indications telles que les hémorragies, le sepsis et les syndromes hyper
métaboliques associés a des brulures sévéres'?’, I’akathisie associée aux psychoses ou a la
maladie d’Alzheimer!?!, ainsi que le comportement violent associé a des maladies organiques

ou des lésions mécaniques du cerveau'??,

De plus il existe aujourd’hui de nombreuses données in vitro et in vivo démontrant que

ce médicament peut également exercer des effets anti cancéreux.
1) Posologie :
La dose de propranolol varie selon les indications. La dose anti hypertensive est
comprise entre 160 et 320 mg/jour, débutant & 80 mg et augmentant au besoin jusqu’a une dose

d’entretien généralement comprise entre 160 mg et 240 mg par jour, en doses fractionnées ou
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sous forme d’une dose unique de comprimés a libération prolongée. Pour 1’angine de poitrine,
la dose est de 120 a 240 mg/jour. Le traitement prophylactique de la migraine fait appel a des
doses comprises elles entre 80 et 240 mg/jour. La dose dans I’hémangiome infantile est de 1
mg/kg/jour pendant 1 semaine, puis de 2 mg/ kg/jour pendant 1 semaine et de 3 mg/kg/jour a
titre d’entretien pendant 6 mois.

2) Toxicité :

Les effets secondaires courants incluent I’insomnie, la fatigue, des extrémités froides et
le syndrome de Raynaud. Les effets secondaires moins courants comprennent les nausées, les
vomissements et la diarrhée. Plus rarement, le propranolol est associé a une insuffisance
cardiaque, un blocage cardiaque, une hypotension, une aggravation des symptomes du
psoriasis, de I’asthme et de la psychose. En général, I’initiation d’un traitement au propranolol
peut entrainer des effets indésirables initiaux légers qui disparaissent lors de 1’adaptation de la
dose. Une interruption soudaine du traitement n’est pas conseillée, en particulier chez les
patients souffrant d’une cardiopathie ischémique. Dans de tels cas, la dose devrait étre réduite
progressivement plutot que d’étre arrétée brusquement. Cependant, en général, le propranolol
a un bon profil toxicologique et peut étre utilisé pour des traitements a long terme de plusieurs

années'%.

Le propranolol est contre-indiqué chez les patients souffrant d’hypotension, d’asthme,
d’insuffisance cardiaque incontrolée, de maladie artérielle périphérique sévére, d’acidose
métabolique et de choc cardiogénique. Il n’est pas recommandé pendant la grossesse et

I’allaitement.

3) Pharmacocinétique :

Le propranolol est hautement lipophile et subit une absorption rapide dans le tractus
gastro-intestinal et plus de 90% est lié aux protéines plasmatiques. L’excrétion est
principalement rénale, bien que 1 a 4% d’une dose du médicament par voie orale ou
intraveineuse apparaissent dans les feéces sous forme inchangée de médicament et de
métabolites. Il présente une large distribution tissulaire, en particulier aux poumons, au foie,
aux reins et au cceur. La biodisponibilité aprés administration orale est comprise entre 25 et
35% en raison d’un effet de premier passage hépatique important, bien que la variabilité inter-

patients soit considérable!?*

. La biodisponibilité peut étre augmentée par la prise concomitante
de nourriture. Une augmentation moyenne d’environ 50% a été rapportée aprés un repas
contenant des protéines, mais les autres paramétres (délai d’obtention de la concentration

maximale, demi-vie, etc.) sont inchangés'?. Les concentrations plasmatiques maximales sont
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atteintes 1,5 a 3 heures aprés 1’administration orale ; la demi-vie plasmatique étant d’environ 4
heures aprés 1’administration d’une dose unique ou d’environ 10 heures pour les comprimés a
libération prolongée. La concentration plasmatique maximale moyenne aprés administration
d’une dose orale unique de 40 mg, a jeun, est de 38 ng/ml (0,12 uM)!?6. Une dose orale unique
de 160 mg entraine un pic compris entre 200 et 245 ng/ml (0,77 — 0,96 uM), tandis que
I’administration de comprimés a libération prolongée produit un pic compris entre 18 et 50
ng/ml (0,07 — 0,19 uM)'?’. Le propranolol traverse la barriére hémato-encéphalique'?®.
Certaines données suggerent que les effets du propranolol dépendent des concentrations
plasmatiques atteintes, notamment dans le traitement des tumeurs bénignes rares chez
I’enfant'?®. Le métabolisme hépatique du propranolol implique de multiples voies dans le
systtme du cytochrome P450 (CYP2D6, 1A2 et 2C19), de sorte que des interactions
médicamenteuses sont possible. Par exemple, la cimétidine a augmenté 1’aire sous la courbe et
doublé les concentrations plasmatiques maximales du propranolol lors d’une administration
concomittante'*°. Il est recommandé de faire preuve de vigilance lorsque le propranolol est
associé¢ a des médicaments bloquant les canaux calciques, en particulier le vérapamil par voie
intraveineuse, chez les patients présentant une cardiomyopathie grave, une insuffisance
cardiaque congestive ou un infarctus du myocarde récent en raison de 1’action inotrope et

chronotrope négative de ces médicaments!'3!.

4) Données anti cancéreuses précliniques (in vitro et in vivo) :

L’étude des propriétés anti cancéreuses potentielles du propranolol a commencé a la fin
des années 1970 grace a la caractérisation du role des catécholamines dans la cancérogenése et

dans I’identification des récepteurs béta-adrénergiques dans différents tissus tumoraux 32133134,
a) Leucémie :

Ramu et al. ont publi¢ en 1984 un des premiers articles rapportant les effets du
propranolol dans le traitement du cancer. Ce premier rapport examinait 1’activité d’une gamme
de médicaments visant a inverser la résistance aux médicaments in vitro dans la lignée cellulaire
de leucémie murine P388/ADR!'*. 1l a été démontré que le propranolol avait des effets modérés
sur la restauration de la sensibilité a la doxorubicine dans les cellules P388/ADR, mais n’a
montré aucun signe d’effets supplémentaires dans la lignée cellulaire P388 parentale. De méme,
Tsuruo et al. ont montré que 10 pM de propranolol augmentaient significativement la
cytotoxicité de la vincristine et de la doxorubicine respectivement dans les lignées cellulaires
P388/VCR et P388/ADR résistantes'3®. D’autres chercheurs ont également signalé des effets

similaires sur I’inversion de la résistance dans les lignées cellulaires humaines de carcinome
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épidermoide KB multirésistante!3”. Hajighasemia et Mirshafiey ont étudié D’activité anti
cancéreuse du propranolol et mis en évidence une cytotoxicité dose et temps dépendante du
propranolol sur des lignées de leucémie humaine Molt-4, Jurkat et la lignée de cellules
monocytaires U937'38, Ils ont montré que la viabilité des trois lignées cellulaires était réduite a
des concentrations supérieures a 200 uM. Une étude menée par Lamkin et al. dans un modele
murin de leucémie lymphoblastique aigué¢ (LAL) a montré que le stress chronique favorisait la
croissance et la dissémination de la tumeur et que l’effet pouvait étre inhibé par le
propranolol'®®. Il a également été démontré que le propranolol inhibait I’expression de la
métalloprotéinase 2 de matrice de remodelage tissulaire (MMP-2) et du facteur de croissance
endothélial vasculaire pro-angiogénique (VEGF) dans les lignées cellulaires de leucémie

humaine a la concentration de 30 uM ',

b) Cancer du sein :

Les premicres données concernant le propranolol dans le cancer du sein proviennent
d’études sur I’impact de la signalisation adrénergique sur les cellules de I'immunité innée.
Shakhar et Ben-Eliyahu ont décrit I’influence des agonistes et antagonistes béta-adrénergiques
sur le nombre et I’activité des cellules NK (Natural Killer) chez des rats F344 inoculés avec des
cellules syngéniques et hautement métastatiques d’adénocarcinome mammaire (MADB106)'4!,
L’injection de métaprotérénol, un agoniste béta-adrénergique, a entrainé une augmentation
transitoire du nombre de cellules NK, qui est revenue a la valeur de référence en 1I’espace d’une
heure ; cependant, il y a eu une diminution concomitante de 1’activité des cellules NK au cours
de la méme période. Les antagonistes béta-adrénergiques nadolol et propranolol ont pu
supprimer ces effets. En outre, le traitement par métaprotérenol était associé a une augmentation
d’un facteur 10 du nombre de cellules tumorales retenues dans les poumons un jour apres
I’inoculation et a une augmentation correspondante des 1ésions métastatiques pulmonaires trois
semaines aprés 1’inoculation. Ces effets étaient liés a la dose et étaient réversibles par un

traitement concomitant par le béta-bloquant non sélectif nadolol.

De leur coté, Benish ef al. ont étudié I’effet de I’inhibition de la cyclo-oxygénase-2
(COX-2) et du blocage des récepteurs béta-adrénergiques sur la fonction immunitaire post-

142 Des rats F344 ont été traités avec des

chirurgicale et la croissance tumorale métastatique
inhibiteurs de la COX-1 (SC560), des inhibiteurs de la COX-2 (indométhacine, étodolac ou
célécoxib), un béta-bloquant (propranolol) ou une combinaison d’un inhibiteur de la COX-2 et
d’un béta-bloquant (étodolac et propranolol). Les rats ont subi une laparotomie et ont été

inoculés par voie intraveineuse avec des cellules tumorales syngéniques MADB106 afin
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d’évaluer la rétention tumorale pulmonaire (LTR). L’impact de ces schémas thérapeutiques sur
la cytotoxicité post-opératoire des NK a été étudié dans le sang périphérique et sur la population
de leucocytes pulmonaires. La chirurgie a augmenté la LTR des cellules MADBI106.
L’inhibition de la COX-2, mais pas I’inhibition de la COX-1, a réduit la LTR post-opératoire.
L’étodolac et le propranolol ont atténué I’impact déléteére de la chirurgie en monothérapie et
leur utilisation combinée I’a aboli. La chirurgie a diminué la cytotoxicité des cellules NK dans
les deux compartiments immunitaires étudi€s, et seule la combinaison d’étodolac et de
propranolol a considérablement atténué¢ ces effets. Enfin, D’initiation d’un traitement
médicamenteux trois jours avant la chirurgie a produit les mémes effets bénéfiques qu’une
administration pré-opératoire unique. D’autres expériences associant |’étodolac et le
propranolol (administrés une heure avant I’incision) ont montré une fois de plus que la rétention
des cellules tumorales dans les poumons était réduite par le traitement, seul ou en association,

et que les traitements chroniques et aigus avaient des résultats similaires.

Dans une étude publiée par Thaker et al. 1l a été montré que le stress comportemental
chronique entraine des niveaux plus élevés de catécholamines tissulaires, une plus grande
charge tumorale et une croissance plus invasive des cellules de carcinome ovarien dans un
modele de souris orthotopique. Ces effets sont médiés principalement par 'activation de la voie
de signalisation de la protéine kinase A (PKA) de I'AMP cyclique (AMPc) des cellules
tumorales via le récepteur adrénergique béta (2) (ADRB2). Les tumeurs chez les animaux
stressés ont montré une vascularisation nettement accrue et une expression accrue de VEGF,
MMP2 et MMP9, et il a été constaté que les processus angiogéniques médiaient les effets du
stress sur la croissance tumorale in vivo. Ces données identifient 1'activation béta-adrénergique
de la voie de signalisation cAMP-PKA comme un mécanisme majeur par lequel le stress
comportemental peut améliorer I'angiogenése tumorale in vivo et ainsi favoriser la croissance
des cellules malignes. Ces données suggérent également que le blocage de 1'angiogenése médiée
par ADRB2 pourrait avoir des implications thérapeutiques pour la gestion du cancer de

'ovaire.!43

L’effet de la signalisation du systéme nerveux sympathique a également été étudié dans
un mode¢le de cancer du sein murin par Sloan et al.'**. Les souris BALB/c ont été soumises a
une contrainte de stress de deux heures par jour (induit par les catécholamines), ou des
conditions de contrdle pendant cing jours avant I’injection de cellules de carcinome mammaire
syngénique 66¢l4. Les animaux stressés présentaient un poids réduit et une multiplication par

38 du taux de métastases, avec une augmentation du nombre et de la taille des métastases par
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rapport aux témoins non stressés. Cependant, I’augmentation du stress n’était pas associée a des
changements significatifs dans la croissance de la tumeur primaire. Le traitement par
propranolol n’a eu aucun effet sur la croissance métastatique chez les animaux témoins mais a
complétement inhibé I’augmentation des métastases chez les animaux stressés. D’autres auteurs
ont également étudié le réle de la norépinéphrine dans le processus métastatique et ont rapporté
une activité anti-métastatique similaire au propranolol dans des modéles murins de cancer du

sein145=146.

Notre équipe a démontré que de faibles concentrations de propranolol augmentaient les
effets anti prolifératifs et anti angiogéniques du 5-Fluoro-Uracile (5-FU) et du paclitaxel dans
un panel de lignées cellulaires cancéreuses et non cancéreuses. Puis ces derniers ont étudi€ les
effets in vivo de I’association chez des souris NMRI nudes ayant regu une injection orthotopique
de cellules de cancer du sein humain triple négatif MDA-MB-231'%". Le propranolol, a la dose
de 10 mg/kg, a augmenté 1’efficacité du paclitaxel de 79% par rapport au paclitaxel seul et et

I’efficacité du 5-FU de 19% par rapport au traitement en monothérapie.

Dans le cancer du sein HER2 amplifié, Liu et al. ont étudié le role des catécholamines
et du propranolol sur la résistance au trastuzumab!*®. Aprés avoir montré une forte association
entre la résistance au trastuzumab et la signalisation béta-2-adrénergique dans des échantillons
de tissus de patients, ils ont montré que les catécholamines épinéphrine et 1’isoprotérénol
antagonisaient 1’effet anti prolifératif du trastuzumab, tant in vitro qu’in vivo. En outre, ils ont
montré que le propranolol pouvait inhiber cet effet antagoniste et re-sensibiliser des cellules

résistantes, a la fois in vitro et dans un modele de xénogreffe (a la dose de 2 mg/kg).

Le role de la signalisation béta-adrénergique dans les métastases osseuses du cancer du
sein a été étudié par Campbell ef al.'*. Des expériences in vitro ont montré que la signalisation
béta-adrénergique augmentait 1’expression de RANKL dans les ostéoblastes et que cela
augmentait la migration cellulaire du carcinome mammaire humain MDA-MB-231VU. Un
modele in vivo, utilisant la méme lignée cellulaire chez des souris athymiques, a montré que le
stress exogene ou I’isoprotérénol, un agoniste béta-adrénergique, augmentait a la fois le nombre
et la taille des lésions ostéolytiques comparé au groupe contréle et que le propranolol,

administré aux souris via I’eau des cages (0,5 g/l), pouvait bloquer cette augmentation.
c) Mélanome :

Hasegawa et Saiki ont étudié I’impact du stress psychosocial sur la croissance tumorale

dans deux modéles murins de cancers'®. Des groupes de souris ont été hébergés dans
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différentes conditions pour simuler les effets de ’entassement social sur la croissance des
tumeurs syngéniques (mélanome B16 chez la souris C57BL/6 et fibrosarcome Meth A chez la
souris BALB/c). Trois conditions de logement ont été utilisées — isolées, groupées et
surpeuplées — et 1’effet sur la croissance tumorale a été évalué. La condition surpeuplée
présentait le plus grand taux de croissance, suivi de la condition isolée. En outre, une autre
cohorte surpeuplée a recu du propranolol, a une dose de 30 mg/l des jours -21 a +21 apres
I’implantation de la tumeur. Cette cohorte a présenté une dynamique de croissance tumorale
réduite, avec un taux de croissance initial inférieur a celui de la cohorte groupée (non stressée)
et était significativement inférieure a celle des groupes stressés. Le poids des organes a
¢galement été évalué et une corrélation négative a été détectée entre la masse thymique et la
masse tumorale. Des expériences répétées ont comparé les effets du surpeuplement par rapport
a I’isolement dans des cohortes supplémentaires de souris C57BL/6 porteuses de mélanome et
chez des souris BALB/c porteuses de sarcomes. Il a ét¢ démontré que le surpeuplement était

associé, plus fortement que 1’isolement, a la croissance accrue de la tumeur et a 1’atrophie

thymique.

Dal Monte et al. ont étudi¢ le role des récepteurs adrénergiques béta-3 dans la croissance
et la vascularisation du mélanome'!. Le propranolol a été associé in vitro a deux antagonistes
sélectifs des récepteurs adrénergiques béta-3, SR59230A et L.-748,337. Le propranolol, a une
concentration de 10 uM, avec et sans noradrénaline exogeéne, a significativement réduit la
prolifération et augmenté I’apoptose des cellules BI6F 10 de mélanome par rapport aux témoins.
Wrobel et Le Gal ont également montré que le propranolol avait des effets significatifs sur la
prolifération et I’apoptose in vitro sur un panel de lignées cellulaires de mélanome a une
concentration élevée de 100 uM'>2. Des expériences in vivo utilisant des tumeurs primitives et
métastatiques de mélanome humain transplantées chez des souris immuno-déficientes (Nod
SCID Gamma) ont montré que, a une dose moyenne de 1,7 mg/jour, le volume des tumeurs

¢tait significativement plus faible que chez les témoins non traités.

Glasner ef al. ont étudié les effets d’une intervention chirurgicale sur la survie dans deux
modeles de souris syngéniques et sur I’impact du propranolol et de 1’étodolac sur la survie
lorsqu’ils étaient administrés en pré-opératoires'>. Des souris porteuses du mélanome B16 ont
été réparties en différents groupes selon I’administration de propranolol, d’étodolac, de
I’association propranolol + étodolac ou de placebo 30 minutes avant amputation et/ou
laparotomie. Le traitement avec Iun ou I’autre des médicaments ne présentait aucune différence

statistiquement significative avec le véhicule en terme de survie pour chacune des options
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chirurgicales, alors que 1’association propranolol + étodolac améliorait significativement les

taux de survie.

d) Cancer ovarien :

Lutgendorf et al. ont noté que les patientes atteintes dun cancer de I’ovaire souffrant de
niveaux plus élevés d’isolement social et de détresse présentaient des taux plus élevés de VEGF
sérique, associés a une augmentation de 1’angiogenése, contrairement aux patientes présentant

des niveaux d’isolement social plus faibles'>*

. Des études in vitro ultérieures utilisant les lignées
cellulaires de carcinome ovarien SKOV3 et EG ont montré que la norépinéphrine,
I’épinéphrine, 1’isoprotérénol (un agoniste non spécifique béta-adrénergique) et le cortisol
augmentaient la production de VEGF dans les deux lignées cellulaires. Un traitement préalable
avec du propranolol, a la concentration de 1 uM, a supprimé cette augmentation du VEGF'.
D’autres travaux ont montré que, dans un modéle murin de SKOV3, le propranolol était capable

de réduire la croissance tumorale induite par I’isoprotérénol'®,

Une autre étude a montré que le stress chirurgical provoqué par une plaie éloignée de la
tumeur implantée était associé a une augmentation du taux de croissance de la tumeur primaire
et a la multiplicité des métastases dans deux modeles murins de cancer de I’ovaire (HeyAS et
SKOV3ipl), mais pas chez les souris RMG-II (souris n’exprimant pas de récepteurs béta-
adrénergiques)'’. Le traitement par propranolol via une pompe micro-osmotique commengant
sept jours avant I’intervention chirurgicale a inhibé 1’augmentation post-chirurgicale du taux de

croissance tumorale et réduit le nombre de nodules métastatiques.

e) Angiosarcome :

A I’image de I’expérience clinique positive obtenue avec I’utilisation du propranolol
dans le traitement de I’hémangiome infantile, confirmée récemment par un grand essai controlé
randomisé multicentrique’?, et de la preuve de I’expression du récepteur béta-adrénergique dans
une gamme de tumeurs vasculaires'>, un certain nombre d’investigateurs ont exploré les
avantages potentiels du propranolol. Stiles et al. ont utilisé des modéles in vitro et in vivo
d’hémangioendothéliome et d’angiosarcome pour étudier I’impact du béta-blocage avec du
propranolol sur la prolifération cellulaire, la migration et I’apoptose!>®. En utilisant un panel
d’angiosarcomes canins et murins ainsi que des lignées cellulaires d’hémangioendothéliomes
murins, il a été montré que 25 uM de propranolol inhibait la prolifération dans toutes les lignées
par rapport aux témoins non traités. A une concentration plus élevée de 100 uM, le propranolol

induit I’apoptose dans toutes les lignées cellulaires et présente une action synergique avec des
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agents de chimiothérapie conventionnelle (cisplatine, busulfan, vincristine) sur les cellules
testées, a l’exception de la lignée cellulaire murine d’hémangioendothéliome. Enfin, le
propranolol a été testé a une dose de 20 mg/kg tous les 2 jours, dans un modéle murin de
I’angiosarcome. Une réduction significative de la croissance tumorale a été constatée par

rapport aux témoins.

Notre équipe a montré que des cellules endothéliales immortalisées et transformées par
I’acquisition de I’oncogéne NRAS étaient sensibles aux effets anti prolifératifs du
propranolol'®. En outre, il a été démontré que le propranolol avait des effets antagonistes ou
additifs lorsqu’il était associé a des médicaments couramment utilisés pour traiter
I’angiosarcome tels que la doxorubicine ou le paclitaxel, mais que cet effet était synergique en
association avec la vinblastine. Utilisés seuls, le propranolol a 10 uM et la vinblastine 1 nM
ralentissaient significativement mais modestement la croissance des sphéroides tumoraux, ce
qui entrainait une diminution du volume de 19 a 20% apres 5 jours de traitement par rapport
aux sphéroides non traités. La combinaison de propranolol et de vinblastine conduisait elle a

une suppression compléte de la croissance des sphéroides tumoraux, entrainant une diminution

de volume de 59 % aprés 5 jours par rapport aux sphéroides témoins.

f) Neuroblastome :

Notre équipe a testé in vitro un groupe de 7 antagonistes béta-adrénergiques seuls sur
un panel de lignées cellulaires de neuroblastome, une tumeur pédiatrique difficile a traiter et
responsable de 15% des déces liés au cancer chez I’enfant de moins de 5 ans. Parmi ces sept
agents, le carvédilol, le nébivolol et le propranolol étaient les agents anti prolifératifs et anti
angiogéniques les plus puissants. Ces derniers ont été testés seuls ou en association avec 7
agents de chimiothérapie communément utilisés dans le traitement du neuroblastome, sur des
lignées cellulaires de neuroblastome BE(2)-C, SK-N-SH, SHEP, la lignée murine NHO2A+ et
des fibroblastes'¢!. Bien que ces trois agents n’aient pas eu d’impact significatif sur les effets
anticancéreux de la majorité des agents de chimiothérapie testés, ils ont montré une forte
synergie avec un vinca-alcaloide : la vincristine. Des résultats similaires ont été obtenus avec
la vinblastine et le paclitaxel, suggérant que 1’effet était lié a la perturbation des microtubules.
Des résultats in vivo, utilisant un modéle transgénique TH-MYCN de souris atteinte de
neuroblastome, ont montré que le propranolol, a une dose de 50 mg/kg (en injection intra-
péritonéale), augmentait le taux de régression tumorale induit par le traitement a la vincristine.
Enfin, I’association du propranolol ou du carvedilol avec la vincristine multipliait par 4 la survie

médiane par rapport aux souris traitées avec la vincristine seule . A noter que le carvédilol
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associé a la vincristine a semblé étre la combinaison la plus efficace et a entrainé une rémission
compléte et prolongée chez un animal (sur dix), qui est demeurée exempte de tumeur jusqu’a

la fin de I’étude (jour 60).

Un mod¢le de xénogreffe de neuroblastome, basé sur la lignée cellulaire BE(2)-C, a été
utilisé par Xu et al.'%?. Les animaux présentant des tumeurs établies ont été traités avec
différentes doses de propranolol : 2, 5 ou 10 mg/kg — pendant neuf jours et comparés aux
témoins non traités. Les animaux ont été sacrifiés au jour 9 et le poids de la tumeur dans les
groupes de 2 mg/kg et 5 mg/kg était inférieur de 37 et 34% comparé a celui du groupe témoin.
Des analyses supplémentaires ont montré que la densité des micro-vaisseaux était plus faible
dans les groupes traités que dans les groupes témoins et que les taux de VEGF, MMP-2 et

MMP-9 étaient significativement plus bas dans les groupes traités a 5 mg/kg et 10 mg/kg.

Wolter et al. ont testé le propranolol sur un panel de 15 lignées cellulaires de
neuroblastome représentant une variété de profils génétiques'®. Le propranolol a inhibé la
croissance cellulaire, en réduisant la prolifération et la viabilité cellulaire, dans toutes les lignées
a des valeurs d’ICso comprises entre 114 uM et 218 uM. Il faut préciser que ces doses ne sont
pas relevantes d’un point de vue clinique car les concentrations plasmatiques atteignables chez
I’homme sont de I’ordre du micromolaire. Il a également été démontré in vitro que le
propranolol interagissait de manicére synergique avec le SN-38, le métabolite actif de
I’irinotécan, avec une viabilité considérablement réduite par rapport au traitement en
monothérapie. En utilisant des cellules SK-N-AS dans des modeles de xénogreffe, le traitement
avec du propranolol seul injecté par voie sous-cutanée a 2 mg/kg/jour a produit un volume
tumoral inférieur au jour 14 par rapport aux témoins et était associé a une survie médiane plus
longue. Cependant, la combinaison entre 1’irinotecan et le propranolol n’a pas été été testé in

vivo dans cette étude.

g) Cancer de la prostate :

Les travaux de Masur ef al. ont montré que la norépinéphrine, & une concentration de
10 uM, augmentait 1’activité migratoire des cellules de carcinome de la prostate humaines PC3
in vitro, et que le propranolol & la méme dose inhibait significativement cette augmentation'®4,
De plus, les souris athymiques BALB/c auxquelles ont été injectées des cellules cancéreuses
PC3 ont ét¢ traitées avec de la norépinéphrine, du propranolol ou une combinaison administrée
via des pompes micro-osmotiques, et le taux de croissance tumorale primaire et métastatique a
été évalué. Alors qu’aucun des deux traitements n’avait d’effet significatif sur la croissance

tumorale primaire, la norépinéphrine était associée a une augmentation significative de la
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croissance tumorale métastatique par rapport aux témoins et le traitement par propranolol

réduisait la croissance tumorale métastatique en dessous de celle des groupes témoins.

h) Cancer pancréatique :

Guo et al. ont montré que le propranolol, a la dose de 1 uM diminuait I’expression de la
MMP-2, la MMP-9 et le VEGF dans les lignées cellulaires du cancer du pancréas'®. Zhang et
al. ont également indiqué que le propranolol était capable d’induire une apoptose dans la lignée
cellulaire du cancer du pancréas humain PC-2 a des concentrations de 100 uM!%® et de réduire

le caractére invasif des lignées cellulaires MIA PaCa-2 et BxPC-3 a la méme concentration'®’.

Kim-Fuchs et al. ont utilisé des cellules de cancer du pancréas humain Panc-1 pour
établir des tumeurs orthotopiques chez des souris athymiques nude BALB / c-Foxnlnu'®. Les
souris ont été soumises a des contraintes ou a des conditions visant a imiter le stress ou a un
environnement controle. Le stress, vérifié par les variations du poids corporel et des taux de
catécholamine dans les tissus, était associé a une augmentation du taux de croissance de la
tumeur pancréatique de 11% par jour par rapport aux souris témoins et a une multiplication par
cinq de la masse tumorale (7,5 mg vs 41 mg). De plus, le stress chronique était associé a la
propagation métastatique chez 50% des souris, contre 0% chez les témoins. Le traitement par
propranolol, via une pompe osmotique délivrant 10 mg/kg/jour, a bloqué I’effet du stress sur la
croissance tumorale primaire (41 mg vs 21 mg), bien qu’il n’y ait pas eu de changement du taux

métastatique constaté dans le cadre de I’expérimentation.

Partecke et al. ont également étudié I’impact du stress chronique sur la croissance du
cancer du pancréas chez des souris C57BL/6 porteuses de tumeurs orthotopiques 6606PDA
syngéniques'®. Tl a été démontré que le stress était associé a une immunosuppression et a une
augmentation de I’angiogenése tumorale ainsi qu’a I’invasion des cellules cancéreuses. La
survie médiane chez les souris stressées €tait significativement réduite par rapport aux souris
témoins non stressées (52 jours vs 66 jours). Le traitement avec propranolol (administré par
voie orale dans de I’eau avec une concentration de 0,5 g/l d’eau potable visant a atteindre 30 a
60 mg/kg/jour) a entrainé une réduction du taux de croissance tumorale et une augmentation de

la survie par rapport aux témoins non traités (59 jours vs 52 jours pour la population controle).

i) Cancer colorectal :

Masur et al. ont étudié I’effet de la norépinéphrine et du propranolol sur 1’activité
migratoire in vitro de cellules de carcinome du colon SW 480!7°. La norépinéphrine a entrainé

une augmentation dose-dépendante du nombre de cellules migratrices au-dessus des niveaux

49



basaux, et le traitement avec du propranolol aux mémes concentrations (1 uM, 10 uM et 100
uM) a supprimé cette augmentation. En revanche, un traitement avec 1’aténolol, un antagoniste
sélectif des récepteurs béta-1, n’a pas interféré avec I’augmentation du nombre de cellules
migratrices induite par la noradrénaline. De méme, Coelho ef al. ont exploré I’impact d’un
certain nombre d’agonistes et d’antagonistes des récepteurs béta-adrénergiques sur la
prolifération de cellules d’adénocarcinome du colon HT-29!'7! et ont rapporté une ICso de 65
UM pour le propranolol. Chin ef al. ont également étudi¢ 1’effet d’antagonistes sélectifs des
récepteurs béta-2-adrénergiques, ainsi que le propranolol, dans un panel de lignées cellulaires
de cancer colorectal'’?. Ils ont montré que le propranolol inhibait de maniére significative la
viabilité des cellules SW620, Colo205 et HT29 (avec des ICso de 120, 86 et 69 uM,
respectivement). Le propranolol a notamment induit I’arrét en phase G1 du cycle cellulaire et
I’apoptose dans les lignées cellulaires traitées. Enfin, Lin et al. ont montré que le stress induit
par une contention chronique favorisait la croissance tumorale dans les modeles de xénogreffe
du cancer colorectal et que cet effet pouvait étre bloqué, in vivo, en utilisant du propranolol a

une dose de 2 mg/kg!”>.

J) Cancers de la téte et du cou :

Yang et al. ont étudié les effets de la norépinéphrine sur des lignées cellulaires de
carcinomes du nasopharynx (HONE-1, HNE-1 et CNE-1)!"4. Le traitement des cellules HONE-
1 avec de la norepinephrine a entrainé 1’augmentation des niveaux de métalloprotéinases (en
particulier MMP-2 et MMP-9), de VEGF et une invasion accrue des cellules. Le traitement par
propranolol inhibait cette augmentation de MMP-2, MMP-9 et VEGF. L’inhibition par le
propranolol de la sécrétion de MMP-9 a également été confirmée dans les cellules endothéliales

microvasculaires du cerveau humain!”>.

Bernabé et al. ont évalué I’influence de la noradrénaline et du cortisol sur les lignées
cellulaires de carcinome épidermoide oral (OSCC)!76. Ils ont montré que la norépinéphrine et
le cortisol, a des niveaux physiologiquement pertinents, induisaient la production d’IL-6 dans
les cellules SCC9, SCC15 et SCC25 et que des observations similaires étaient faites pour
I’isoprotérénol dans les cellules SCC9 et SCC25. Ces effets ont été associés a une augmentation
de la prolifération cellulaire et le propranolol bloquait cette augmentation a une concentration
de 1 uM. Wolter et al. ont également démontré que le propranolol réduisait la viabilité des
lignées cellulaires SCC9, SCC17a, SCC25 et FaDu et qu’il agissait en synergie avec le

cisplatine et la radiothérapie dans le traitement des cellules SCC17a!”’.
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k) Autres :

Grzanna et al. ont montré, in vivo, que 1I’administration de propranolol retarde la
croissance des tumeurs du plasmocytome LPC-1 chez des souris BALB/c femelles!”. Les
souris ont été traitées avec des doses de 0,6, 6 et 60 mg/kg/jour, administrés via des pompes
osmotiques, et comparées aux souris non traitées ayant recu une injection sous-cutanée de
cellules LPC-1. Toutes les souris traitées ont présenté une croissance tumorale retardée par
rapport aux témoins non traités, de maniére dose-dépendante. Il y avait également une
diminution dose-dépendante des valeurs plasmatiques d’IgG, confirmant 1’effet observé sur la
taille de la tumeur. Cependant, alors que le traitement augmentait le temps de latence de la
croissance tumorale, il n’y avait aucune différence dans les taux de croissance une fois que les
tumeurs étaient établies. Ces résultats suggerent que le propranolol agit sur les étapes précoces

du developpement tumoral mais pas sur la croissance des tumeurs établies.

Bomber et al. ont étudié 1’effet du propranolol sur la perfusion tumorale dans le cadre
d’une petite étude de 1986 axée sur I’absorption de Ga-67 afin d’améliorer I’imagerie de petites
tumeurs!”. Le propranolol a été administré a la dose de 10 mg/kg 10 minutes avant
I’administration de citrate d’allium radiomarqué. L’analyse a montré que le propranolol
doublait la perfusion de la tumeur et diminuait I’absorption de Ga-67 dans les tissus non
tumoraux, augmentant ainsi 1’absorption relative dans le compartiment tumoral. Par la suite,
Burton et Gray ont rapporté qu’une association de norépinéphrine et de propranolol augmentait
I’apport sanguin relatif aux tumeurs hépatiques chez le lapin et doublait le taux d’embolisation
des microsphéres dans le compartiment tumoral par rapport a la norépinéphrine ou au

propranolol seul'®,

L’effet du propranolol a également été étudi¢ dans deux lignées cellulaires de carcinome
gastrique humain (SGC-7901 et BGC-823) par Liao et al'®'. Des concentrations in vitro de 200
uM ont induit un arrét du cycle cellulaire a la transtion GO/G1 ou G2/M du cycle cellulaire et
une apoptose dans les deux lignées cellulaires. L’effet du propranolol sur la radiosensibilité des
mémes lignées cellulaires de carcinomes gastriques a également été étudié!'®?. Aprés pré-
traitement pendant 24 heures avec du propranolol a une concentration de 50 uM, les deux
lignées cellulaires présentaient une augmentation significative de la radiosensibilité et au
déclenchement de 1’apoptose. Le propranolol était associé a une diminution du taux de NF-xB

et a une régulation négative de I’expression du VEGF, de la COX-2 et de ’EGFR.

Dans le cancer du poumon non a petites cellules, Al-Wadei ef al. ont étudié les effets de

’exposition chronique a la nicotine sur la prolifération des cellules cancéreuses!®3. Les résultats
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ont montré que les cellules d’adénocarcinome pulmonaire traitées a la nicotine (NCI-H322,
NCI-H441 et NCI-H1299) libéraient de la norépinéphrine et augmentaient leur prolifération.
Les cellules traitées avec du propranolol a une concentration de 1 M pendant 10 minutes avant
une exposition aigué ou chronique a la nicotine présentaient une réduction significative du
nombre de cellules viables par rapport a la nicotine seule. Fait intéressant, I’exposition au
propranolol a réduit également la viabilité par rapport aux cellules non traitées a la nicotine.
Les mémes auteurs ont ensuite étendu cette étude et montré une boucle autocrine de

catécholamine induite par la nicotine dans un modéle d’adénocarcinome pancréatique'®*.

Kozanoglu et al. ont étudié 1’effet in vitro du propranolol sur la lignée cellulaire de
myélome multiple humain U266'%. Tls ont montré un effet dépendant de la dose et du temps
sur la prolifération cellulaire et I’apoptose, avec des valeurs d’ICso de 141, 100 et 75 uM apres

une exposition au propranolol de 24, 48 et 72 h, respectivement.

Abdi et al. ont utilisé deux doses de propranolol, a savoir 5 mg/kg et 10 mg/kg, chez des
souris porteuses de tumeurs solides du carcinome d’Ehrlich!86. Alors que les deux doses étaient
associées a des réductions des taux de croissance et des volumes tumoraux par rapport aux
témoins non traités, seul le groupe recevant la dose la plus élevée était associé a une survie
améliorée. Les deux niveaux de dosage étaient associés a des réductions statistiquement

significatives des niveaux d’IL-10, HSP70 et iNOS.

Wei et al. ont exploré I’utilisation de propranolol dans un panel de lignées cellulaires de
cancer de la thyroide humain'®’. 11 a été démontré que le propranolol inhibait la croissance des
lignées cellulaires 8505C et K1, avec des valeurs d’ICso de 200 uM et 280 uM, respectivement.
L’inhibition de la croissance tumorale a ensuite été analysée dans la lignée 8505C et a été
associée a une augmentation des niveaux d’apoptose. Des données in vivo provenant d’un
modele murin de xénogreffe utilisant des cellules 8505C et traitées avec du propranolol a une
dose de 10 mg/kg ont montré une réduction du volume tumoral par rapport aux témoins, et une

réduction du marquage immuno-histochimique Ki67 des cellules tumorales.

La maladie de von Hippel-Lindau (VHL), ou syndrome de von Hippel-Lindau, est une
maladie génétique rare causée par une mutation de la lignée germinale du géne suppresseur de
tumeur de von Hippel-Lindau. Elle se caractérise par le développement de toute une gamme de
types de tumeurs, notamment les hémangioblastomes de la rétine et du systéme nerveux central.
Albinana et al. ont exploré I’effet du propranolol sur les cellules d’hémangioblastome de

patients VHL et ont rapporté une diminution de la viabilité et une augmentation de I’apoptose
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liées a la dose'®®. Cet effet était accru dans les conditions hypoxiques et était associé a une

diminution de I’expression des geénes cibles d’HIF, y compris le VEGF.

5) Données humaines dans le traitement du cancer :

Les premiéres données humaines suggérant un effet bénéfique du propranolol sur le
cancer proviennent d’études épidémiologiques comparant I’incidence du cancer chez des
patients hypertendus et non hypertendus. Par exemple, Perron et al. ont rapporté I’incidence du
cancer de la prostate chez des hommes canadiens traités avec divers médicaments
antihypertenseurs et ont découvert que le traitement par béta-bloquants avait un effet protecteur
avec un odds ratio (OR) ajusté de 0,86 (IC a 95%. = 0,77 a4 0,96)'%. Chez les patients atteints
de cirrhose associée a I’hépatite C, Nkontchou et al. ont rapporté que 1’utilisation du propranolol
¢tait associée a un risque réduit de développer un carcinome hépatocellulaire (HCC, avec un
ratio de risque (HR) = 0,25 ; (IC 4 95 = 0,09 — 0,65)'°°. Chang et al. ont publié une vaste étude
de cohorte en 2015 portant sur 24,238 patients, avec un groupe traité au propranolol (utilisation
> 6 mois, n = 12119) comparé a un groupe d’utilisation témoin (n = 12119) sur une période de

12 ans!®!

. Globalement, le risque de cancer était plus faible dans le groupe traité par propranolol
(HR = 0,75 ; IC a 95% = 0,67-0,85 ; p <0,001). Une analyse spécifique au site a montré une
diminution du risque dans les cancers de la téte et du cou (HR = 0,58 ; IC a 95% = 0,35-0,95),
de I’cesophage (HR = 0,35 ; IC a 95% = 0,13 4 0,96), de I’estomac (HR = 0,54 ; IC a 95% =
0,30 a 0,98), du colon (HR = 0,68 ; IC a 95% = 0,49 — 0,93) et des cancers de la prostate (HR

=0,52;1C 95% = 0,33 - 0,83).

Zhong et al. ont réalis¢ une revue systématique et une méta-analyse d’études
observationnelles sur I’ utilisation de béta-bloquants et la mortalité par cancer'*2. Ils ont identifié
24 études pertinentes ayant rapporté des résultats en mai 2015 et portant sur 76538 patients. Les
résultats globaux ont montré que les patients qui utilisaient des bétabloquants apres le
diagnostic avaient un HR de 0,89 (IC a 95% 0,81-0,98) pour la mortalité¢ toutes causes
confondues par rapport aux non-utilisateurs. Ceux qui ont utilisé des bétabloquants apres le
diagnostic (par rapport aux non-utilisateurs) avaient un HR de 0,89 (IC a 95% 0,79-0,99) pour
la mortalité spécifique au cancer. L'utilisation pré-diagnostique de bétabloquants n'a montré
aucun effet bénéfique sur la mortalité toutes causes ou la mortalité spécifique au cancer. Apres
stratification par type de cancer, seuls les patients atteints de cancer du sein qui ont utilisé des
bétabloquants aprés le diagnostic ont montré une survie globale prolongée. Une tendance
linéaire mais non significative a été observée entre 1'utilisation de bétabloquants post-diagnostic

et la mortalit¢é des patients cancéreux. En conclusion, I'effet moyen de I'utilisation des
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bétabloquants aprés le diagnostic mais pas avant le diagnostic est bénéfique pour la survie des

patients cancéreux.

a) Cancer du sein :

Une étude publié¢e par Powe et al. en 2010 a permis d’identifier le benéfice thérapeutique
du propranolol chez des patientes atteintes de cancer du sein et traitées pour leur hypertension.
Les auteurs ont émis I'hypothése que les patientes atteintes d'un cancer du sein recevant des
béta-bloquants pour hypertension présenteraient une réduction des métastases et une
amélioration des résultats cliniques. Trois sous-groupes de patientes ont ét¢ identifiés a partir
des dossiers médicaux de 466 patientes consécutives (dge médian 57, extrémes 28-71) avec
cancer du sein opérable et suivi (> 10 ans). Deux sous-groupes comprenaient 43 et 49 patients
hypertendus traités respectivement avec des béta-bloquants ou d'autres antihypertenseurs, avant
le diagnostic du cancer. 374 patientes ont formé un groupe témoin non hypertendu. Le
développement des métastases, l'intervalle sans maladie, la récidive tumorale et le risque de
risques ont été comparés statistiquement entre les groupes. Les patientes traitées par béta-
bloquant ont montré une réduction significative du développement des métastases, une récidive
tumorale et un intervalle sans maladie plus long. De plus, le risque de métastases a été réduit
de 57% (Hazards ratio = 0,430; IC a 95% = 0,200-0,926), et une réduction de 71% de la
mortalité par cancer du sein aprés 10 ans (Hazards ratio = 0,291; IC a 95 %= 0,119-0,715).
Cette étude de preuve de principe a montré que le traitement par béta-bloquant réduit
considérablement les métastases a distance, la récidive du cancer et la mortalité spécifique au
cancer chez les patientes atteintes d'un cancer du sein, laissant ainsi suggérer un nouveau role

pour le traitement par béta-bloquant.

Les résultats publiés par Barron et al. dans une population plus large de patientes
atteintes d’un cancer du sein ont montré des effets protecteurs associés a 1’utilisation du
propanolol!®®. Les femmes irlandaises traitées avec du propranolol (n = 70) ou de I’aténolol (n
= 525) I’année précédant le diagnostic de cancer du sein ont été appariées avec des femmes ne
recevant pas de traitement par un béta-bloquant (n = 4738). L’évaluation du bénéfice clinique
du traitement par béta-bloquant s’est faite selon la classification TNM (classification
internationale qui permet de se rendre compte du stade d’un cancer. La lettre T est ’initiale de
tumeur et correspond a la taille de la tumeur (numérotée de 0 a 4), la lettre N est I’initiale de
«node » qui signifie ganglion en anglais et indique si des ganglions lymphatiques ont été ou
non envahis (allant de Nx a N2) ; la lettre M est I’initiale de métastase et signale la présence ou

I’absence de métastases (numérotée de M0 a M1)). L’utilisation de propranolol était associée a
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un risque plus faible de présenter un diagnostic de T4 (OR = 0,24, IC a 95% = 0,07 — 0,85) ou
N2/N3/M1 (OR = 0,20 ; 95% IC = 0,04-0,88) par rapport aux patientes non traitées par
propranolol. La probabilit¢ cumulée de mortalit¢é par cancer du sein était également
significativement plus basse pour les utilisatrices de propranolol que pour les non utilisatrices
apparié¢es (HR = 0,19 ; IC 2 95% = 0,06 a 0,60). Il n’y avait aucune différence dans les résultats
entre les utilisateurs d’aténolol et les non-utilisateurs appariés. Ceci laissait ainsi suggérer que
les béta-bloquants non-sélectifs comme le propranolol étaient plus efficaces dans le cancer que

les béta-bloquants cardiosélectifs.

Une revue systématique et une méta-analyse de ’utilisation de béta-bloquants dans le
cancer du sein réalisée par Childers et al. ont mis en évidence une réduction non significative
de la récidive du cancer du sein (HR = 0,67 ; IC a 95% = 0,39 — 1,13), une réduction
significative du risque de mortalité par cancer du sein (HR = 0,50 ; IC 95% = 0,32 — 0,80) et

aucun impact sur la mortalité toutes causes confondues (HR = 1,02 ; IC 95% = 0,75 — 1,37)"%4.

b) Angiosarcome :

Banavali efal. ont publié un case report rapportant le cas d'une femme de 69 ans atteinte
d’un angiosarcome métastatique récidivant traité avec une combinaison de chimiothérapie
métronomique et de propranolol. Une réponse compléte a été rapidement obtenue et a duré 20
mois. Le meme groupe a publié une etude de plus grande ampleur sur une série de 7 patients
atteins d’angiosarcome métastatique non opérable. Banavali and colleagues ont réalisé une
étude sur une série de sept cas d’angiosarcome avancé traités par une association de propranolol
quotidien (40 mg deux fois par jour), de vinblastine (i.v. a raison de 6 mg/m? jusqu’a un
maximum de 10 mg) et de méthotrexate (35 mg/m? maximum 50 mg) hebdomadaires pendant
12 mois au maximum, suivis d’un traitement de maintenance comprenant du propranolol (40
mg deux fois par jour), de I’étoposide oral (50 mg/jour) et du cyclophosphamide oral (50 mg /
jour) pendant 20 jours consécutifs, par cycles de 30 jours'®. Le traitement a été bien toléré et a
montré un taux de réponse de 100%, incluant une réponse compléte et trois trés bonnes réponses
partielles. Chez des patients atteints d’angiosarcome metastatique non opérable la médiane de
PFS (Progression Free Survival) est de 4-5 mois, et de 9 mois pout I’OS (Overall Survival) .
Dans cette étude, la médiane de PFS (Progression Free Survival) était de 11 mois (intervalle de
5 a 24 mois) et I’OS (Overall Survival) de 16 mois (intervalle de 10 a 30 mois).

Une étude publiée par Galvan!®?

a reporté le cas d'une femme de 61 ans diagnostiquée
avec un angiosarcome cardiaque primaire et des métastases hépatiques et pulmonaires. Le

propranolol a été prescrit en monothérapie suite au refus u traitement conventionnel. Aprés 12
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mois, la masse médiastinale s'est considérablement affaiblie et a diminué de taille, et les nodules
métastatiques se sont stabilisés ou résolus sans aucun signe d'activité hyper-métabolique sur
PET-Scan. Il s'agit des premicres données publiées montrant une efficacité a long terme du
béta-bloquant propranolol en tant que traitement en monothérapie contre I'angiosarcome. Au
sein du méme groupe, Chow et al. ont également publié un rapport de cas d’angiosarcome traité
par propranolol!®. La patiente présentait un angiosarcome cutané T2 au stade multifocal non
métastatique largement disséminé ayant un taux de survie a 2 ans de 0%. Le traitement par
propranolol a une dose de 40 mg deux fois par jour a été initié, et a permis une amélioration
clinique en une semaine. Par la suite le propranolol a été augmenté a 40 mg trois fois par jour.
Le marquage du Ki67 a montré que le propranolol était associé a une réduction de 34% du taux
de prolifération. Les traitements ultérieurs, administrés en méme temps que le propranolol, ont
inclus 10 semaines de paclitaxel poliglumex (une formulation de paclitaxel congue pour
augmenter 1’indice thérapeutique du médicament) et une radiothérapie. Aprés 1’arrét du
paclitaxel et la radiothérapie, le patient a continué de prendre du propranolol a une dose de 40
mg trois fois par jour, avec des signes évidents de régression de la maladie et aucun signe de

maladie métastatique.

Un case report publié par Deguze et al'®” a été publié en octobre 2015. Un patient de 73
ans atteint d’angiosarcome du cuir chevelu a présenté des métastases médiastinales, hépatiques,
surrénales et cutanées. Le patient a été traité par du cyclophosphamide métronomique oral a
une dose de 100 mg deux fois par jour, 1 semaine sur 2, avec du propranolol (120 mg/jour)
pendant 3 mois. Lors de la derniére évaluation disponible, une réponse partielle des atteintes
métastatiques a été confirmée, avec une régression de 44% pour les métastases viscérales et
aucune rechute des 1ésions cutanées n’a été constatée. La méme équipe a publié¢ un case report
d’un patient de 49 ans atteint d’un angiosarcome du nez non opérable'*8. Ce patient a été traité
selon les mémes condiyions,en association au propranolol pendant 2 mois. A I’issue du

traitement, le patient a connu une rémission clinique compléte (CR).
c) Autres:

Bhattacharyya et al. ont rapporté I’utilisation de 1’association du témozolomide
métronomique (MTMZ), de 1’étodolac, inhibiteur de la COX-2, et du propranolol dans le
traitement du glioblastome récidivant a ’ASCO 2014'”. Une série de 32 patients a été
randomisée dans mTMZ ou mTMZ avec VT-122 (I’association du propranolol 20 mg deux fois
par jour et d’étodolac 400 mg deux fois par jour). La durée nécessaire pour constater une

progression tumorale était de 5,2 mois dans le bras mMTMZ et de 8,8 mois dans le bras mTMZ
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+ VT-122. La survie a 6 mois était de 40% et 63%, et I’OS a 1 an était de 12% contre 22%,
respectivement. Une mise a jour en 2015, également rapportée a ’ASCO, avec 41 patients
inclus, montrait une OS médiane de 9,2 mois contre 17,6 mois et un taux de réponse de 35%
contre 57%, respectivement®”’. Le méme groupe a également signalé une étude ouverte (n =
37) sur un seul centre évaluant la gemcitabine en association avec le nab-paclitxel (GemNab)
avec et sans VT-122 chez des patients atteints d’un cancer du pancréas localement avancé ou
métastatique?®’. Les patients du bras GemNab + VT-122 (n = 20) ont été traités avec VT-122
pendant une semaine avant le début du traitement par GemNab, puis de maniére continue avec
GemNab. La PFS était de 7,2 contre 11,8 mois, et I’OS de 10,5 mois contre 15,9 mois pour les
bras GemNab et GemNab + VT-122, respectivement. De plus, les patients du bras GemNab +
VT-122 ont présenté une douleur et une neuropathie réduites et un gain de poids accru par
rapport aux patients du GemNab. Le VT-122 a également été utilisé dans le cadre d’un essai
contrdlé randomisé multicentrique (n = 20) en association avec le sorafénib dans le carcinome

202

hépatocellulaire=”“. La survie médiane globale était de 9,6 mois contre 17,2 mois dans les

groupes sorafénib et sorafénib + VT-122, respectivement.

Le role du propranolol dans le traitement de la cachexie liée au cancer, une cause
importante de morbidité et de mortalité chez les patients cancéreux au stade avancé de la
maladie, a également suscité un certain intérét?®. Hyltander ef al. ont exploré les influences sur
la dépense d’énergie au repos chez les patients cancéreux perdant du poids prenant du
propranolol (80 mg deux fois par jour), I’inhibiteur non sélectif de la COX indométacine, la
morphine ou un placebo?®*. Les patients du groupe propranolol ont présenté une baisse de la
dépense d’énergie au repos d’environ 10% par rapport a la ligne de base 5 jours apres le début
du traitement, alors qu’il n’y avait pas de changement significatif dans les autres groupes de
traitement ou les controles. Une étude ultérieure du méme groupe a comparé le propranolol (80
mg/jour) et I’aténolol (50 mg/jour) chez 10 patients atteints de tumeur solide perdant du
poids?®. Alors que les deux médicaments réduisaient significativement la dépense d’énergie au
repos, le traitement par propranolol, entrainant une diminution de la fréquence cardiaque, avait

un effet significativement plus prononcé que celui de ’aténolol.

Les effets psychologiques du propranolol chez les patients cancéreux ont également
suscité un certain intérét, par exemple en réduisant le niveau de détresse émotionnelle, mesuré

en termes de nombre et de taux de pensées intrusives associées a un diagnostic de cancer?®,
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6) Essais cliniques :

Plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours dans une grande variété de cancers

humains et de contextes thérapeutiques.
a) Phasel:

NCT01504126 — Un essai ouvert a un seul bras (n = 25), vise a évaluer le propranolol,
a la dose de 20 mg deux fois par jour, avec chirurgie et chimiothérapie standard a base de platine
ou de taxane dans le cancer de ’ovaire. Il s’agit d’une étude de faisabilité, dont le critére
principal est la proportion de patients terminant le traitement. Le traitement commence 48 a 72
heures avant la résection chirurgicale et se poursuit pendant six cycles de chimiothérapie post-

chirurgicale. L’essai clinique est terminé mais les résultats n’ont pas encore été communiqués.

NCT02013492 — C’est une étude de faisabilité¢ de I’administration du propranolol par
voie orale chez des patients atteints de tumeurs solides récurrentes ou métastatiques non
résécables. Les patients participant a cette étude ouverte sont traités par propranolol deux fois
par jour (dose non spécifiée) pendant quatre mois sous réserve d’absence de progression de la
maladie ou de toxicité inacceptable. Les principaux critéres d’évaluation sont I’incidence de la
toxicité, la modification des taux de VEGF, la mesure des impacts sur la réponse immunitaire
et le microenvironnement tumoral. Les mesures de résultats secondaires incluent la survie sans

progression et la survie globale a un an.

NCT02897986 (PROVIN) — Cet essai planifié de phase I/II consiste en 1’administration
de doses croissantes de vinorelbine orale trois fois par semaine (10, 20 et 30 mg/m?) plus
I’administration de propranolol en quotidien a la dose de 1,5 mg/kg/jour administré en deux
fois aprées le premier cycle de chimiothérapie. Une analyse pharmacocinétique de la vinorelbine
et du propranolol sera effectuée. Une fois que la dose recommandée de la combinaison aura été
¢tablie, quatre cohortes d’extension sur 9 patients seront constituées (neuroblastome,
rhabdomyosarcome, sarcome d’Ewing et tumeurs diverses). Des biomarqueurs potentiels
(expression tumorale des récepteurs béta-adrénergiques et isotypes de la béta-tubuline) seront

¢galement évalués.

NCT02732678 — C’est un essai de phase I/II qui vise a déterminer la dose de propranolol
a utiliser en association avec du cyclophosphamide oral métronomique fixe chez des patients
présentant un angiosarcome localement avancé ou métastatique . 3 doses seront testées : 80,120
et 160 mg/jour et la toxicité en association au cylophosphamide sera évaluée 1 mois apres

traitement.
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NCTO01847001 — C’est une étude ouverte de phase I/II portant sur des patientes
nouvellement diagnostiquées avec un cancer du sein et recevant une chimiothérapie néo-
adjuvante. La dose initiale de propranolol est de 20 mg deux fois par jour, mais est augmentée
a 40 mg puis a 80 mg deux fois par jour. Les résultats principaux sont I’observance du protocole
instauré pour le propranolol pendant la chimiothérapie, les modifications de 1’angiogenése
(évaluées a I’aide de la tomographie optique diffuse) et des modifications du niveau de stress
psychologique. Les résultats secondaires comprennent les taux d’événements indésirables et les

modifications de la prolifération tumorale (coloration au Ki67).
b) Phase 2 :

NCTO01988831 — C’est un essai de phase II, contrdlé par placebo, randomisé, portant sur
des patients atteints de mélanome primitif a haut risque. Les patients présentant un haut risque
de récidive de la maladie recevront du propranolol a une dose évaluée par un cardiologue,
jusqu’a un maximum de 160 mg/jour. Le résultat principal est la survie sans progression sur

cing ans. Le recrutement de cet essai est actuellement suspendu pour des raisons financiéres.

NCTO01857817 — C’est un essai de phase II randomisé, contrélé placebo et constitué
d’un groupe traité par propranolol et étodolac dans le cancer de la prostate. La combinaison de
médicaments, a une dose spécifique de 22 mg de propranolol et de 340 mg d’étodolac deux fois
par jour, est appelée VT-122 par le promoteur de 1’essai, Vicus Therapeutics. Le critére
principal d’évaluation est le changement de PSA (Prostate-Specific Antigen) & 12 semaines.
Les critéres secondaires comprennent le temps de doublement du PSA, la progression du PSA
et le délai avant la progression des symptdmes. L. essai est terminé mais les résultats n’ont pas

encore €t¢é communiqués.

NCT02641314 — C’est un essai de phase II randomisé évaluant la chimiothérapie
métronomique et le propranolol chez des enfants et des adolescents atteints de neuroblastome
a haut risque récurrent ou progressif (METRO-NB2012). Le traitement consiste en huit cycles
alternés de 28 jours de propranolol, célécoxib, cyclosphosphamide oral, vinblastine en injection
i.v. bimensuelle, étoposide par voie orale (PCCVE) et de propranolol, célécoxib,
cyclophosphamide par voie orale, vinblastine en injection i.v. bimensuelle (PCCV) suivi de
cing cycles de PCCV pour un total de 13 cycles (traitement de 364 jours). La dose quotidienne
de propranolol est de 0,5 mg/kg/jour, jusqu’a un maximum de 120 mg/jour, en deux doses
fractionnées. Le principal objectif est de démontrer la non-infériorit¢ de la survie sans
événement (EFS) par rapport a un groupe témoin historique. Les résultats secondaires incluent

le taux de contrdle de la maladie a 6 mois et la survie globale a 12 mois.
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ACTRN12615000889550 — C’est une étude randomisée de phase II visant a évaluer
I’effet du propranolol en péri-opératoire par rapport au placebo sur le profil d’expression
génique de cellules issues de cancer du sein récemment diagnostiqué. Le groupe de traitement
recevra 7 jours de propranolol en pré-opératoire (40 mg 2 fois par jour du jour 1 a 3, et 80 mg
2 fois par jour du jour 4 a 8). L’administration se fera une semaine avant la chirurgie, le jour de
I’opération constituera la derniére administration. Le propranolol sera ensuite titré pendant les
2 jours suivant la derniére administration. Une investigation sera menée sur les cellules
tumorales isolées le jour de la résection chirurgicale afin d’évaluer I’impact du traitement par

propranolol sur I’expression de 20 000 génes.

ACTRN12612000852853 — C’est un essai controlé randomisé de phase I portant sur
I’utilisation du propranolol et de I’étodolac en péri-opératoires chez des patients atteints d’un
cancer colorectal subissant une excision chirurgicale de la tumeur primitive. Le critére principal

d’évaluation est une réduction du taux de récurrence a deux ans et des métastases a distance.
c) Phase3:

NCTO00888797 — 11 s’agit d’un essai de phase III randomisé et controlé par placebo
portant sur I’administration de propranolol par voie orale et d’etodolac en péri-opératoire chez
des patients atteints d’un cancer colorectal et ayant subi une résection. Les patients sous
traitement regoivent 800 mg d’étodolac par voie orale deux fois par jour pendant toute la durée
de I’intervention, du propranolol 20 mg par jour durant les 5 jours pré-opératoires, 80 mg deux
fois par jour le jour de I’opération, puis 40 mg deux fois par jour pendant la premiére semaine
post-opératoire, et enfin 20 mg deux fois par jour pour la deuxiéme semaine post-opératoire.

Le critére d’évaluation clinique principal est le taux de récidive locale et a distance a trois ans.

EudraCT 2014-003671-30 — Cet essai ouvert de phase III chez des patients atteints du
syndrome de Von Hippel-Lindau évaluera 1’efficacité du propranolol, a la dose de 2 mg/kg,
dans le contréle de la croissance des hémangioblastomes rétiniens papillaires et juxta-
papillaires. Le critére d’évaluation principal est une réduction du nombre et de la taille des

hémangioblastomes rétiniens a 12 mois.

d) Phase non référencée :

NCT00502684 — C’est un essai randomisé, controlé par placebo, évaluant
I’administration de propranolol et d’étodolac en péri-opératoires chez des femmes subissant
une opération pour un cancer du sein. Les femmes du groupe de traitement recevront 40 mg de

propranolol et 800 mg d’étodolac deux jours avant la chirurgie et jusqu’a trois jours apres la
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chirurgie. L’essai comporte un certain nombre de critéres de jugement principaux
biochimiques, notamment des biomarqueurs immunitaires et liés a 1’angiogenése (nombre et
activité cytotoxique des cellules NK, taux de cellules T NK, lymphocytes, monocytes et
granulocytes ; taux de cortisol et de VEGF). Le principal critére d’évaluation clinique est le

taux de récidive apres cinq ans.

7) Mécanisme d’action anti-cancéreux :

a) Effets sur la prolifération :

L’investigation de I’influence de la signalisation des récepteurs béta adrénergiques sur
la prolifération cellulaire remonte a plus de 50 ans. En 1961, il a été reporté que des rats traités
chroniquement avec 1’isoproterenol, un agoniste béta adrénergique, présentaient une croissance

207 Barka et al. ont

excessive des glandes salivaires due a une augmentation du taux mitotique
confirmé que I’isoproterenol était capable d’augmenter le taux mitotique et de stimuler la
synthése d’ADN?%, Une réduction de la prolifération a été constatée par une autre équipe apres
blocage de la voie béta adrénergique par le propranolol sur un modéle de protozoaire cilié?®. 11
a maintenant été démontré que le propranolol est capable de diminuer I’augmentation de la
prolifération des cellules cancéreuses associée aux catécholamines dans de nombreux types de

cancer!71:210.211,212.

Dans une étude, 1’efficacité du propranolol a été comparée a celle de I’atenolol, un
antagoniste sélectif du récepteur p-1-adrénergique et a I’ICI118-551 un antagoniste sélectif du
récepteurs -2-adrénergique. Iseri et al. ont démontré que le propranolol et ICI118-551 étaient

moins efficace en terme d’inhibition de la prolifération, de la migration et de I’invasion de

cellules cancéreuses de sein (MCF7), de colon (HT29), et de foie (HepG2) que I’atenolol?!3,

Barnabé et al. ont démontré que la prolifération de lignées cellulaires de carcinome
squameux oral en réponse a une activation de la voie de signalisation B-2-adrénergique était
médiée par une augmentation de 1I’IL-6. La neutralisation de 1I’IL-6 par un anticorps a conduit a
une diminution du taux de prolifération. Le propranolol a été démontré comme étant un agent
permettant de diminuer I’'[L-6'7°. Une diminution du taux d’IL-6 et de la croissance
métastatique a également pu étre démontrée dans un modele murin de mélanome apres

traitement par propranolol®!4.

b) Effets sur la migration et invasion :

Strell et al. ont montré que le propranolol est capable de diminuer 1’activité migratoire

induite par la norépinéphrine dans une large variété de lignées cellulaires de cancer du
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sein!*146_ La dégradation de la matrice extracellulaire est un facteur clef de la progression
tumorale et de la cascade métastatique avec des matrices métallo protéinases (MMP) jouant un
role dans le processus du remodelage tissulaire?!>2!°, Sood et al. ont montré que MMP-2 et
MMP-9 (marqueurs des propriétés d’invasion du cancer) étaient fortement exprimés sous
traitement par norepinephrine, in vitro, dans des cellules de cancer ovarien (EG, SKOV3) sous
traitement par norepinephrine. IIs ont par la suite démontré que le propranolol pouvait réduire
le taux de croissance tumorale et I’infiltration dans un modéle de cancer ovarien in vivo'>®. Une
inhibition de I’augmentation de MMP-2 et MMP-9 par le propranolol a également été constatée

217,166,167,168

dans le carcinome nasopharyngé!'’#, le cancer pancréatique , ’adénocarcinome

gastrique!®!, le mélanome®'®, le cancer de la prostate’’® et de MMP-9 dans le

220 221,222

medulloblastome=’ et ’hémangiome infantile

Pon et al. ont décrit que le récepteur B-2-adrénergique pouvait activer une boucle de
rétrocontrole régulant le caractére invasif de la lignée de cancer du sein MDA-MB-231-HM
connue pour son caractére hautement métastatique. Une variété d’agonistes des récepteurs 3-2-
adrénergique était a I’origine d’une augmentation dose dépendante de la signalisation
dépendante d’AMPc et de Ca?" ainsi que d’une diminution de la phosphorylation d’ERK. Cet
effet était compétitivement inhibé par le propranolol ou un antagoniste du récepteur B-2-
adrénergique ICI-118551. L’augmentation du caractére invasif de la lignée MDA-MB-231-HM
impliquait un rétrocontrdle positif entre la concentration d’ AMPc et de Ca?* mais semblait étre
indépendante de 1’effet sur la phosphorylation d’ERK et donc de I’inhibition de la voie des
MAP kinases??3.

Le remodelage tissulaire est une des étapes clefs dans le processus de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) impliqué dans 1’essaimage métastatique®?*. Shan et al. ont
montré que, sous |’effet d’une signalisation -2-adrénergique, les lignées cellulaires de cancer
gastrique humain BGC-823 et SGC-7901 étaient soumises a des modifications morphologiques
typiques de la TEM et un caractére invasif amplifié aprés traitement par norépinéphrine??°.
Zhang et al. ont démontré une association entre 1’augmentation de la signalisation adrénergique
et I’initiation de la TEM dans la lignée cellulaires de cancer colorectal HT-29 et de cancer du
poumon A549%2%, De plus, ils ont pu identifier TGF-B1 comme un médiateur de la TEM induite
par la norepinephrine et que le propranolol inhibait 1’augmentation de TGF-f1 a une
concentration de 10 uM, ce qui avait pour effet de diminuer partiellement la migration et le

caractere invasif des cellules traitées par norépinéphrine.
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La formation d’invadopodes, des structures d’actine formées a la surface des cellules
cancéreuses suspectées d’étre actives sous I’effet de la sécrétion des MMP, participent a la
dégradation de la matrice extra cellulaire et au processus de TEM??’. Creed et al. ont pu
démontrer que ’activation de la signalisation 2-adrénergique par des agonistes adrénergiques
augmentait le formation d’invadopodes dans des lignées cellulaires de cancers de sein humains

et murins et que le propranolol pouvait reverser ce phénotype??®,

L’adhésion cellule-cellule, un processus également impliqué dans le processus
métastatique, fait intervenir la voie de signalisation adrénergique. Rap1B est une petite GTPase
participant a ce processus. Il y a des preuves suggérant que la perte de Rap1B a la membrane
plasmatique diminue [’adhésion cellule-cellule et peut promouvoir un phénotype
métastatique??*2*°, La lignée MDA-MB-231 a montré une diminution de I’adhésion cellule-
cellule en réponse au traitement par isoproterenol et une augmentation de la migration cellulaire
et le propranolol était responsable d’un effet inverse?*.

Le processus d’essaimage métastatique est également dépendant de la formation de

« niche métastatique »?*12*2

. Campbell et al. ont montré dans un modele de souris que la
colonisation du compartiment stromal de la moelle osseuse par des cellules cancéreuses du sein
MDA-MB-231 pouvait étre induite par le stress ou le traitement exogeéne a base d’isoproterenol
via la voie adrénergique. Cet effet passe par une augmentation de RANKL. Cette protéine joue
le r6le médiateur physiologique essentiel de la différenciation et de la fonction des ostéoclastes.
associé a une augmentation du nombre de 1ésions ostéolytiques en réponse a la signalisation

adrénergique. Cet effet peut étre inhibé par le propranolol ou un inhibiteur de RANKL a savoir

le denosumab'#°.

Le role du systéme lymphatique dans les métastases a suscité un large intérét ces
derniéres années 2**. Le ef al. ont montré que le stress chronique induisait un remodelage de la
vasculature lymphatique, incluant une augmentation de la densité des vaisseaux et leur
dilatation conduisant 4 une augmentation du drainage lymphatique®**. Ces effets étaient médiés
par la voie béta adrénergique et pouvaient étre bloqués par le traitement a 1’isoproterenol ou au
propranolol chez des souris BALB/c injectées avec des cellules cancéreuses de sein MDA-MB-
231. Le remodelage induit par le stress était médié par la production de VEGF-C qui était induit
par COX-2/PGE>. Ses effets sur le systéme lymphatique ont conduit a I’étude du
repositionnement du propranolol dans le traitement du lymphangiome congénital?®>. L étude a

¢té menée sur 6 patients. Parmi eux, 2 patients ont répondu et présentaient une amélioration
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symptomatique évidente avec un rétrécissement supérieur a 10% et inférieur a 50% de leur

volume tumoral.

c) Effets sur I’apoptose :

Zhang et al. ont montré que le propranolol utilisé a une concentration de 100 pM
pouvait limiter I’expansion de lignées cancéreuses pancréatiques PC-2 via une induction de
I’apoptose!®®. L action pro-apoptotique du propranolol semblerait liée au blocage du récepteur
[2-adrénergique plutot qu’au blocage du récepteur 1 si I’on s’en tient a ’augmentation du
taux de cellules apoptotiques détectées en présence d’un antagoniste des récepteurs [2

(butoxamine) ou B1 (metoprolol).

Chin et al. ont également reporté que le propranolol pouvait entrainer un arrét du cycle
cellulaire en phase G1 et le déclenchement de 1I’apoptose dans des lignées cellulaire de cancer

colorectal!’?,

Liao et al ont mis en évidence qu’une concentration de 200 uM de propranolol induit
un arrét du cycle cellulaire et I’activation de I’apoptose dans les lignées cellulaires de carcinome
gastrique. L’apoptose était associ¢e avec une diminution des niveaux d’expression de NF-kB,

VEGF, COX-2, MMP-2 et MMP-9'8!,

L’activité pro-apoptotique du propranolol a été étudiée par Wolter et al. sur des modéles
de lignées cellulaires de cancer de la téte et du cou présentant des statuts p53 différents!””. Le
traitement par propranolol a ét¢ démontré comme inducteur de I’apoptose quel que soit le statut
de p53 et a entrainé la diminution de 1’activité de p63 et p73 (des protéines de la famille p53),
du niveau d’expression de ANp63a (un facteur anti-apoptotique), et une induction du facteur
pro-apoptotique (Tap73b) dans les lignées cellulaires SCC9 et SCC17a. Les auteurs de cette
étude ont également ¢tudié 1’effet pro-apoptotique du propranolol sur des lignées cellulaires de

neuroblastome et ont décrit ’augmentation de I’expression de p53 et p73'63.

Les résultats de ces différentes études ont démontré une activité apoptotique du
propranolol dans des concentrations égales ou supérieures a 100 pM. Aussi il apparait peu
probable que le mécanisme d’action régissant I’activité anti cancéreuse du propranolol in vivo
soit dépendant des voies apoptotiques car ces concentrations ne sont pas atteignables chez

’homme.
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d) Effets sur I’angiogenése :

La relation entre la signalisation adrénergique et 1’angiogenése a été établie dans les
années 90. Il a pu étre démontré que la signalisation adrénergique induite par la norépinephrine

augmente le niveau d’expression du VEGF dans le tissu adipeux brun?36-237,

Lugtendorf et al. ont mis en évidence que les agonistes B-adrénergiques augmentaient
la production du VEGF dans deux lignées cellulaires de cancer ovarien (EC et SKOV3) et que
le propranolol bloque cette augmentation dés la concentration de 1 uM!3. Ces données
suggerent un lien entre le stress et une croissance tumorale accrue via une augmentation de
I’angiogenese. Le travail réalisé in vivo sur un modéle murin de cancer de 1’ovaire a montré que
le stress chronique était associ¢ a une augmentation de la croissance tumorale, de la
vascularisation et une expression augmentée de VEGF, MMP-2 et MMP-9 au sein de la tumeur.
L’activation béta adrénergique de la voie de signalisation PKA-AMPc a été identifiée comme
le mécanisme majoritaire par lequel le stress chronique augmentait I’angiogenése tumorale'*.
Dans un travail complémentaire, les auteurs ont montré que le stress chirurgical induit une
augmentation de la signalisation adrénergique dans un modéle murin de cancer ovarien et que
ceci était associé avec une augmentation de la croissance et de I’angiogenese tumorale. Le
propranolol a été montré comme capable d’inhiber 1’augmentation de 1’expression du VEGF
induite par le stress chirurgical et par conséquent de diminuer 1’angiogenése et la croissance

tumorale?38.

Un effet anti-angiogénique du propranolol passant par une diminution du VEGF a été
reporté dans une variété de lignées cellulaires de cancers incluant le carcinome nasopharyngé!”*
, le mélanome?®*®, le cancer du pancréas?!’, la leucémie'%’, le carcinome de la téte et du cou?*’
et les hémangiomes infantiles?**2, Notre équipe de recherche a par ailleurs montré que la
combinaison des béta-bloquants, incluant le propranolol, avec la vincristine était associée a une
augmentation de la survie et une inhibition de I’angiogenése tumorale dans un modéle murin

de neuroblastome'¢!.

D’autres mécanismes pourraient également jouer un role dans les effets anti-
angiogéniques du propranolol. Annabi ef al. ont étudié 1’activité du propranolol dans des
échantillons de patients atteints de glioblastome®*. 1l a pu étre reporté que le propranolol
diminuait 1’expression de MMP-9 ainsi que la formation d’un réseau tubulaire par les cellules
endothéliales microvasculaires de cerveaux humains et qu’il pouvait donc potentiellement

réduire 1’angiogenése tumorale.
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Park et al. ont montré que I’expression du facteur 1o inductible par I’hypoxie (HIF-1a)
¢tait augmentée par la norepinephrine, via la voie AMPc/PKA/Akt/p70S6 et que cela pouvait
jouer un rdle clef dans le processus angiogénique?*. Dans cette étude, I’extinction génique de
HIF-1a a inhibé I’expression du VEGF induite par la norepinephrine et la formation de tubes
capillaires. Un pré-traitement par le propranolol était capable d’abroger I’effet de la
signalisation adrénergique sur HIF-1a, le VEGF et I’angiogenése. Des résultats similaires
utilisant un antagoniste f2-adrénergique (ICI118551) ont été obtenus in vivo dans un modéele

murin de cancer du pancréas®®.

De leur coté, Liao et al. ont montré que le propranolol était capable de diminuer le
niveau d’expression de COX-2. La COX2 est une enzyme appartenant a la voie COX-
2/prostaglandine E2 (PGE:) connue pour étre impliquée dans I’angiogencse associée au
cancer’¥246_ Ces effets sont en partie dus a ’activation de la voie NF-kB!8!. Ces resultats
apparaissent d’autant plus intéressants a la lumiére des études cliniques associant le propranolol

et ’etodolac, un inhibiteur de COX-2, dans le contexte peri-operatif.

Cicarelli et al. ont montré que la délétion des récepteurs P2-adrénergiques rendait
I’angiogenéese non fonctionnelle dans un modele murin, et que I’isoproterenol induisait une
dérgadation d’IkBa et augmentait 1’activité transcriptionnelle de NF-xB de facon temps

dépendante®?’.

e) Effet sensibilisateur au traitement :

Il a été démontré que le propranolol a le potentiel de rendre sensibles des lignées
cellulaires devenues résistantes a des agents de chimiothérapie, incluant la lignée murine de

135

leucémie qui est normalement résistante a la doxorubicine'>- et la lignée leucémique CEM qui

est multirésistante*s.

Ces résultats semblent cependant lignée cellulaire dépendant et
médicaments spécifiques, avec par exemple, un petit impact du propranolol sur la sensibilité au

cisplatine de lignées de cancer du poumon non a petite cellules®*.

Liao et al. ont montré qu’un pré-traitement de 24h a 50 puM des lignées
d’adénocarcinomes gastriques (BGC-823 et SGC-7901) par propranolol augmentait les effets
de la radiothérapie sur la viabilité cellulaire in vitro'®?. De maniére similaire, Wolter et al. ont
évalué I’impact du propranolol sur des lignées de cancer du poumon non a petite cellules et ont
montré qu’il augmentait 1’efficacité des radiations en plus d’augmenter 1’efficacité du cisplatine

7

par un effet synergique!”’. Le propranolol a également été testé en association a la
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chimiothérapie et la radiothérapie dans deux études ayant évalué son utilisation dans

I’angiosarcome!?62%0,

Le mécanisme permettant d’expliquer cet effet radio-sensibilisateur pourrait étre lié a la
voie NF-kB/COX2/PGE, que plusieurs investigateurs ont proposé'>*»17:182 Des données
publiées suggerent que I’activation de COX-2 pourrait augmenter la résistance aux radiations
dans des lignées cellulaires de cancer?!->32253, Ainsi le propranolol pourrait exercer son effet

radio-sensibilisateur de par son action sur COX-2.

Notre équipe de recherche a étudié la synergie existante entre le propranolol et le
paclitaxel ou le 5-FU in vitro et in vivo'¥’. L’interaction entre ces drogues pouvait étre
synergique, additive ou antagoniste selon 1’association testée, la dose et la lignée cellulaire in
vitro. De plus, 1’association du paclitaxel et du 5-FU au propranolol améliorait la médiane de
survie dans un mod¢le murin orthotopique de cancer du sein. La médiane de survie était de 125
jours pour 1’association propranolol-paclitaxel contre 70 pour le paclitaxel seul et 56 jours pour
la combinaison propranolol-5-FU contre 47 pour le 5-FU seul. Cette efficacité semblait étre
imputable a une augmentation de I’effet anti-angiogénique des chimiothérapies par
I’administration de propranolol. Les mémes auteurs ont publi¢ des résultats montrant une
synergie entre le propranolol et la vincristine dans un modéle murin de neuroblastome'®! et le
propranolol et la vinblastine dans un modéle d’angiosarcome!®’. Dans ces deux modéles. le

propranolol interagissait de manicre synergique spécifiquement avec les vinca alcaloides.

Il existe d’autres exemples de ce type de sensibilisation par le propranolol tels que
I’augmentation de I’effet de la rapamycine sur les cellules de cancer de la prostate humaine?>*,
le rétablissement de la sensibilité au trastuzumab dans le cancer du sein HER2 résistant!4®,

187 ou encore la

I’augmentation de I’effet du vemurafenib des cellules cancéreuses de thyroide
restauration de ’activité du sunitinib dans des modéles in vitro et in vivo de cancer colorectal

devenus résistants a cause du stress chronique?>>.

f) Effets sur le systéme immunitaire :

Un certain nombre de mécanismes d’action li€s au systéme immunitaire a également été
décrit comme participant aux effets anticancéreux du propranolol. Ces effets sont
principalement liés a I’impact de la signalisation du systéme nerveux sympathique (SNS) sur
différentes populations de cellules immunitaires, le microenvironnement tumoral et, dans
certains cas, directement les cellules cancéreuses. Un aspect important de cette relation

complexe est le lien entre le stress psychologique et la réponse immunitaire, une préoccupation
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majeure dans le domaine de la psycho-neuro-immunologie et de plus en plus important dans le

contexte du cancer?°.

Teshima et al. ont montré que dans les souris C3H/H et AKR, le propranolol a la dose
de 5 mg/kg était capable de promouvoir 1’activité phagocytaire. Ils ont pu notamment mettre en
évidence que le propranolol permettait de diminuer ’activité inhibitrice exercée par le stress

sur la phagocytose®”’.

Shakhar, Ben-Eliyahu et al. ont relevé que 1’agoniste béta adrénergique metaproterenol
induisait une augmentation transitoire et dose dépendante du nombre de cellules NK dans les
10 minutes suivant I’administration chez des rats F344'4!, L’activité des cellules NK était
diminuée par le metaproterenol mais ce phénomene pouvait étre inhibé par I’administration de
propranolol (2 une dose comprise entre 0,1 et 0,5 mg/kg) ou de nadolol. D’autres
expérimentations ont permis d’identifier que le nadolol et le propranolol, réduisaient le nombre
de cellules cancéreuses de cancer du sein MADB106 sensibles aux cellules NK retenues dans

les poumons et le nombre de métastases pulmonaires.

Benish et al. ont par la suite montré qu’une intervention chirurgicale (laparotomie) avant
I’inoculation avec des cellules MADB106 chez des rats F344 était significativement, associée
4 une augmentation de la prise de greffe de cellules tumorales dans le poumon'#?. Cette
augmentation de la prise de greffe de cellules tumorales a été atténuée par un traitement pré-
chirurgical par des inhibiteurs de la COX-2 (indométhacine, étodolac et célécoxib). Le
propranolol en administration pré-opératoire, a une dose de 1,5 mg/kg et de 4,5 mg/kg, a
¢galement réduit de maniére significative le taux de rétention de cellules tumorales dans le
poumon par rapport aux témoins non traités. Le traitement combiné d’étodolac (12,5 mg/kg) et
de propranolol (1,5 mg/kg) s’est avéré plus efficace qu’un seul traitement et a complétement
inhibé I’effet de la chirurgie. Notamment, le traitement combiné a inversé¢ la réduction du
nombre de cellules NK et de la cytotoxicité par cellule induite par la chirurgie. Ces effets
néfastes sur les cellules NK se sont révélés plus tard associé€s a une réduction de I’expression
de FasL et de CD11a aprées la chirurgie et au fait que le traitement combiné étodolac-propranolol

contrecarrait ces effets'3.

Kalinichenko ef al. ont étudié I’effet de la noradrénaline sur les lymphocytes T
cytotoxiques en utilisant un modeéle de plasmocytome MOPC-315 chez des souris BALB/c?3%,
Les résultats ont montré que la noradrénaline inhibait la génération de lymphocytes T
cytotoxiques via une réduction de I’expression de TNF-a dans les lymphocytes T CD4" et CD8"

et les macrophages activés F4 /80". L’utilisation ex vivo de propranolol, a une concentration de
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1 uM, a complétement inversé les effets de la noradrénaline sur le TNF-a et la génération de
lymphocytes T cytotoxiques. Sloan et al. ont également identifié¢ les macrophages CD11b"
F4/80" sensibles au stress comme étant impliqués dans le processus métastatique dans le méme

modéle murin'#4,

Wu et al. ont montré que le stress induit par I’isolement social chez des souris BALB/c
injectées avec des cellules de carcinome du colon 26-L5 augmentait le taux de métastases
hépatiques par rapport aux témoins non stressés>>. Ceci était associé a une réduction du poids
du thymus, a du nombre de thymocytes et a une réduction de I’activité cytolytique des cellules
NK. Des recherches ultérieures ont permis de reproduire ces résultats dans d’autres modéles de
souris et ont également montré qu’une surpopulation des cages induisait une atrophie thymique
similaire a celle liée au stress'’. Il a ét¢ démontré par la suite que ’administration de
propranolol a la dose de 30 mg/kg, ralentissait le taux de croissance tumorale du groupe

surpeuplé et le rendait méme inférieur a celui des témoins non stressés.

Les études sur les effets du stress sur le systéme immunitaire ont permis de reveler les
proprietes immuno-modulatrices du propranolol. Ainsi, des études sur des modeles not

tumoraux ont pu étre menées.

Kanemi et al. ont montré que le stress induit par la contrainte physique chez les souris
C57BL/6 entrainait une augmentation significative des taux d’épinéphrine, qui revenaient aux
valeurs de base en moins d’une heure?®°. Le nombre de lymphocytes dans le sang et les poumons
ont été réduits (p < 0,001) par la contrainte physique, mais ils sont revenus a la ligne de base
dans les quatre heures suivant 1’arrét de la contrainte physique. Le nombre de cellules NK dans
les poumons a également été réduit par le stress induit par la contrainte physique, de méme que
tous les autres sous-ensembles de lymphocytes évalués (CD8*, CD4", cellules B et NKT). Il a
été démontré que le propranolol, a une dose de 20 mg/kg, administrée avant la contrainte
physique, inversait la réduction du nombre de cellules NK par rapport aux témoins non traités,

mais n’avait aucun effet sur les autres sous-ensembles de lymphocytes dans les poumons.

Tarr et al. ont quant & eux montré que la répétition du stress de perturbation sociale
(induit par I’introduction répétée de souris agressives dans des cages de souris non agressives),
augmentait le nombre de cellules NK spléniques, 1’activité cytotoxique des NK et 1’expression
de marqueurs d’activation, a la fois immédiatement et 14 h aprés induction du stress®®!.
L’administration de propranolol (10 mg/kg) a réduit I’augmentation de ces cellules NK a 14 h.
Les auteurs proposent pour ces résultats, que 1’augmentation de ces cellules a 14 h a lieu afin

de préparer I’hote a une agression pathogéne lors d’épisodes stressants de «combat ou fuitey.
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Cependant la complexité des multiples compartiments immunitaires, ainsi que la diversité des

lignées de cellules NK in vivo rendent difficile I’interprétation de ces résultats?2.

Les catécholamines sont également connues pour avoir un impact sur la réponse
immunitaire en entrainant la baisse de la production d’interféron gamma (IFN-y)?%3. Khalili et
al. ont montré que le propranolol et un vaccin constitué de lysat tumoral riche en HSP-70
agissaient en synergie pour augmenter la production d’IFN-y dans un modé¢le murin de
fibrosarcome?®®*. Les animaux traités présentaient des taux de croissance tumorale plus faibles
et un niveau d’activité de lymphocytes T cytotoxiques plus élevé. Les lymphocytes sont
¢galement connus pour sécréter des catécholamines, avec des conséquences potentielles en aval
sur 'immunité. Huang et al. ont par exemple ¢étudié I’effet des catécholamines dérivées de
lymphocytes sur la différenciation et la fonction des cellules T auxiliaires (Th) et suggéré
qu’elles déplagaient la balance Th1/Th2 dans le sens d’une différentiation accrue vers la
population Th2263266, Ces données sont en accord avec une étude antérieure de Panina-
Bordignon et al. qui avaient déja suggéré que la signalisation B2-adrénergique inhibait la
production d’IL-12, favorisant ainsi la différenciation Th2 et inhibant le développement Thl

associé a I’immunité antitumorale?¢’

. Il serait donc pertinent d’étudier I’effet du propranolol sur
I’immunité antitumorale car celui-ci pourrait, théoriquement, restaurer une réponse anti

tumorale de type Thl.

Les cellules suppressives dérivées des cellules myéloides (MDSC) sont impliquées dans
I’inhibition de la réponse immunitaire anticancéreuse et sont considérées comme un marqueur
pronostique négatif dans certains cancers?%®2%°, Jin et al. ont utilisé des souris BALB/c pour
montrer que le stress chronique induisait un état immunosuppresseur associé a une
accumulation de MSDC dans la moelle osseuse?’”’. Conformément a des études antérieures
publiées par d’autres groupes?’!, ’axe COX-2/PGE; jouerait un role central dans cette
accumulation. En outre, il a été démontré que des catécholamines liées au stress étaient
¢galement impliquées et que le propranolol (10 mg/kg) inversait partiellement I’accumulation

de MDSC.

Enfin, les cellules T régulatrices (T-reg) constituent une autre population de cellules
immunitaires associée a un dysfonctionnement de la réponse immunitaire anticancéreuse. Zhou
et al. ont étudié 1’impact du propranolol et du parécoxib, un inhibiteur de la COX-2, sur le
nombre de T-reg chez des patientes atteintes d’un cancer du sein subissant une mastectomie
radicale?’?. Les patients ont été assignés aux groupes contrdle, propranolol, parécoxib et

propranolol + parécoxib. Les résultats ont montré que la chirurgie était associée a une
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augmentation des taux d’épinéphrine, de norépinéphrine, de PGE2 et de T-reg. Le traitement
avec propranolol ou propranolol + parécoxib atténuait I’augmentation du nombre de T-reg bien
qu’il n’y ait pas d’effet additif ou synergique du parécoxib par rapport au propranolol seul.
L’analyse ex vivo a montré que le propranolol réduisait également I’effet immunosuppresseur
des cellules T-reg par rapport aux témoins. Les effets pléiotropiques des catecholamines sur le
systeme immunitaire pourraient expliquer en partie les proprietes anti cancereuses de beta-

bloquants en general, et du propranolol en particulier.

g) Autres mécanismes d’action proposés :

Plusieurs autres mécanismes moléculaires et cellulaires pourraient jouer un role dans
I’activité anti-tumorale du propranolol. Ceux-ci impliquent des recepteurs a facteur de
croissance comme I’EGFR, les mediateurs de 1’inflammation comme la PGE»,le métabolisme

cellulaire ou encore les cellules plaquettaires.

La signalisation par le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) joue un
role central dans de nombreux types de cancer et constitue une cible thérapeutique majeure?’>.
La perturbation du trafic endocytique est impliqué dans le processus par lequel les tumeurs
acquicrent une autosuffisance en signaux de croissance en retardant I’inactivation de plusieurs
récepteurs de facteurs de croissance, dont ’EGFR?7427>, Shaughnessy ef al. ont suggéré qu’une
stratégie d’inhibition de DI’activit¢ de ’EGFR pourrait étre d’interférer directement avec le
processus endocytique plutot que de cibler directement la liaison récepteur-ligand ou 1’activité
tyrosine kinase?’®. Il a été démontré que I’inhibition de la phosphohydrolase de 1’acide
phosphatidique (PAP) provoquait un trafic réversible d’EGFR inactif de la surface cellulaire
aux endosomes, limitant ainsi la disponibilité des récepteurs pour les ligands®”’. Le propranolol
est un inhibiteur connu de la PAP?7® et il a été démontré que cela réduisait la viabilité cellulaire

des lignées de cellules cancéreuses dépendantes de ’EGFR?76,

Kang et al. ont étudié I’'impact du propranolol sur I’absorption du glucose dans les
lignées cellulaires du cancer du sein (4T1, MDA-MB-231 et MCF-7)*”. Une analyse in vitro a
montré que si I’expression du transporteur de glucose-1 (GLUT-1) n’était pas affectée
significativement dans toutes les lignées cellulaires par le propranolol, 1’expression de
I’hexokinase-2 (HK-2) était diminuée apres traitement par le propranolol a une concentration
de 50 uM. Des résultats in vivo utilisant la lignée de cancer du sein de souris 4T1 ont montré
que les tumeurs étaient €également sensibles au propranolol a une dose de 10 mg/kg, ce qui était
associé a une réduction de 1’expression de HK-2. Le propranolol pourrait donc avoir un impact

métabolique sur la croissance tumorale.
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La PGE; est une molécule inflammatoire clé¢ ayant de multiples effets sur le cancer,
notamment des effets sur I’'immunité, I’angiogenése, la prolifération et I’apoptose?®?. Ces divers
effets sont également impliqués dans certains des mécanismes d’action du propranolol.
Nagaraja et al. ont cherché a étudier plus en détails la relation entre la signalisation béta-
adrénergique et la PGE> a I'aide de cellules de cancer primitif de ’ovaire provenant de

patientes?®!

. Les échantillons de tumeurs de patients déprimés ont montré des niveaux
significativement plus élevés de PGE» et de PGF2a, et les échantillons de tumeurs de souris
greffées avec des cellules de tumeurs ovariennes Skov3-ipl ont également montré des niveaux
¢levés de PGE,. L’analyse des lignées cellulaires Skov3-ipl et HeyA8 a montré que le
traitement par noradrénaline augmentait la sécrétion de PGE; a partir de cellules tumorales. En
outre, il a également été démontré que le propranolol inhibait la sécrétion de PGE; induite par

la noradrénaline dans les cellules de cancer ovarien Skov3 et HeyAS in vitro.

Les plaquettes jouent un réle complexe dans la progression tumorale et les métastases
via la libération de facteurs pro-angiogéniques, une implication dans la défaillance de
I’immunité anti-tumorale en masquant les cellules cancéreuses des cellules NK et, un role dans
la niche métastatique?®?. Les effets anticancéreux de I’aspirine pourraient étre liés a ses effets
anti-plaquettaires via I’inhibition irréversible de COX-12%3, Il existe également des preuves que
d’autres agents antiplaquettaires, tels que les héparines de bas poids moléculaire et le
dipyridamole, pourraient avoir une activité anticancéreuse ou antimétastatique?$4285-286 Tes
antagonistes des récepteurs béta-adrénergiques ont également des effets sur I’agrégation
plaquettaire. Une méta-analyse publiée en 2014 a montré qu’ils réduisaient 1’agrégation
plaquettaire de 13%2%’. En particulier, les béta-bloquants lipophiles non sélectifs (y compris le
propranolol) diminuent 1’agrégation plaquettaire d’avantage que les béta-bloquants sélectifs
non lipophiles. Un essai croisé randomisé sur I’hypertension essentielle modérée comparant le
propranolol (40 mg trois fois par jour) a I’aténolol (100 mg / jour) a confirmé que le nombre
d’agrégats de plaquettes en circulation diminuait significativement avec le propranolol par

rapport a I’aténolol et la ligne de base 258,

Enfin, il est important de retenir que la signalisation béta-adrénergique se situe a
I’intersection des états psychologiques et de la physiologie. Comme mentionné précédemment,
il a été démontré que le stress résultant d’interactions sociales pouvait avoir des effets négatifs
sur la prolifération, 1’invasion, les métastases et I’immunité anticancéreuse. Cependant, il
convient de noter que toutes les formes de stress social ne sont pas nécessairement négatives.

La psychologie clinique distingue le stress positif du stress négatif avec des corrélats
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physiologiques différents?®®. Cao et al. ont montré qu’un modéle murin de stress positif (ex :
vie dans un environnement enrichi), était associé¢ a une réduction du taux de croissance du
mélanome B16 par rapport a la vie dans un environnement témoin?*. Cette réduction du taux
de croissance tumorale était associée a une régulation négative du facteur neurotrophique dérivé
du cerveau hypothalamique et a une production accrue de leptine dans les adipocytes via une
signalisation béta-adrénergique. L’administration de propranolol, a une dose de 0,5 g/l dans de

I’eau de boisson, inhibait I’effet protecteur de I’environnement enrichi.
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Type de cancer In vitro In vivo Cas / essai clinique
Angiosarcome Stiles JM et al (2013) Stiles JM et al (2013) Pasquier E et al (2016)
Banavali S, Pasquier E and Andre N (2015)
Chow W et al (2015)
NCT02732678
Sein Shakhar G and Ben-Eliyahu Barron TI et al (2011)
S (1998) NCT01847001
Benish M et al (2008) NCT02596867
Goldfarb Y et al (2011) NCT00502684
Sloan EK et al (2010) ACTRN12615000889550
Lang K et al (2004)
Strell C et al (2012)
Pasquier E et al (2011)
Campbell JP et al (2012)
Colorectal Masur K et al (2001) Lin Q et al (2013) NCT00888797
Coelho M et al (2015) ACTRN12612000852853
Chin C-C et al (2016)
Gastrique Liao X et al (2010)
Liao X et al (2010)
Glioblastome Bhattacharyya GS et al (2014)
Shahid T et al (2015)
Hépatocarcinome cellulaire de la Torre AN et al (2015)
NCTO01265576
Leucémie Hajighasemi F and Mirshafiey A (2009) Lamkin DM et al (2012)
Annabi B et al (2009)
Melanome Dal Monte M et al (2013) Hasegawa H and Saiki I NCT01988831
Wrobel LJ and Le Gal FA (2014) (2002)
Glasner A et al (2010)
Myélome multiple Kozanoglu I et al (2013)
Nasopharyngé Yang EV et al (2006)
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Neuroblastome Pasquier E et al(2013) Xu T et al (2013) NCT02641314
Wolter JK et al (2014) Wolter JK et al (2014) NCT02897986
Cancer du poumon non a Al-Wadei HA, Al-Wadei MH and
petites cellules Schuller HM (2012)
Carcinome cellulaire Bernabé DG et al (2011)
squameux oral Wolter NE et al (2012)
Ovarien Lutgendorf SK et al (2003) Sood AK et al (2006) NCTO01504126
Lee J et al (2009)
Pancréatique Guo K et al (2009) Kim-Fuchs C et al (2014) Bhattacharyya GS et al (2015)
Zhang D et al (2009) Partecke LI et al (2016)
Zhang D et al (2010)
Prostate Palm D et al (2006) NCT01857817
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Un grand nombre de données provenant d’études in vitro, chez I’animal et chez
I’homme, indiquent qu’il existe de nombreux effets anticancéreux cliniquement pertinents
associés au propranolol. Ces données ont été¢ résumées et présentées pour démontrer que le
propranolol est un trés bon candidat pour sa réutilisation en tant qu’agent anticancéreux. En
particulier, le potentiel d’interactions synergiques avec d’autres médicaments a été souligné,
notamment les inhibiteurs de COX-2 / PGE2 réutilisés et une gamme de produits de
chimiothérapie a la fois aux doses métronomique et standard. Les propriétés anti-métastatiques
du propranolol peuvent étre particulierement intéressantes a exploiter lors d’une intervention

chirurgicale.
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B) Le mebendazole :

Le mebendazole est un médicament anti-helminthique bien connu et largement utilisé en
clinique. Il posséde des propriétés anticancéreuses qui ont été ¢lucidées dans le cadre d’un
ensemble d’études précliniques et cliniques portant sur différents types de cancer. Des théories
suggerent que le mebendazole pourrait agir en synergie avec une gamme d’autres médicaments,
y compris les produits de chimiothérapie conventionnelle, et qu’il soit justifié d’explorer son

potentiel en tant que traitement anticancéreux.

Le mébendazole (MBZ) est un benzimidazole a large spectre, un antihelminthique du
méme groupe que 1’albendazole, le flubendazole, I’oxfendazole. Il est généralement prescrit
pour traiter une gamme d’infections parasitaires dues aux némathelminthes tels que 1’oxyure,
les ténias, les vers ronds et d’autres infections a nématodes et a trématodes contractées chez
I’homme et les animaux domestiques. Le MBZ est disponible sous forme de médicament
générique. Les formes commerciales de ce médicament sont plus connues sous le nom de
Vermox (laboratoire Janssen Pharamceutica) et Ovex (laboratoire McNeil Products Ltd) en
Europe et aux Etats-Unis. Il est généralement disponible en vente libre dans les pays européens,
mais le dernier fabricant américain, Teva Pharmaceuticals, a cessé sa production a la fin de
2011, bien que le médicament reste approuvé par la US Food and Drug Administration (FDA).
Il est disponible aux Etats-Unis dans les pharmacies de préparation de médicaments, par

exemple, Pavillion Compounding Pharmacy a Atlanta.

1) Posologie :

Chez I’homme, la formulation la plus courante de MBZ est constituée de comprimé a
croquer de 100 mg. La posologie varie en fonction du type d’infection helminthique a traiter.
Les oxyures sont traités avec un traitement unique de 100 mg, tandis que les ascaris ou les
ankylostomes sont traités avec 100 mg deux fois par jour pendant trois jours. Le MBZ et
I’albendazole, sont également utilisés a long terme pour le traitement de 1’échinococcose
humaine kystique et alvéolaire (également appelée kyste hydatique). Selon les directives
publiées par I’ OMS (Organisation Mondiale de la Santé), un traitement a long terme de
I’échinococcose cystique par MBZ se réalise a une dose de 40 a 50 mg/kg/jour pendant 3 a 6
mois. Pour I’échinococcose alvéolaire, la dose est de 40 a 50 mg kg/ jour, avec un traitement
durant au moins deux ans et éventuellement plus longtemps chez les patients présentant une
maladie inopérable. 11 existe enfin des cas documentés de périodes de traitement de dix ans ou

plus pour le traitement de 1’échinoccose®”!2%2,
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2) Toxicité :

Le MBZ a une faible toxicité, bien que les patients puissent souffrir de symptomes
transitoires, tels que douleurs abdominales et diarrhée en cas d’infection massive et d’excrétion
de parasites. Des réactions d’hypersensibilité, telles que des éruptions cutanées, un urticaire ou
un cedéme de Quincke, ont été observées a de rares occasions. Le MBZ est contre-indiqué
pendant la grossesse. La prudence est également recommandée chez les nourrissons de moins

de 2 ans, principalement en raison du manque de données dans de tels cas.

Dans le cas de I’administration a long terme de MBZ pour I’échinococcose, il est évident
que le médicament est généralement bien toléré, mais que le traitement spécifique de certains
patients doit étre interrompu. Par exemple, dans une étude d’observation ouverte, les patients
traités par MBZ pour 1’échinococcose alvéolaire (en moyenne pour une durée de 24 mois) ont
présenté peu d’effets indésirables et chez seulement trois patients (sur 17), le traitement a été
substitué par I’administration d’albendazole en raison de ses effets indésirables (alopécie

réversible, troubles psychologiques et baisse de la performance)®®.

3) Pharmacocinétique :

Aprés administration, le MBZ subit un métabolisme de premier passage qui est
responsable d’une biodisponibilité de 20% pour la forme orale. La concentration plasmatique
maximale est atteinte 2 a 4 heures aprés I’administration. La prise d’un repas riche en graisses

augmente modérément la biodisponibilité>**

. L’administration chronique de MBZ augmente la
concentration plasmatique d’un facteur deux a trois par rapport a une dose unique®>. Dans une
série de patients traités par MBZ chronique a une dose de 40 mg/kg/jour pour le traitement d’un
kyste hydatique, la concentration plasmatique maximale moyenne était de 137,4 ng/ml (0,47
uM) apres une dose unique de 10 mg/kg. Cependant, la variabilité inter patients était élevée
(99,4 a 500 ng/ml soit 0,34 a 1,69 uM)). Pour les patients qui n’étaient pas sous traitement
chronique, un traitement initial de MBZ a la méme dose a produit une concentration

plasmatique maximale moyenne de 69,5 ng/ml (0,24 uM), (17,5 a 116,2 ng/ml soit 0,06 a 0,39
MM)295.

La faible biodisponibilité est reconnue depuis longtemps et des stratégies visant a
I’améliorer restent activement recherchées. Elles incluent des formulations alternatives a base

296,297,298 - yne modification de la structure cristalline de MBZ et des

d’huiles végétales
recherches sur la PEGylation?®®. L albendazole et le MBZ interagissent avec la cimétidine, qui
inhibe le métabolisme et augmente les taux plasmatiques de MBZ (concentrations sériques

maximales augmentées de 55,7 £ 30,2 ng/ml (0,19 + 0,10 uM) a 82,3 + 41,8 ng/ml (0,28 = 0,14
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uM)), sur I’administration d’une dose de 1,5 g de MBZ aprés administration chronique de
cimétidine a 400 mg trois fois par jour pendant 30 jours)*®. Il peut s’agir d’une interaction
importante et pertinente cliniquement car elle suggére une stratégie permettant d’augmenter la
biodisponibilité si cela était nécessaire pour maximiser 1’effet anti-tumoral. Etant donné que la

cimétidine peut également avoir une certaine activité anticancéreuse’’!

, cela suggére qu’une
synergie soit possible avec MBZ au-dela de I’effet sur la biodisponibilité et serait ainsi une piste

intéressante a explorer.

Le mébendazole se lie aux protéines plasmatiques a un taux de 90 a 95 %. Le volume de
distribution est de 1 a 2 litres/kg, ce qui indique que le mébendazole pénétre les régions
extérieures a I’espace intravasculaire. Il est notamment capable de franchir la barriere hémato-

encéphalique’®.

Une variabilité intra- et inter-patient ¢levée peut étre un facteur important dans
I’évaluation de la réponse a MBZ en tant que potentiel traitement anticancéreux. Cependant, il
est clair que les taux plasmatiques atteints par les schémas posologiques chroniques et a fortes

doses se situent dans la plage nécessaire a 1’activité clinique.

4) Données anti cancéreuses précliniques (in vitro et in vivo) :

En 2002, Mukhopadhyay et al. ont montré que le MBZ induisait une réponse
apoptotique dépendante de la dose et du temps dans diverses lignées de cellules de cancer du
poumon3%*3%_avec une ICso d’environ 160 nM. Les cellules étaient arrétées en phase G2-M du
cycle cellulaire avant d’entrer en apoptose. De maniére tout aussi importante, le MBZ n’a eu
aucun effet sur les cellules endothéliales normales (HUVEC) ou les fibroblastes WI38, méme
aune concentration de 1 uM. Les résultats in vitro ont montré que le MBZ inhibait la croissance
des cellules cancéreuses du poumon de 80% avec une IC 50 de 160 nM. En outre, les auteurs
ont confirmé les effets inhibiteurs du MBZ sur la croissance de cellules de carcinomes du sein,

des ovaires, du colon et de 1’ostéosarcome, avec des ICso variant de 100 a 800 nM.

Afin de tester la réponse in vivo au traitement par MBZ, des souris nude ont été inoculées
avec des injections sous-cutanées de cellules de cancer du poumon non a petites cellules
H460°%. Les animaux présentant des tumeurs établies (diamétre ~ 3 mm) ont été traités avec 1
mg par voie orale de MBZ tous les deux jours. Les animaux traités présentaient un arrét de la
croissance tumorale. L’expérience a également été répétée avec des souris C3H et la lignée
cellulaire de souris K1735, et le MBZ a également inhibé¢ la croissance tumorale dans ce modele
de souris syngénique. Les souris traitées avec MBZ n’ont montré aucun effet secondaire. Enfin,

les chercheurs ont également évalué si le MBZ pourrait inhiber la formation de métastases
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pulmonaires en injectant des cellules A549 dans la veine de la queue de souris. Chez les témoins
non traités, environ 300 colonies métastatiques sont apparues dans les poumons au bout de 21
jours. Les souris traitées avec 1 mg de MBZ tous les deux jours présentaient un nombre de
colonies moyen inférieur de 80% a celui des témoins. Le traitement avec le paclitaxel, un agent

anti-microtubules bien établi, n’a montré aucune réduction de la formation de colonies.

Des preuves précliniques supplémentaires de I’activité anticancéreuse du MBZ ont été
mises en évidence in vitro et in vivo dans le carcinome adrénocortical’®. Les lignées cellulaires
H295R, SW-13 et WI-38 (fibroblastes normaux) ont été traitées avec différentes concentrations
de MBZ in vitro, et les deux lignées de cellules cancéreuses ont présenté un arrét de croissance
lié¢ a la dose, avec une ICso de 230 nM pour les cellules H295R et 270 nM pour les cellules
SW-13 sans présenter d’effet sur les cellules de fibroblastes normales. L’inhibition de la
croissance de sphéroide a été testée a une concentration de 1 pM de MBZ, et tous les sphéroides
tumoraux ont été complétement désagrégés et les cellules cancéreuses ont été tuées en 20 jours
environ. In vivo, le traitement de modéles murins athymiques de cancer corticosurrénalien a
montré que le traitement avec 1 et 2 mg de MBZ inhibait de maniére significative la croissance
tumorale dans les deux lignées de cancers corticosurrénaux implantées. Bien qu’il y ait eu peu
de différence entre la réponse des tumeurs primaires aux doses de 1 et de 2 mg, cette derniére
dose a diminué la formation de métastases de 50% a 75% dans le groupe traité. Aucun effet

secondaire n’a été noté chez les animaux traités.

En 2008, un criblage de 2000 petites molécules contre des lignées de cellules de
mélanome a identifi¢ dix composé€s qui avaient une action inhibitrice sur les lignées de cellules
de mélanome chimiorésistantes M-14 et SK-Mel-19, mais étaient non toxiques pour les
mélanocytes normaux>’®. Parmi ces dix composés, quatre étaient des benzimidazoles — le
mébendazole, I’albendazole, le fenbendazole et I’oxybendazole — et parmi ces quatre composés,
le MBZ a été sélectionné pour une analyse plus détaillée en raison de la supériorité de son effet
inhibiteur de la prolifération, son manque relatif de toxicité et de sa pharmacocinétique bien
caractérisée. Il a été¢ démontré que le MBZ induisait I’apoptose de manicre dose-dépendant dans
les deux lignées cellulaires avec une ICso moyenne de 320 nM, tandis que la concentration
équivalente pour obtenir une ICso sur la lignée cellulaire de mélanocytes non cancéreuses était
de 1,9 uM. Par la suite, il a ét¢ démontré que le MBZ inhibait la croissance de xénogreffe de
mélanome humain chez des souris nude athymiques recevant 50 mg/kg ou 100 mg/kg de MBZ
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par voie orale tous les deux jours”’. La croissance tumorale a été réduite de 83% pour la dose

de 1 mg et de 77% pour la dose de 2 mg par rapport aux témoins. Ceci était comparable a
g
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I’activité inhibitrice de croissance tumorale obtenue aprés administration de 100 mg/kg de
temozolomide (TMZ) par une injection intra-péritoneale pendant 5 jours. Le TMZ était utilisé
comme contrdle positif car il représente une option bien caractérisée pour le traitement du
mélanome. Ces résultats ont montré que I’administration orale de MBZ produisait des réponses

équivalentes au TMZ a forte dose, mais sans aucun effet secondaire observé.

L’activité du MBZ dans le glioblastome (GBM) a été découverte par hasard en 2011 par
des chercheurs qui ont observé 1’échec de xénogreffes de GBM aprés que des modeles de souris

aient été nourris a 1’albendazole pour lutter contre une série d’oxyurose?®®

. Des investigations
complémentaires ont montré que I’apoptose était induite par 1’albendazole et par le MBZ dans
deux lignées de cellules GBM in vitro et in vivo. L’ICso obtenue in vitro avec le MBZ était de
240 nM dans la lignée de gliome de souris GL261 et de 100 nM dans le GBM humain 060919.
Les résultats in vivo ont montré que le traitement par MBZ par voie orale augmentait

significativement la survie moyenne jusqu’a 63% dans les modeles de gliome de souris

syngéniques et xénogreftés.

En 2003, le criblage d’activité de composés sur des lignées de cellules cancéreuses du
cblon a également identifi¢ le MBZ comme molécule candidate dans les travaux de Nygren et
al’®. Les auteurs ont criblé 1600 médicaments existants afin de déterminer leur activité dans
deux lignées cellulaires de cancer du colon établies (HCT 116 et RKO) et ont trouvé 64
médicaments candidats, incluant le groupe des benzimidazolés (albendazole, mebendazole,
oxybendazole et fenbendazole). Parmi ceux-ci, une analyse plus poussée a été réalisée sur le
MBZ et I’albendazole. Les données issues du traitement d’un panel de lignées cellulaires (NCI
60) ont été comparées pour ces deux molécules. Ces résultats n’ont révélé qu’une faible
corrélation entre MBZ et albendazole, indiquant des différences dans leur mécanisme d’action.
Cela a été confirmé par la comparaison des signatures d’expression génique issues de la base
de données CMap. La carte de connectivité (CMap) du Broad Institute est une bibliothéque de
signatures cellulaires a 1'échelle du génome qui répertorie les réponses transcriptionnelles aux
perturbations chimiques, génétiques et pathologiques. En outre, le MBZ, mais pas
I’albendazole, s’est révélé interagir de maniere significative avec plusieurs protéines kinases,
dont BCR-ABL et BRAF. L’analyse de ’activité spécifique du MBZ a montré une activité
dans 80% des lignées cellulaires de cancer du colon issues du panel NCI 60. Trois lignées
cellulaires de cancer du colon supplémentaires et trois modeles cellulaires normaux de cellule
de colons ont ensuite été testés et ont confirmé 1’activité sélective du MBZ dans le cancer du

cOlon.
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Certains travaux portant sur I’efficacité in vitro ont été réalisés par Coyne et al. en 2013
sur une lignée cellulaire de cancer du sein chimiorésistante (SKBr-3)*!°. Une gamme de
benzimidazolés, a été testée. Les effets observés comprenaient un arrét de la croissance
tumorale et I’induction de 1’apoptose de facon significative. Le flubendazole et le MBZ

présentaient le plus haut niveau d’activité cytotoxique. L’ICso obtenue dans cette étude était de

I’ordre de 500 nM.

5) Données humaines dans le traitement du cancer :

Aucun essai clinique évaluant le MBZ dans une indication en oncologie n’a été achevé
a ce jour. Cependant, il existe deux rapports de cas bien documentés dans la littérature en faveur

du repositionnement du MBZ en tant que traitement anticancéreux.

En 2011, un cas de controle tumoral a long terme chez un patient atteint d’un cancer
adrénocortical métastatique a été publié3!!'. Le cancer corticosurrénal est une tumeur maligne
relativement rare avec peu d’options de traitement en cas de maladie non résécable. Le patient
avait présenté une progression de la maladie malgré plusieurs protocoles de chimiothérapie et
plusieurs cycles de chirurgie. Aprés avoir épuisé toutes les autres options de traitement, le
patient a découvert via Pubmed la preuve préclinique de 1’action de MBZ contre le traitement
du cancer corticosurrénalien. La monothérapie a débuté a une dose anti-helminthique typique
de 100 mg deux fois par jour. Le patient a présenté une régression des 1ésions métastatiques et,
globalement, la maladie est restée stable pendant 19 mois sous traitement par MBZ en
monothérapie. Le traitement était toléré sans effets secondaires et la qualité de vie est revenue
a son niveau de base avant la chirurgie initiale. Cependant, 24 mois apres le début du traitement
par MBZ par voie orale, un scanner a montré une progression de la maladie et I’évérolimus a

été ajouté en combinaison mais n’a pas permis d’obtenir de bénéfice supplémentaire.

Un cas de cancer du colon métastatique traité¢ avec MBZ a été décrit par Peter Nygren
et Rolf Larsson en 201374, Un patient 4gé de 74 ans, atteint d’un cancer du colon métastatique
progressif, avait d’abord été traité par la capécitabine, I’oxaliplatine et le bevacizumab, puis par
la capécitabine et I’irinotécan pour faire face a la progression de la maladie. A cette derniére
ligne de traitement s’ajoutait une dose orale de MBZ de 100 mg deux fois par jour. Le MBZ a
été sélectionné sur la base des travaux précliniques réalisés par I’auteur’?””. Aprés six semaines
de monothérapie, 1’évaluation radiologique a montré une rémission presque compléte des
lésions métastatiques dans les poumons et les ganglions lymphatiques et une bonne rémission
partielle dans le foie. Cependant, le patient a présenté une élévation des enzymes hépatiques

(ASAT et ALAT). Le MBZ a donc ¢été temporairement arrété puis repris a la moitié de la dose.
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Le patient n’a signalé aucun effet indésirable. Les enzymes hépatiques se sont normalisées et
une série de tomodensitogramme a confirmé la réponse initiale de la maladie. Trois mois apres
arrét du traitement, le patient a développé des métastases cérébrales et des atteintes
ganglionnaires ont pu étre notées ce qui a instauré¢ la mise en place d’un traitement par
radiothérapie. Le traitement par MBZ n’a pas été repris a la suite de la découverte des

métastases cérébrales ou de la progression de la maladie.

6) Essais cliniques :

Il existe actuellement quatre essais cliniques en cours évaluant le MBZ dans le

traitement du cancer, dont deux portant sur des tumeurs cérébrales.

NCTO01729260 :C’est un essai clinique consistant en une étude ouverte de phase I, mené
a I’hdpital John Hopkins, qui évalue le MBZ chez des patients atteints d’un gliome de haut
grade nouvellement diagnostiqué et traité au temozolomide. Les patients recrutés pour 1’essai
sont traités selon un cycle de 28 jours de comprimés de 500 mg de MBZ trois fois par jour. Le
but consiste a déterminer la dose maximale tolérée de MBZ administrable en association au
témozolomide. L’objectif secondaire est de déterminer si le MBZ couplé avec le traitement

standard actuel peut ralentir la progression de la tumeur.

NCT02644291 : C’est un essai clinique de phase I mené dans le méme hopital, qui
¢value le MBZ dans une population pédiatrique atteinte de tumeurs cérébrales. L’objectif
principal de cette étude est de réaliser une escalade de dose afin de déterminer la MTD chez des
patients en rechute ou présentant des tumeurs pédiatriques en progression. Les objectifs
secondaires sont de déterminer la sécurité d’administration, la tolérance, la toxicité, et la
concentration plasmatique de MBZ dans la population traitée. L’efficacité préliminaire sera
évaluée par détermination de la survie sans progression et la survie globale dans une cohorte de

patients présentant des tumeurs pédiatriques réfractaires.

NCTO01837862 : Un autre essai clinique a lieu au Cohen Children’s Center de New York
sur des patients pédiatriques atteints de gliomes de bas grade Il s’agit d’une étude pilote de
phase I/Il évaluant le MBZ en association avec la vincristine, le carboplatine et le
temozolomide. Le plan de I’étude est non randomisé et ouvert, avec une comparaison entre le
traitement standard et les bras comprenant 1’administration du MBZ. La dose de MBZ est de
100 mg deux fois par jour pendant 70 semaines de traitement. L’objectif principal de la phase
I de I’essai est de déterminer si la dose standard de 100 mg deux fois par jour de MBZ est bien
tolérée lorsqu’il est utilisé en association avec le schéma thérapeutique actuel a trois

médicaments. A la fin de la phase I, les sujets potentiels se verront offrir la possibilité de
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recevoir le schéma a trois médicaments + MBZ pendant 70 semaines, ou a s’inscrire au sein du
groupe témoin recevant le schéma a trois médicaments seuls. Pour la phase II de 1’étude, les

critéres d’évaluation de 1’efficacité sont I’absence de progression et la survie globale.

NCT03925662 : Enfin, un essai clinique de phase 3 est mené en Egypte. Ce dernier vise
a évaluer I’efficacité du MBZ en tant que traitement adjuvant pour le cancer du colon chez des

patients traités par Folfox® et Avastin®.

7) Mécanisme d’action :

L’action anti-parasitaire du MBZ est due a son action déstabilisatrice des microtubules
qui empéche la polymérisation de la tubuline dans les intestins des helminthes, provoquant la
mort des parasites®'?. La tubuline est essentielle a la division cellulaire et constitue donc une
cible anticancéreuse pour plusieurs médicaments de chimiothérapie largement utilisés,
notamment le paclitaxel, la colchicine et la vincristine. Le MBZ, comme les autres
benzimidazolés, se lie au domaine de liaison de la colchicine a la tubuline (un agent initialement
¢tudi¢ dans le traitement du cancer mais utilis¢ aujourd’hui uniquement en traitement
symptomatique de la goutte car jugé trop toxique)*!®. L’inhibition de la polymérisation de la
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tubuline par le MBZ a été confirmée in vitro dans un modéle de glioblastome’”® et dans un

modéle de mélanome3%°

. Ce dernier travail a suggéré que la réponse apoptotique a la
dépolymérisation des microtubules est associée a la phosphorylation de Bcl-2, une protéine pro-
apoptotique. Des travaux ultérieurs sur le mélanome ont confirmé ce résultat et ont également
montré que le MBZ diminuait les niveaux d’expression protéique d’inhibiteur de I’apoptose lié
a I’X (XTAP)*"7, mais cela n’a pas été confirmé a ce jour dans des lignées cellulaires autres que

le mélanome.

Bien que de rares cas d’alopécie réversible, d’urticaire, d’éruptions cutanées, de troubles
gastro-intestinaux, de leucopénie et de neutropénie aient été rapportés chez des patients traités
avec une dose ¢levée de MBZ durant un traitement prolongé, tous les effets indésirables
associés a d’autres agents ciblant les microtubules n’ont pas été rapportés. La neuropathie
périphérique, généralement considérée comme un effet indésirable classique des agents anti-
microtubules, tels que les taxanes et les vinca-alcaloides n’a pas été rapportée apres utilisation
de MBZ?*"“, Bien que cela puisse suggérer que I’action du MBZ est indépendante de la
perturbation des microtubules, cela peut également étre lié au fait que MBZ agit via le domaine
de liaison a la colchicine et que, comme pour la colchicine, il y a peu d’effet en termes de
douleur neuropathique?!>. 11 est également possible que I’activité anticancéreuse du MBZ soit

médiée par des cibles moléculaires supplémentaires a élucider.
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Le MBZ semble étre efficace via des voies dépendantes et indépendantes de p53. Par
exemple, dans les lignées cellulaires de cancer du poumon, il a été constaté que le traitement
par MBZ entrainait une stabilisation post-traductionnelle de p53 et I’expression en aval de p21
et de MDM23%, Dans les cellules de cancer du poumon présentant un alléle p53 non
fonctionnel, I’exposition au MBZ a provoqué une accumulation de cytochrome c, I’activation
des caspases 3, 8 et 9 et le clivage de la PARP (poly(ADP-ribose) polymérase) entrainant ainsi
le déclenchement de I’apoptose. Cette indépendance du statut p53 a également été constatée
dans des cellules de mélanome, ou les lignées cellulaires p53 de type sauvage et mutantes

présentaient une sensibilité comparable au MBZ3,

Concernant la néovascularisation tumorale, les preuves d’un mécanisme anti
angiogénique sont contradictoires selon les études. Certains rapports indiquent qu’il existe un
effet anti angiogénique et d’autres n’en trouvant aucun. Dans les premiers travaux portant sur
I’activité anticancéreuse de MBZ, Mukhopadhyay et al. ont signalé un effet anti angiogénique,
mis en évidence par une baisse de la densité microvasculaire, sur des modeles de xénogreffe du
cancer du poumon humain®®. Cependant, D’analyse in vivo des modéles de cancer
corticosurrénalien n’a pas permis de détecter d’activité anti angiogénique par rapport aux
controles®®. Ces résultats pourraient suggérer que le MBZ exerce une activité anti angiogénique
selon le type de pathologies tumorales. Une étude in silico, indique que le MBZ serait capable
de se lier et d’inhiber I’action du VEGFR-2. Cette étude a notamment validé in vitro 1’existence
d’une action anti angiogénique a I’aide d’une mesure fonctionnel de 1’angiogenése basé sur les
cellules endothéliales de la veine ombilicale (HUVEC)3!¢. Pour finir, I’albendazole, un
médicament apparenté au MBZ, a montré des propriétés anti angiogéniques dans un modéle de

37318 ce qui laisse suggérer

cancer de I’ovaire et dans des lignées cellulaires chimiorésistantes
une action anti angiogénique commune a plusieurs benzimidazolés. Parmi les agents de
chimiothérapie, les agents anti microtubules sont des agents reportés pour exercer les plus
grandes propriétés anti angiogéniques’®'?, ce qui pourrait expliquer I’effet anti angiogénique du

MBZ.
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8) Résumé des preuves in vitro, in vivo, et cliniques justifiant le repositionnement

du mebendazole

Type de cancer In vitro In vivo Cas / essai clinique
Adrénocortical Martarelli D et al (2008) Martarelli D et al (2008) Dobrosotskaya 1Y et al (2011)
Sein Mukhopadhyay T et al (2002)
Coyne CP,Jones Tand Bear R(2013)
Nygren Pet al (2013)
Colon Mukhopadhyay T et al (2002) Mukhopadhyay T et al (2002) Nygren P and Larsson R (2013)
Nygren P et al (2013)
Gliome NCT01729260,
NCT01837862
Leucémie Nygren P et al(2013)
Poumon Sasaki J et al (2002) Sasaki J et al (2002)
Mélanome Doudican N et al (2008) Doudican NA et al (2013)
Nygren P et al(2013)
Osteosarcome MukhopadhyayT et al(2002)
Schmit JM (2013)
Ovaire Mukhopadhyay T et al(2002)
Nygren P et al(2013)
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Les preuves d’un effet anticancéreux du traitement par le MBZ proviennent de données
in vitro, in vivo, in silico et humaines. Avec une pharmacocinétique bien établie et un excellent
profil de toxicité, cet agent peu coliteux est un excellent candidat pour le repositionnement de
médicaments en tant que traitement anticancéreux, a la fois en combinaison avec les traitements
standard existants et avec d’autres agents issus du repositionnement de médicaments dans un

plusieurs types de cancer spécifiques.

Le propranolol et le mebendazole constituent ainsi deux exemples de candidats au
repositionnement de médicaments. Cependant dans les deux cas, les circonstances de
découvertes de I’effet anticancéreux de ces molécules étaient fortuites ou étaient issues
d’analyses épidémiologiques rétrospectives découlant d’années d’utilisation de ces deux
médicaments. Le repositionnement de médicaments doit permettre d’identifier rapidement de
nouvelles indications pour des médicaments déja existants. De plus, cette approche présente
I’avantage d’un risque moindre pour les patients car les profils de toxicité et de
pharmacocinétique des médicaments sont déja connus avant méme d’étre testés pour leur
activité anticancéreuse. Aussi, le développement de nouvelles techniques permettant
d’identifier rapidement et de maniére non fortuite de nouvelles indications médicales pour des
molécules déja approuvées sur le marché pourrait susciter un vif intérét. Dans ce contexte, j’ai
pu participer a un projet de recherche visant a 1’identification de médicaments repositionnables
dans le traitement du glioblastome et au développement de différentes approches visant a

¢lucider leur mécanisme d’action anticancéreux.
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IIT) Le repositionnement de médicaments de nouvelle génération :

Le but de mon projet est de participer a la validation de nouvelles cibles
thérapeutiques dans le glioblastome par une approche de pharmacologie fonctionnelle a

haut débit.

A) Intérét général et scientifique:

1) Le glioblastome :

Le glioblastome (GBM) représente la tumeur primaire du systéme nerveux central
(SNC) la plus fréquente et la plus agressive chez I’adulte. Sa prise en charge repose sur une
chirurgie suivie d’un protocole faisant appel a des cures concomitantes de radiothérapie et
chimiothérapie, aussi appelé protocole de Stupp??’. En dépit de ces traitements, le bénéfice
clinique reste modeste et le GBM est toujours incurable ; c’est pourquoi des approches
innovantes sont nécessaires afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques permettant la
conception rapide de nouveaux traitements et ainsi d’améliorer le pronostic vital des patients

atteints de GBM.

2) Lerepositionnement de médicaments :

Comme nous avons pu le voir dans les sections précédentes, le cotit de développement
d’un nouveau médicament anticancéreux est compris entre S00 millions et 2 milliards d’euro et
les étapes préalables a sa commercialisation durent entre 12 et 15 ans en moyenne!2. Pour pallier
a ces contraintes, une nouvelle stratégie est nécessaire afin d’accélérer la découverte de
traitements efficaces et diminuer les cotts de recherche qui y sont associés. Le drug repurposing
ou repositionnement de médicaments s’inscrit dans cette démarche : il consiste a identifier de
nouvelles indications thérapeutiques pour des molécules déja disponibles sur le marché et dont
le profil de toxicit¢é est connu (effets indésirables, contre-indications et profil
pharmacocinétique). Les méthodes computationnelles de prédiction d’interaction des drogues
avec les cibles thérapeutiques ont récemment mis en évidence qu’un médicament serait en

moyenne capable d’interagir avec au moins 11 cibles moléculaires différentes®?!

. Ce haut degré
de polypharmacologie ouvre de nombreuses perspectives thérapeutiques pour les médicaments
déja existants. Des travaux réalisés par notre équipe de recherche, précédemment cités, ont
notamment permis d’aboutir a la découverte d’un effet anticancéreux du propranolol, un
médicament antihypertenseur, dans le traitement de cancers réfractaires comme le cancer du

147,161,160

sein triple-négatif, le neuroblastome et 1’angiosarcome Cette découverte a été

récemment reconnue par I’agence médicale européenne qui a donné 1’appellation de drogue
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orpheline au propranolol pour le traitement des sarcomes des tissus mous, moins de 5 ans apres

le début de notre projet de recherche et pour un cott total inférieur a 1 million d’euros.

L’utilisation combinée de techniques de criblage haut débit avec les principes du
repositionnement de médicaments représente ainsi une alternative prometteuse pour développer

de nouvelles approches thérapeutiques.

B) Objectifs du projet de recherche :

L’objectif de mon projet de recherche est de démontrer que la combinaison d’un criblage
haut débit de librairies de drogues et de siRNA permet de développer de nouveaux traitements
associ¢ a des biomarqueurs validés dans le GBM. Les small interfering RNA sont de petits ARN
pouvant se lier spécifiquement a une séquence d'ARN messagers et ainsi empécher l'expression

de geénes en induisant la dégradation de cet ARN.

Dans le but d’identifier des cibles thérapeutiques associées a des molécules
pharmacologiquement actives, notre équipe de recherche a entrepris un double criblage haut
débit de drogue et de siRNA sur des lignées cellulaires de GBM. Un criblage primaire a été
réalisé sur la lignée U87. Plus de 3700 drogues (utilisées en essai clinique ou déja approuvées)
ont ainsi été testées pour leur effet antiprolifératif a une concentration fixe de 5 uM, seules et
en association avec le TMZ (10 uM) ou I’Erlotinib (5 pM). En tout, nous avons pu identifier
201 agents capables d’inhiber la prolifération des cellules de GBM en monothérapie, 91
molécules susceptibles d’augmenter 1’efficacit¢ du TMZ ainsi que 187 molécules capables

d’augmenter 1’efficacité de 1’erlotinib d’au moins 20% (Figure 12).

201 hits inhibiteurs de 91 hits sensibilisateurs au 187 hits sensibilisateurs a
prolifération des cellules de T™™Z Ierlotinib

Prolifération cellulaire (%)
% de sensibilisation au

% de sensibilisation a L’erlotinib

3707 composés testés 3707 composés testés

3707 composés testés

Figure 12: Criblage primaire haut débit de molécules dans la lignée U87 de GBM:

3700 molécules ont été testées pour leur effet antiprolifératif a une concentration fixe de 5 uM,
seules et pour leur effet sensibilisateur en association avec le TMZ (10 uM) ou [’Erlotinib (5

uM) sur la lignée cellulaire de GBM US87. Alamar blue (72h d’incubation)
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Un criblage secondaire a été réalisé dans les mémes conditions sur 3 lignées cellulaires
de GBM (U87, U87VIII, T98G) et a permis de valider 83 hits capables d’inhiber la prolifération,
4 hits capables d’augmenter la sensibilité¢ au TMZ et 23 hits capables d’augmenter I’efficacité

de I’erlotinib (Figure 13,14).

Prolifération cellulaire Sensibilisation au TMZ

-

Figure 13: Diagramme de Venn recensant les hits identifiés salon leur propriétés aprés le

criblage secondaire
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Figure 14: 83 Hits identifiés comme inhibiteurs de la prolifération apreés criblage secondaire
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Afin d’éclaircir le mécanisme d’action cytotoxique ou synergique avec le TMZ ou
I’erlotinib, une analyse bioinformatique de ces hits a été menée. Pour chaque molécule,
I’ensemble des cibles moléculaires connues a été recensé en utilisant 3 bases de données
complémentaires (Drugbank, Drugsurv et Gostar). Cette analyse a permis d’identifier 1257
cibles moléculaires différentes. Le nombre de cibles générées par cette approche étant élevé, et
compte tenu des couts de criblage, une sélection des cibles les plus attractives s’imposait. Il a
alors été décidé de retenir uniquement les génes ciblés par au moins 3 agents pharmacologiues
différentes car ceux- ci présentaient une plus forte probabilité d’étre impliqués dans la
prolifération et/ou la résistance des lignées GBM. Cette analyse a permis de réduire le nombre
de cibles moléculaires a 412. Une librairie de plus de 1200 sequences siRNA permettant de
cibler I’ensemble des 412 top cibles moleculaires avec 3 sequences differentes de siRNA par
cible a été utilisée pour le criblage siRNA. Le. Criblage a été réalisé par high-content imaging
par marquage nucleaire au Hoechst 33342. Ce criblage nous a permis d’identifier un reseau de
158 genes, impliqués soit dans la prolifération des cellules de GBM soit dans la sensibilité au

TMZ et/ou a I’erlotinib, a pu étre caractérisé par le biais de ce criblage (Figure 15).
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Figure 15: Hits moléculaires impliqués dans la prolifération, la sensibilisation au TMZ ou a

Derlotinib et identifiés apres criblage siRNA
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Aussi, les différents objectifs de mon projet de recherche sont de :

1) Prioriser, grace aux données issues du criblage siRNA, les agents pharmacologiques
(également appelées hits) identifiés au cours du criblage haut débit de drogues afin d’évaluer
leur efficacité in vitro sur différents modeles cellulaires de GBM et in vivo dans des modéles

murins de GBM.

2) Caractériser le mécanisme d’action des molécules actives identifiées par des
approches complémentaires :

- Une approche de modélisation in silico permettant la prédiction de cibles thérapeutiques
potentielles

- Une approche de chimie click couplée a la spectrométrie de masse permettant I’identification

des cibles thérapeutiques des agents pharmacologiques

3) Valider les cibles thérapeutiques identifiées par des techniques de biologie cellulaire, de

biochimie, de biologie structurale et de génomique fonctionnelle

4) Evaluer le role pronostic des cibles thérapeutiques identifiées en menant des analyses

immuno-histochimiques sur échantillons de patients.

C) Résumé du projet et présentation des résultats déja obtenus :

Les résultats de ce criblage siRNA ont été utilisés pour prioriser les hits
pharmacologiques. Nous avons ainsi sélectionné 16 agents thérapeutiques qui devaient(i) avoir
démontré une efficacité antiproliférative ou sensibilisatrice a I’action du TMZ lors du criblage
pharmacologique, (i) étre capables d’inhiber au moins une protéine codée par le réseau de
geénes identifié par le criblage siRNA, (iii) étre capables de franchir la barriére hémato-
encéphalique, (iv) avoir déja été testés en clinique. Parmi les 16 agents ainsi sélectionnés, 15
présentaient une activité cytotoxique sur 4 lignées de GBM et 1’agent le plus efficace in vitro

était le mebendazole (MBZ) (ICso =220 a 330 nM selon la lignée étudiée) (Figure 16).
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Figure 16: Etude de Ueffet antiprolifératif de 16 hits pharmacologiques identifiés par criblage
haut débit sur la lignée U87et la lignée T98G, en utilisant le bleu d’Alamar aprés 72 h
d’incubation. % de viabilité cellulaire par rapport aux cellules témoins non traitées. Barre

d’erreur, Ecart type a la moyenne (n= 4)

Le MBZ est un médicament de la classe pharmaco-chimique des benzimidazolés
utilisé en clinique dans le cadre d’infections helminthiques®®2. Par la suite, nous avons réalisé
une étude in vivo sur un modele de xénogreffe orthotopique (Figure 17) qui nous a permis
de montrer que le MBZ pouvait augmenter de manicre significative la survie médiane des
souris porteuses de GBM (p < 0,0001) et I’efficacité anti-tumorale du TMZ (p= 0.04) (Figure
18).

Injection Début du traitement
orthotopique de au jour 7

cellules U87

au jour 0

Modgéle de souris Randomisation des Gavage oral 3 fois
nude animaux par semaine pendant
3 semaines

Evaluation de ’effet
pharmacologique par
détermination de la

médiane de survie

Figure 17 : Modéle murin utilisé pour déterminer Uefficacité des traitements in vivo

95



100
L =4 \/ehicle

Mebendazole 50 mg/kg
Temozolomide 10 mg/kg

=4= Combinaison
504

Survie (%)

0 Ll L]
0 50 100

Temps (J)

Figure 18 : Analyse de survie de souris atteintes de GBM par Kaplan Meier. 3 - 4,5 x 10°
cellules US7 ont été injectées par le biais d’un cadre stéréotaxique a des souris nude femelle
dans la zone sous-ventriculaire de [’hémisphere droit. Une semaine plus tard, les souris ont été
randomisées et traitées par gavage oral d’une solution contenant du controle (ratio
DMSO/Huile de mais = 1/8, noir), du mebendazole (50mg/kg, bleu clair), du temozolomide

(10mg/kg, gris) ou la combinaison des 2 (bleu foncé) 3 fois par semaine pendant 3 semaines.

A ce jour, le MBZ a déja été suggéré pour son utilisation chez les patients atteints de
GBM suite a une découverte fortuite’®® mais également dans d’autres cancers’??. Son
mécanisme d’action anticancéreux pourrait étre 1i€ a un effet antimicrotubule comme c’est le
cas pour son action antihelminthique®?3. Cependant, les patients traités par MBZ ne présentent
pas les effets secondaires caractéristiques des agents antimicrotubules tels que les

neuropathies périphériques>*?

. De plus le MBZ possede une affinité tres élevée pour la tubuline
d’helminthes cependant celle-ci reste faible pour la tubuline de mammifére comme nous avons
pu le démontrer au travers d’une expérimentation de nano scanning differential fluorimetry
(Figure 19). Cette technique permet de mesurer la température de dénaturation d’une protéine
(Tm) en présence ou absence d’agents pharmacologiques. La détermination de la Tm se fait par
mesure de la fluorecence émise par les résidus tyrosine et tryptophane de la de la protéine. Si
I’agent pharmacologique est capable de se fixer a la protéine, alors la stabilité de la protéine

sera augmentée, et sa température de dénaturation sera plus élevée.
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Figure 19 : Détermination de la température de dénaturation de la tubuline par nanoDSF en

présence de MBZ a 50 uM. La vincristine (VCR) a 50 uM a ét¢é utilisée comme contrdle positif.

Ceci implique donc que les cibles moléculaires a I’origine du mécanisme d’action
anticancéreux du MBZ n’ont donc pas encore été identifiées. I apparait ainsi nécessaire
d’identifier les partenaires protéiques avec lesquels le MBZ est capable d’interagir dans la
cellule cancéreuse et qui seraient a lorigine de son effet antiprolifératif et
chimiosensibilisateur. Mon travail actuel vise 2 mettre en place une approche permettant
d'élucider rapidement le mécanisme d'action du MBZ de facon non biaisée dans le contexte

du cancer selon 2 méthodologies.
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1) Orientation de la recherche du mécanisme d’action du MBZ par des outils de

modeélisation in silico :

Une liste de 22 cibles thérapeutiques potentielles du MBZ a ét¢ générée par le biais d’un

algorithme prédictif sur la base de la structure chimique de la molécule (Figure 20).
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Figure 20

Des tests biochimiques (kinase assay) visant a évaluer I’activit¢ du MBZ sur plusieurs
d’entre elles (MAPK14, ABL1 et ERK2) ont été réalisés. Cette expérimentation permet de
mesurer I’ADP formé par une kinase en présence ou en absence d’inhibiteurs
pharmacologiques. L’ADP formé apres réaction est converti en ATP. Ce dernier permettre de
catalyser une réaction luciférase. La mesure de la luminescence émise est ainsi corrélée a
I’activité de la kinase. Concernant ERK2, les expérimentations réalisées n’ont pas permis de
mettre en évidence d’activité inhibitrice Au cours de ces expérimentations, j’ai pu mettre en
évidence pour la premiére fois un effet dose dépendant du MBZ sur ABL1 dés la concentration
de 10 nM (ICso = 1.36 uM). De plus, j’ai pu démontrer que le MBZ exercait un effet dose-

dépendant sur l’activit¢ de MAPK14 de fagon trés similaire a un inhibiteur connu (le

SB203580), et ce dés la concentration de 1 nM (ICso = 159 nM). (Figure 21).
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Figure 21: Validation de Ieffet du MBZ par kinase assay apres 1h de réaction, 40 min de lyse
de I’ATP, et une heure d’incubation en présence de luciférase pour la génération du signal

bioluminescent. Barre d erreur, Ecart type a la moyenne (n= 4)

La liaison du MBZ a ABL1 et MAPK 14 a également été évaluée en thermal shift assay. Cette
technique permet de mesurer la température de dénaturation d’une protéine (Tm) en présence
ou absence d’agents pharmacologiques. Si 1’agent pharmacologique est capable de se fixer a la
protéine, alors la stabilité de la protéine est augmentée, et sa température de dénaturation plus
¢levée. J’ai pu confirmer la liaison du MBZ a ABL1 et MAPK14 car en présence de ce dernier

les températures de dénaturation de ces protéines étaient respectivement augmentées de 6,3°C

et 3,75°C (Figure 22).
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Figure 22 :

Caractérisation de la liaison du MBZ a ABLI par Thermal Shift Assay. 4 uM de protéines
ont été incubées en présence de 200 uM d’inhibiteurs (Imatinib, Dasatinib, Mebendazole) dans
un tampon contenant 25mM d’HEPES 7.5, 150mM de NaCl, ImM DTT, 1% glycerol et 0.2mM
EDTA

Caractérisation de la liaison du MBZ a MAPK14 par Thermal Shift Assay. 5 uM de protéines
ont été incubées en présence de 50 uM d’inhibiteurs (SB203580, Mebendazole) dans un tampon
contenant 100 mM d’HEPES 7.5, 150mM de NaCl
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La constante de dissociation (Kp) du MBZ a pu étre caractérisée par titration calorimétrique
isothermale. Un titrage calorimétrique isotherme est une méthode de titrage par calorimétrie
isotherme durant laquelle on mesure la chaleur de réaction d’une solution en fonction du volume
du réactif titrant ajouté dans le but de déterminer la concentration d'une espéce chimique dans

cette solution. Cette technique nous a permis d’identifier un Kp de 1,27 uM. (Figure 23)

Time (min)
0 10 20 30 40
1 bl I ' I ! | Ll I
0.00 o oy ]
| . ‘
-0.25 ] ‘ | Ann T
T} T ‘ | ‘ ‘ | T
@ ) 1
i a
s -0.50 _
2 1 1
~11 / 1 1 » 1Yy
0.75 lyl H ’ﬂ”l'
-1.00 - I I ' i
41 ¥ 1 ¥ I ' | ’ I -
L ol
= 0.00 s ™ gt .'"-___Ltﬁ‘-l -
o e v. /. p
3] p: ”
:% -3.00 - - -
= 1
O .6.00- " E -
3 7 .. “,“ “ )
E 900] " 4 i
S i . " Vincristine 1
£ 1200 —gg W | SB203580:KD=180 +/- 0,01 nM -
i Mebendazole: KD=127 +/- 0,02 pM
1 M 1 M 1 M 1 M I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Molar Ratio

Figure 23 : Caractérisation de la constante de dissociation du MBZ a MAPK14 par ITC
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Afin d’évaluer I’activité inhibitrice du MBZ sur MAPK 14, un essai nanoBRET a ét¢ mis au point.
Cette expérimentation a été réalisée dans le but de quantifier I’effet inhibiteur du MBZ sur
I’activité de MAPK14 in cellulo. Une version modifiée de la protéine contenant un tag Nano-Luc
a été produite par la transfection d’un plasmide dans la lignée cellulaire U87. Les cellules ont
ensuite ét¢é mises en présence durant lh d’un traceur fluorescent se fixant dans la poche
catalytique de la protéine d’intérét. Puis, les cellules ont été incubées durant 2 h avec ou sans
MBZ. Un BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) ratio résultant du transfert de
bioluminescence du traceur fluorescent vers le tag NanoLuc de MAPK 14 a pu étre mesuré. J’ai
pu ainsi constater une baisse de ce ratio en présence de MBZ laissant suggérer un déplacement
du traceur fluorescent selon un mécanisme compétitif. L’ICso observée était de 4,65 uM (Figure
24). Ainsi, ces résultats suggérent que MAPKI14 pourrait représenter une cible

pharmacologique du MBZ.
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Figure 24: Validation de I’activité inhibitrice de MAPK14 in cellulo par nanoBRET assay

Le BRET ratio a été déterminé par la formule suivante : BRET = signal de fluorescence de

I’accepteur a 600 nm/ signal de fluorescence du donneur a 460 nm.
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2) Identification du mécanisme d’action du MBZ par une approche de click

protéomique :
Dans le but d’identifier de maniére non biaisée de nouvelles indications thérapeutiques pour
des médicaments déja existant ainsi que leur mécanisme d’action nous avons développé une
approche basée sur la chimie click couplée a la spectrométrie de masse (Figure 25).
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Figure 25 : Méthodologie employée pour Uidentification de nouvelles cibles thérapeutiques

par click chemistry
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La chimie click est une classe de réactions chimiques biocompatibles utilisée pour combiner
a un substrat choisi une molécule spécifique. Ses applications au domaine de la biologie en
général et a la cancérologie en particulier sont trés récentes®?*. Cette approche repose sur ’ajout
d’une petite modification chimique a un agent pharmacologique d’intérét, le rendant ainsi
compatible avec les réactions de click. Cette technologie permet de réaliser un grand nombre
d’expérimentations comme la détermination de la localisation subcellulaire et tissulaire ou
I’identification de l‘interactome d’un agent pharmacologique. La réaction sur laquelle nous
nous appuyons consiste a faire réagir une fonction alcyne avec une fonction azide en présence
de cuivre pour former une liaison triazole irréversible. L’introduction d’une fonction alcyne ne
perturbe pas 1’activité biologique du composé si elle n’est pas ajoutée sur une région de la

molécule déterminant son interaction avec sa cible thérapeutique.

Dans le but d’explorer le mécanisme d’action du MBZ, nous avons synthétisé des dérivés

de celui-ci compatibles avec les réactions de click chemistry (Figure 26).
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Figure 26 : Voies de synthése des dérivés clickables du mebendazole
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Afin de s’assurer que 1’effet antiprolifératif observé était propre au MBZ et non a I'un de

ses métabolites, ces derniers ont également été synthétisés et leur cytotoxicité a été évaluée sur

des lignées cellulaires de GBM (Figure 27).
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Figure 27 : Voies de synthése des métabolites du MBZ

Selon ces tests de cytotoxicité, le dérivé clickable 5 (MBZ5) posséde les mémes propriétés

antiprolifératives que la molécule parentale et les métabolites du MBZ n’exercent aucun effet

antiprolifératif propre (Figure 28).
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Figure 28 : Evaluation de Dactivité cytotoxique du MBZ, de ses dérivés clickables et de ses

métabolites

Etude de Peffet antiprolifératif du mebendazole, de ses analogues clickables et ses métabolites

sur la lignée US7, en utilisant le bleu d’Alamar apres 72h d’incubation avec la drogue étudiée.

% de viabilité cellulaire par rapport aux cellules témoins non traitées.

Barre d’erreur, Sem (n=4)
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Des analyses transcriptomiques ont été entreprises afin de comparer les profils de cellules
traitées par MBZ et MBZS5 et n’ont pas relevé de différence statistiquement significative entre
le composé parental et son analogue clickable (Figure 29). Ces résultats démontrent que le
MBZS5 représente une sonde moléculaire idéale pour élucider le mécanisme d’action

anticancéreux du MBZ.
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Figure 29 : Comparaison des profils transcriptomiques de cellules de GBM traitées par MBZ
et son analogue clickable (MBZ5)

Analyse transcriptomique comparative du niveau d’expression de 13 044 génes sur la lignée
% 4 q 4 4 g g

U87 apres traitement par MBZ et MBZ5 a la dose de 500 nM.

Conditions statistiques employées : seuil de p = 5%, seuil de q = 30% et |[FC| > 2x.
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Nous avons ensuite testé si le groupement propargyl greffé était compatible avec les
réactions de click chemistry. Le dérivé clickable contenant la fonction alcyne (MBZ5) a été
mis en présence d’Alexa Fluor 555 contenant une fonction azide selon une réaction catalysée

par le cuivre (Figure 30).
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Figure 30 : Réaction de click chemistry utilisée pour la visualisation du MBZ5 en microcopie

Nous avons ainsi pu visualiser pour la premiére fois un dérivé clickable du MBZ dans des

cellules cancéreuses (Figure 31).

MBZ MBZ 5
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Dans le but de déterminer le mécanisme d’action du MBZ dans les cellules tumorales, des
expériences de pull-down ont été réalisées afin d’isoler et de caractériser les partenaires
protéiques du MBZ5 par spectometrie de masse. Le principe de cette approche originale est

résumé dans la Figure 32.
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Figure 32 : Principe de ’expérimentation de pull-down

Des billes magnétiques de streptavidine ont été couplées a des biotines clickables. Ces
derniéres ont ensuite été soumises a réagir avec le MBZ5 en présence de cuivre et d’ascorbate

de sodium (Figure 33).
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Figure 33 : Réaction de click chemistry utilisée pour greffer du MBZS5 a des biotines

clickables ayant réagi avec les sites streptavidine de billes magnétiques.
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Un pull down a ensuite été réalisé en incubant les billes clickées avec des protéines issues
lysats cellulaires de 5 x 10° cellules de GBM. Les protéines isolées par cette technique ont été

caractérisées par spectrométrie de masse. (Figure 34).
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Figure 34 : Quantification des partenaires protéiques isolés apreés expérimentation de pull

down.

Ces expérimentations de pull-down ont été réalisées sur 2 lignées cellulaires de GBM (U87
et U251) et ont permis d’identifier 23 partenaires protéiques pouvant représenter des cibles
thérapeutiques potentielles a 1’origine du mécanisme d’action anticancéreux du MBZ. Ces
derniers ont pu étre quantifiées en spectrométrie de masse (Figure 34). Les 15 protéines
recensées majoritaires a la surface des billes ont été sélectionnées pour des études de validation
fonctionnelle. L’extinction des génes codant pour les 15 protéines identifiées a été réalisée sur
des modeles sphéroides tumoraux par le biais de siRNA. Ces études ont permis de démontrer
qu’apres extinction de CASC3, TIALI, et FUBPI les sphéroides présentaient un phénotype
similaire a celui obtenu avec un traitement par MBZ avec une prolifération nettement diminuée

(Figure 35).
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Figure 35: Evaluation de Iimpact de la transfection sur la prolifération cellulaire par suivi
du volume des sphéroides au cours du temps en mesurant le ratio de fluorescence (575 nm/620

nm) émis par les cellules U87 exprimant le marqueur fluorescent dsRed Barre d’erreur : Sem

(n=4)
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L’analyse menée sur le réseau de cibles protéiques identifiées a permis de faire ressortir une

voie de signalisation impliquée dans la formation des granules de stress (Figure 36).
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Figure 36: Analyses des voies de signalisation protéiques sur les 23 cibles protéiques

identifiées par spectrométrie de masse

Les granules de stress constituent un mécanisme de protection de la cellule. Dans le cytoplasme,
I’ARN messager (ARNm) oscille entre un état dit « polysomal », dans lequel il est prét a étre
traduit en protéines, et un état non-polysomal, dans lequel les ARNm sont réprimés et peuvent
former des granules. Ces granules d’ARNm assurent deux fonctions importantes dans la
cellule : 1) le transport des ARNm pour leur traduction a distance du noyau, comme c’est le cas
par exemple dans I’axone (fibre nerveuse) et 2) la régulation de I’expression de geénes en
réponse a un stress, en stockant des ARNm dans des granules de taille de 1’ordre de 0,2, 4 0,3
pm. L’hypothése majoritaire aujourd’hui considére que les ARNm des protéines non
essentielles a la survie cellulaire seraient compris dans ces granules alors que ceux des protéines
importantes pour la survie en seraient exclus’?’. La comparaison des protéines identifiées par
click protéomique avec les protéines identifiées dans I’interactome des granules de stress a
révélé de nombreuses similitudes. En effet, 43 protéines connues pour étre impliquées dans la
formation de granules de stress ont été identifiées parmi les intercteurs potentiels du MBZ

(Figure 37).
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Top MBZ Targets Stress granule

Figure 37: Diagramme de Venn montrant la proportion de cibles thérapeutiques du MBZ

communes a l’interactome connu des granules de stress

De manicre particulierement intéressante, 6 des 12 protéines dont la suppression par
interférence ARN inhibe la croissance de sphéroides tumoraux sont connues pour leur role dans

les granules de stress :; CNOT4, CASC3, TIAL1, TIA1, FUBPI et KHSRP .

Dans le but de valider les cibles protéiques du MBZ, les expériences de pull down ont été
répétées. Celles-ci ont été réalisées selon le méme protocole que décrit précédemment, en
greffant du MBZ5 a la surface de billes (réactives par le biais d une biotine clickable) mais cette
fois-ci le pull down a été réalisé sur des lysats pré-traités avec différentes concentrations de
MBZ. Le pré-traitement des cellules avec le composé non clickable permet au MBZ de saturer
les sites de fixation de ses partenaires protéiques. Ainsi lorsqu’un pull down est réalis¢ sur des
lysats pré-traités, nous observons une diminution du pull down des partenaires protéiques par
le composé clickable (MBZ5). Ceci a été confirmé par La réalisation d’un gel au nitrate d’argent

(Figure 38).
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Figure 38: gel au nitrate d’argent obtenu aprés expérimentation de pull down en compétition

Aprés quantification de ces échantillons, nous avons pu constater une diminution significative
de la quantité des protéines CASC3, TIAL1, TIA1, CNOT4 lorsque les cellules étaient pré-
traitées par du MBZ a la concentration de 250 pM. En revanche aucune différence
significative n’a pu étre constatée pour FUBP1 et KHSRP. Ces résultats laissent ainsi

suggérer qu'une de ces protéines pourrait représenter la cible thérapeutique du MBZ (Figure

39).

CASC3 TIA1 TIAL1 KHSRP CNOT4 FUBP1

N
o

Log 10 LFQ protéines

=
o

Il MBZ5 MBZ5 + MBZ 50 uM MBZ5 + MBZ 100 uM MBZ5 + MBZ 250 uM

Figure 39: Quantification des partenaires protéiques isolés aprés expérimentation de pull

down sur lysats prétraités par MBZ.
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Jai par la suite réalisé des expériences d’immunofluorescence afin d’étudier I’impact
d’un traitement par MBZ sur la formation de granules de stress. La formation de granules de
stress a été induite artificiellement par un traitement a 1’ Arsenic & 100 pM durant 1h (contrdle
positif), puis les cellules ont été traitées par MBZ 4 0,1 uM durant 2h. Nous avons pu constater

une nette diminution de la formation de ces granules de stress (Figure 40).

CAPRIN1 G3PB1

Traitement
a I’Arsenic a CTRL NEG
100 uM

Traitement

a l’arsenic a
100 uM puis au
MBZ a 0,1 uM

Figure 40: Immunofluorescences réalisées sur la lignée U87 avec ou sans induction du
stress. Le stress a été induit par traitement a ’arsenic durant 1h et le traitement au MBZ a été

réalisé durant 2H.

Dans une étude parue dans Nucleic Acids Research, grace au couplage de méthodes originales
comme la microscopie a force atomique (AFM) et la spectrométrie de masse d’ions secondaires
(nanoSIMS), les auteurs ont révélé que les granules de stress résultent non pas de la présence
de protéines issues du noyau et capables d’auto-agrégation (TTIA-1 par exemple), comme admis
jusqu’a présent, mais d’un exceés soudain d’ARNm non-polysomal, que les protéines
stabilisatrices ne parviennent pas a controler. La dissociation des granules d’ARNm serait alors
orchestrée par le transport dans le cytoplasme de protéines nucléaires stabilisatrices, capables

de désagréger les granules durant ou apreés le stress®?. Ainsi, une régulation fine des niveaux
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d’ARNm et de protéines stabilisatrices semble requise pour contrdler la formation de ces
granules, et donc I’expression des génes. Ce mécanisme protégerait les cellules en conditions
de stress. Mais sa dérégulation, notamment dans les neurones, peut entrainer une formation
incontrolée de granules de stress, participant a des phénomeénes neuro-pathologiques. En
particulier, cette étude apporte un éclairage sur les mécanismes qui ménent a la formation
d’inclusions cytoplasmiques de protéines associées a I’ARNm, observées dans des pathologies

comme 1’amyotrophie spinale et les dégénérescences fronto-temporales326-327-328.329,

Des travaux complémentaires restent a réaliser afin de valider la cible primaire du MBZ
parmi les cibles thérapeutiques identifiées par expérimentation de pull down. Des expériences
d’immunofluorescence seront réalisées dans un premier temps afin d’étudier la localisation de
CASC3, TIAL1, et TIA1 avant et apres traitement par MBZ. Puis le MBZ5 sera clické par un
fluorophore afin d’évaluer s’il est possible d’observer une co-localisation entre le MBZS5 et ces
3 protéines. Des expérimentations d’ARN interférence seront également réalisées sur ces 3
cibles afin d’étudier I’impact d’une diminution de leur expression protéique sur la formation ou
la désagrégation des granules de stress. Enfin, des expérimentations de pull down seront
réalisées sur des lysats ou I’expression protéique de CASC3, TIAL1 et TIA1 aura été éteinte.
Les conditions utilisées dans le pull down que j’ai pu mettre au point ne sont pas dénaturantes
pour les interactions entre protéines. Ainsi, nous pouvons imaginer qu’au cours de ces
expérimentations, le pull down réalis¢é permet d’isoler des complexes protéiques ou des
protéines seuls. C’est pourquoi le pull down que je réaliserai sur des lysats de cellules
transfectées par des siRNA ciblant 1’'une des trois cibles précédemment évoquées devrait me

permettre de discriminer la cible protéique primaire du MBZ de ses interacteurs secondaires.

Le résumé des différentes étapes de cette approche pour le mebendazole est représenté sur

la Figure 41.
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Figure 41 : Résumé de ’approche de click chemistry appliquée au mebendazole
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IV)Cadre réglementaire du repositionnement de médicaments :

Lors du développement d'une nouvelle indication thérapeutique pour un médicament
autorisé qui ne fait pas partie des brevets de base et de la protection réglementaire, une question
clé est de savoir comment cette nouvelle utilisation sera traduite dans la pratique clinique. Ici,
nous allons aborder deux options pertinentes pour accorder aux patients l'accés aux
médicaments repositionnés. La premicre option est d'approuver la nouvelle indication et de la
mettre sur I'étiquette via les procédures réglementaires établies dans la 1égislation européenne
et nationale. La deuxiéme option est de permettre la prescription de la nouvelle indication hors

AMM sur la base des cadres nationaux.

A) Obtention de nouvelles indications pour un médicament repositionnable :

1) Cadre réglementaire européen pour une demande d’AMM :

La demande d'AMM pour une nouvelle indication entame une évaluation détaillée et
indépendante de la qualité et du rapport bénéfice / risque d'un médicament dans cette indication
spécifique, qui est résumée et publiée dans le rapport public d'évaluation et dans le résumé des
caractéristiques du produit (RCP). Une telle évaluation profite a la fois aux prescripteurs et aux
patients car elle les rassure sur le fait que les données scientifiques a l'appui de la nouvelle
indication thérapeutique sont solides. Aujourd'hui, la majorité des nouveaux médicaments
innovants est évaluée par 1'Agence européenne des médicaments (EMA) et autorisée via la
procédure centralisée, résultant en une AMM unique valable dans tous les Etats membres de
I'UE et les pays de I'Espace économique européen (EEE). Cependant, certains produits (en
particulier de nombreux médicaments plus anciens) sont autorisés au niveau national via les
procédures décentralisées de reconnaissance mutuelle, ce qui entraine des autorisations
nationales de mise sur le marché. Quel que soit le type de procédure utilisée, les exigences en

matic¢re de données et les normes AMM sont comparables dans toute I'UE.

Il n'existe pas de directive réglementaire européenne spécifique destinée au
repositionnement des médicaments, mais diverses bases juridiques sont disponibles pour faire
approuver de nouvelles indications thérapeutiques et les appliquer de maniére officielle (Figure

42)330,331.
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New therapeutic indication

On-label

EU and national legislation

Variation or extension of MA New full or abridged MA Off-label prescription
Reg (EC) No 1234/2008 Directive 2001/83/EC Country-specifictools
Type |l variation MA extension Mixed MA WEU MA Hybrid Legal provisions,
(C.l.6.ascope) (line extension) MA reimbursement

measures, guidelines,...

Figure 42: Cadres réglementaires pour l'utilisation dans le cadre ou en dehors du cadre de
P’AMM de nouvelles indications thérapeutiques en Europe. Autorisation de mise sur le

marché (AMM), utilisation bien établie (UEQ), réglement de la commission (Reg).

Frontiers in pharmacology. On-Label or Off-Label? Overcoming Regulatory and Financial
Barriers to Bring Repurposed Medicines to Cancer Patients. Verbaanderd et al. 2020.

Tout d'abord, le titulaire d'une AMM peut demander une modification de type II de son
produit autorisé, plus précisément une variation de périmétre C.1.6.a pour I'ajout d'une nouvelle
indication thérapeutique ou la modification d'une indication approuvée, sous la méme AMM.
Les variations pour l'extension de l'indication sont assez courantes en oncologie et sont
généralement gratifiantes pour une entreprise car cela augmente la population de patients
susceptibles de se voir prescrire leur médicament. Par exemple, le paclitaxel, initialement
indiqué pour le traitement du cancer du sein, a ensuite été autorisé pour le traitement du cancer

\

du poumon non a petites cellules et de 1'adénocarcinome du pancréas métastatique®32>33,
Cependant, certains changements ne peuvent pas étre accordés via une procédure de variation,
par exemple lorsqu'un changement d'indication s'accompagne de changements dans la
concentration, la forme pharmaceutique ou la voie d'administration du médicament®!-334, Dans
ce cas, une extension de I’AMM (une extension de ligne) doit étre soumise. Elle est évaluée
selon la méme procédure que pour I'AMM initiale a laquelle elle se rapporte. L'extension peut
étre accordée sous la forme d'une nouvelle AMM ou étre incluse dans I'AMM initiale*3*. Dans
le cas ou le changement d'indication thérapeutique s'applique également aux présentations
existantes, la demande doit étre présentée sous la forme d'un regroupement d'une extension de
ligne et d'une variation de portée C.1.6.a%*. Toutes les nouvelles indications doivent étre étayées

par des preuves (pré-)cliniques suffisantes, fournies par le demandeur et peuvent étre

complétées par des références bibliographiques si elles sont disponibles®®. En outre, tout
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développeur de médicaments peut demander une nouvelle AMM pour une substance active
existante avec une nouvelle indication thérapeutique. Cette voie permettrait a un développeur
de commercialiser le produit avec l'indication de repositionnement sous un autre nom,
spécifique a l'indication. Pour utiliser les données scientifiques publiées dans Ia littérature, une
demande d'AMM compléte peut étre soumise. Il s'agit d'une application autonome dans laquelle
des références bibliographiques peuvent étre utilisées pour soutenir ou remplacer certaines des
données (non) cliniques du dossier réglementaire. Alternativement, une demande d'utilisation
bien établie ou de «documentation uniquement» peut étre soumise pour une substance active
bien connue si la sécurité et I'efficacité peuvent étre démontrées par une utilisation extensive et
continue de l'indication spécifique dans I'UE sur une période d'au moins 10 ans. Pour ce type
d'application, tous les résultats des tests et des essais seront remplacés par une documentation
scientifique appropri¢e (2 l'exception des études a des fins de transition). Par exemple, le
mitotane, un médicament bien établi utilisé dans le traitement du carcinome cortical surrénal en
Europe depuis 1959, a été autorisé par cette voie en 2004 sur la base des résultats de 220 études

publiées®3¢ .

Une autre voie qui est parfois mentionnée dans le contexte du repositionnement de
médicaments est appelée voie d'application hybride, qui vise des médicaments qui different de
leur molécule de référence par leur indication thérapeutique, leur concentration, leur forme
pharmaceutique ou leur voie d'administration’’. Cette procédure abrégée permet le
recoupement avec les données existantes dans le dossier d'enregistrement du médicament de
référence, mais nécessite également de nouvelles données d'essai pour étayer la nouvelle
utilisation. Cependant, en pratique, cette voie est principalement utilisée pour les applications
de médicaments génériques ou il existe des différences «mineures» avec le médicament de
référence, par exemple pour des changements mineurs dans les indications dans le méme

domaine thérapeutique’*°.

En résumé, la base juridique variera en fonction du type de demandeur (par exemple,
seul le titulaire de I'AMM peut demander une procédure de modification ou d'extension) et de
la quantité de données qui peuvent étre extraites de la littérature publiée. Des avis scientifiques
et réglementaires peuvent étre demandés au niveau national ou européen pour mieux
comprendre les différentes voies réglementaires et le niveau de preuve requis pour 'autorisation
de mise sur le marché de la nouvelle indication®*®3%°, Un autre aspect important qui doit étre
pris en considération lors du choix de la voie réglementaire a suivre est les incitations

disponibles décrites ci-dessous.
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2) Incitations réglementaires a ’obtention d’AMM :

Chaque nouveau médicament actif obtient une période de 8 ans de protection des
données suivie d'une période de 2 ans de protection de commercialisation a compter de la date
d'autorisation initiale. Toute variation et extension sera considérée comme appartenant a la
méme AMM globale, notamment en ce qui concerne les données et les régles de protection du
marketing. Cela signifie que la période d'exclusivité de 10 ans ne peut étre accordée qu'une
seule fois par substance active faisant 1'objet d'une AMM détenue par le méme titulaire. Afin
de permettre aux entreprises de récupérer leurs investissements pour le développement de
nouvelles indications pour les thérapies commercialisées, certaines exclusivités réglementaires

supplémentaires ont été établies en Europe (Figure 43)°4%341,

MA
1
New medicinal product i Dataand marketing protection +new indication

i
Art 14(11) Reg (EC) No 726/2004 b
*Art 10(1) Dir 2001/B3/EC 2y
bArt 10(5) Dir 2001/83/EC

Market exclusivity +PIP
10y AS

Orphan medicinal product

Art 8(1) Reg (EC) No 141/2000
¢Art 37 Reg (EC) No 1901/2006

Product under PUMA Data and marketing protection

Art 38(1,2) Reg (EC) No
1901/2006 2y

Figure 43 :Apercu des exclusivités réglementaires pertinentes pour le développement de

nouvelles utilisations en Europe.

Autorisation de mise sur le marché (AMM), plan d'investigation pédiatrique (PIP), AMM
pédiatrique (PUMA), réglement (Reg), directive (Dir).

Frontiers in pharmacology. On-Label or Off-Label? Overcoming Regulatory and Financial
Barriers to Bring Repurposed Medicines to Cancer Patients. Verbaanderd et al. 2020.

Premiérement, le titulaire de I'AMM peut bénéficier d'une année supplémentaire de
protection de commercialisation pour une ou plusieurs nouvelles indications thérapeutiques,

avec un bénéfice clinique significatif par rapport aux thérapies existantes, sollicitées au cours

342

des 8 premiéres années’**. Deuxiémement, une période non cumulative de 1 an d'exclusivité

des données peut tre accordée pour une nouvelle indication pour une substance bien établie, si
des études pré-cliniques ou cliniques significatives ont ét¢ réalisées en relation avec la nouvelle
343

indication Cependant, un rapport de juin 2017 sur les incitations et récompenses
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pharmaceutiques en Europe a montré que cette derniére incitation n'avait jamais été¢ accordée
pour une substance approuvée par la procédure centralisée’**. Dans certains cas, les
développeurs de médicaments peuvent choisir de reformuler, de protéger (par exemple, par le
biais de deuxieémes brevets a usage médical) et de renommer un médicament établi pour créer
une protection juridique et stratégique suffisante contre les concurrents génériques4>-346:347,
Pour les développeurs autres que le titulaire de 'AMM d'origine, une nouvelle demande
d’AMM compléte peut méme offrir une période de 10 ans de protection des données et de la
commercialisation du produit repositionné**®. Le repositionnement de médicaments existants
peut étre particulierement utile dans les zones ou les besoins sont insatisfaits, par exemple pour
traiter les patients atteints de maladies rares®**34°, En réalité, des études ont montré qu'environ
un médicament orphelin sur cinq est un médicament établi qui a été repositionné pour une
nouvelle indication®*°. Les médicaments répondant aux critéres de désignation orpheline
(réglement orphelin (CE) n °© 141/2000) ont droit a une période d'exclusivité commerciale de
10 ans, éventuellement suivie de deux années supplémentaires si un plan d'investigation

pédiatrique (PIP) est achevé (Figure 44).
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Figure 44: Désignations orphelines européennes de médicaments non cancéreux dans les

indications cancéreuses.

Frontiers in pharmacology. On-Label or Off-Label? Overcoming Regulatory and Financial
Barriers to Bring Repurposed Medicines to Cancer Patients. Verbaanderd et al. 2020.

Pendant cette période d'exclusivité¢, aucune autre demande d'AMM ne peut étre
approuvée pour la méme indication thérapeutique pour un médicament similaire, y compris les
variations ou les extensions, a moins que le deuxiéme médicament ne soit plus sir, plus efficace

ou cliniquement supérieur. D'autres incitations pour les médicaments orphelins incluent
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l'assistance au protocole, 1'acces a la procédure centralisée et les réductions de frais pour les
procédures réglementaires. La thalidomide, un médicament qui a été retiré du marché dans les
années 1960 pour ses effets indésirables désastreux lors de son utilisation pendant la grossesse,
est un exemple bien connu d'un médicament qui a été repositionné avec succes pour le
traitement du myélome multiple via la voie des médicaments orphelins®*!. Il convient de noter
que 12 autres médicaments non cancéreux qui sont actuellement a 1'étude pour leur nouvelle
utilisation dans le cancer ont obtenu la désignation de médicament orphelin en Europe (Figure

45).
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Figure 45: Cadpres juridiques nationaux pour l'utilisation hors AMM dans certains pays de

["Union européenne (UE).

Frontiers in pharmacology. On-Label or Off-Label? Overcoming Regulatory and Financial

Barriers to Bring Repurposed Medicines to Cancer Patients. Verbaanderd et al. 2020.
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Des incitations similaires existent pour les médicaments développés exclusivement pour
une utilisation dans la population pédiatrique. Le réglement pédiatrique de I'UE n°1901/2006 a
introduit I'AMM a usage pédiatrique (PUMA) pour les médicaments qui ont été autorisés et ne
peuvent plus étre couverts par un certificat complémentaire de protection ou un brevet*>?. Un
PUMA offre des incitations telles que l'acceés automatique a la procédure centralisée, une
exemption partielle des frais et une période de 10 ans de protection des données et de la
commercialisation (Figure 44). Le propranolol, un béta-bloquant non sélectif, est un exemple
d'un médicament bien connu qui a été reformulé pour une utilisation chez les enfants atteints
d'hémangiomes proliférants, autorisé via la voie PUMA et renommé avec succeés Hemangiol
dans 1'UE**72, Cependant, a ce jour, seuls six PUMA ont été accordés dans I'UE, méme si la

littérature scientifique propose plus de 100 opportunités de repositionnement en pédiatrie?>*+33°

3) Prix, remboursement et utilisation clinique :

L’étape essentielle suivante pour apporter un traitement aux patients consiste a fixer le
prix et a décider du remboursement du médicament, qui a lieu au niveau national dans I'UE et
varie selon les pays®*%3%7. Lorsqu'une nouvelle indication est introduite, la tarification du
médicament existant peut étre réévaluée et renégociée dans certains pays, comme la France,
I'talie et 1'Espagne®*!. L'introduction d'une nouvelle indication pour un produit qui était déja
sur le marché peut entrainer des baisses de prix en raison d'une combinaison d'accords prix /
volume, de prix de référence externes ou d'une analyse d'impact budgétaire**!. En revanche,
une entreprise pourrait demander une augmentation de prix pour compenser les investissements
réalisés pour développer la nouvelle indication, mais les payeurs sont généralement réticents a
consentir & un tarif plus élevé pour une nouvelle indication d'un médicament existant?®>8-359-360,
En outre, la démonstration de la rentabilité est un facteur important pour les décisions de
remboursement et pour l'inclusion dans les formulaires nationaux ou régionaux. Le rapport
cout-efficacité peut étre difficile a établir lorsque le prix du médicament repositionné est
nettement supérieur au prix du médicament d'origine, en particulier si des preuves d'efficacité
sont disponibles dans la littérature publiée et qu'aucun test supplémentaire n'est requis®®'-362,
Par exemple, l'acide chénodésoxycholique (CDCA) était un médicament a faible cout
développé a l'origine pour traiter les calculs biliaires dans les années 1970 et plus tard largement
utilis¢ hors AMM pour traiter les patients atteints de la maladie métabolique héréditaire
xanthomatose cérébrotendineuse (CTX). Depuis 2017, le CDCA est officiellement autoris¢ en

Europe en tant que médicament orphelin pour le traitement du CTX et commercialisé par

Leadiant Biosciences a un prix beaucoup plus élevé*®3. Cette hausse des prix a conduit au non-
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remboursement du médicament dans plusieurs pays de 1'UE®*. Idéalement, la nouvelle
indication serait également incluse dans les directives de traitement clinique disponibles au
niveau européen (par exemple, les directives de pratique clinique de la Société européenne

d'oncologie médicale (ESMO)) et / ou au niveau national pour soutenir I'adoption clinique.

4) Défis dans Dapport _de nouvelles _indications pour _des médicaments

repositionnables :

Méme si le repositionnement de médicaments est considéré comme relativement bon
marché¢ par rapport au développement de médicaments de novo, 'approbation d'une nouvelle
indication peut encore entrainer des coits élevés®363. Ces colits comprennent les frais de
demandes d'autorisation, d'avis scientifiques et de pharmacovigilance pour les nouvelles
indications. Par exemple, en 2019, les frais de 'EMA pour une demande d' AMM commengaient
a 291 800 €, les frais d'extension de ’AMM s'élevaient a 87 600 € et les frais de conseil
scientifique allaient de 43 700 a 87 600 €3, En outre, la demande d’AMM pour une nouvelle
indication peut entrainer une charge administrative élevée. L'étiquette du produit et le systéme
de pharmacovigilance doivent étre mis a jour pour une nouvelle indication*® et, dans certains
cas, un plan de gestion des risques et/ou un plan d'investigation pédiatrique (PIP) doivent étre

soumis>*!,

Les sociétés pharmaceutiques choisissent souvent de ne pas investir dans de nouvelles
indications thérapeutiques apres 1'expiration des brevets de base et des périodes de protection

réglementaire de leurs produits approuvés®*0-34!

. Les demandes de brevet pour des utilisations
secondaires offrent souvent une protection plus faible que les brevets de produit de base
principal, de sorte que le risque de parasitisme par les concurrents est élevé’®’. Le
développement d'une nouvelle indication en dehors de l'orientation thérapeutique d'une

entreprise est également a haut risque et coliteux>+6-368

. Au lieu de cela, les entreprises peuvent
réellement bénéficier de la prescription hors AMM de leurs produits, car cela élargit la
population de patients sans qu'elles aient a demander une modification ou une extension de
l'autorisation de mise sur le marché3¢7-3¢°, De plus, la recherche a montré que la base de données
probantes a I'appui de nouvelles utilisations de médicaments non brevetés commercialisés dans

le traitement anticancéreux est largement fondée sur la recherche universitaire ou

indépendante®® .

Une collaboration entre des chercheurs universitaires ou indépendants et l'industrie
pharmaceutique pourrait potentiellement faciliter les essais pivots et les procédures d'AMM

pour de nouvelles indications, mais convaincre les sociétés pharmaceutiques d'unir leurs forces
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s'est révélé assez difficile’*%*7, Les fondations de recherche ou les établissements universitaires
ne sont généralement pas titulaires d'une AMM d'un médicament repositionné, ce qui signifie
qu'ils ne peuvent pas demander de modification pour ajouter une nouvelle indication a une
étiquette de produit existante®®®. Cependant, aucun obstacle juridique ne les empéche de
demander une nouvelle AMM pour le médicament dans la nouvelle indication®¢7-*3%37! Bien
que cette approche puisse théoriquement déboucher sur des médicaments réutilisés plus
abordables, plusieurs obstacles existent. Compte tenu des colits élevés et de la charge
administrative mentionnés ci-dessus, la plupart des chercheurs et des organisations non
industriels ne disposent pas de l'infrastructure, de I'expertise et des ressources nécessaires pour
satisfaire aux exigences afin d’obtenir et maintenir une AMM (y compris la préparation du
dossier réglementaire, la surveillance de la sécurité, la fourniture d’informations médicales a
jour dans le RCP et dépliant d'information pour les patients, etc.)’’>33%360 En outre, les
chercheurs universitaires sont encouragés a diffuser leurs résultats par le biais de publications
scientifiques, mais ils ne sont pas (systématiquement) récompensés pour avoir engagé des
procédures d'AMM et d'accés au marché®’. Les incitations réglementaires actuelles sont
congues pour promouvoir le développement des sociétés pharmaceutiques, tandis que les
incitations pour soutenir le développement des secteurs sans but lucratif et universitaire font

défaut.
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B) La prescription de nouvelles utilisations hors AMM :

1) Cadpres législatifs nationaux pour une utilisation hors AMM :

Etant donné que la plupart des médicaments repositionnés est déja autorisée et
commercialisée pour différentes indications, ces médicaments pourraient étre prescrits hors
AMM aux patients ayant des besoins médicaux non satisfaits dans certains pays®’+37°,
L'utilisation hors AMM peut étre définie comme toute utilisation intentionnelle d'un produit
autorisé non couvert par les termes de son AMM, par exemple pour une autre indication, un
groupe de patients différent, une dose ou un intervalle de doses différent, ou encore une autre
voie d'administration que celle indiquée dans le RCP376375, Contrairement au cadre juridique
strict de I’AMM, l'utilisation effective des médicaments dans la pratique médicale n'est pas
réglementée par la législation de 'UE. Les Etats membres gérent cela de différentes maniéres
car il n'y a pas de cadre européen pour l'utilisation hors AMM des médicaments. Selon une
étude commandée par la Commission Européenne, seuls 10 des 21 Etats membres qui ont
participé a cette étude disposent d'outils politiques spécifiques pour gérer l'utilisation hors
AMM?37, Par exemple, la France, la Hongrie, 1'talie, la Gréce et I'Allemagne ont des cadres
juridiques pour l'utilisation hors AMM établis par leurs lois nationales (Figure 41). Ces cadres
varient en portée et en rigueur, et se concentrent en grande partie sur les conditions dans
lesquelles I'utilisation hors AMM est autorisée et potentiellement également remboursée. Les
conditions concernent la base scientifique de l'utilisation hors AMM, la nécessité dun
consentement éclairé explicite des patients, la gravité de la maladie (menagant le pronostic vital
ou non), ou la disponibilité de traitements alternatifs autorisés 376373, Dans certains pays, des
lignes directrices et des politiques cliniques sont fournies pour guider 1'utilisation hors AMM
des médicaments et les options de traitement hors AMM pour lesquelles des preuves
scientifiques solides existent. Celles-ci sont parfois incluses dans les lignes directrices et les

formulaires de traitement clinique’7637!

2) Risques liés a la prescription de nouvelles utilisations hors AMM :

Méme si l'utilisation hors AMM pourrait offrir un accés rapide a de nouvelles options
de traitement, elle comporte également des risques importants pour les patients, les médecins
et la société en général. Premi¢rement, les prescripteurs sont confrontés a une incertitude
importante quant aux preuves scientifiques a I'appui d'une utilisation hors AMM, car le rapport
bénéfice / risque n'a pas été évalué par les autorités compétentes et des données cliniques solides
peuvent faire défaut’’73#!, Les incohérences dans les recommandations d'utilisation hors AMM

entre les directives de traitement, les recueils de médicaments et les examens des preuves
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compliquent encore les décisions de traitement?’337%, et jusqu'a présent, seuls quelques systémes
dédiés de collecte de données ont ét¢ mis en place. Cela pourrait aider a étayer la base de
preuves avec des données réelles. Un autre obstacle majeur pour les médecins est le risque de
responsabilité¢ 1égale au cas ou un patient subirait des événements indésirables en utilisant le
produit en dehors du RCP approuvé’®®377, 11 convient de noter que les effets indésirables
résultant de I'utilisation du produit en dehors des conditions de 'AMM sont déja saisis par le
systtme de pharmacovigilance actuel. Du point de vue du patient, le manque de preuves
scientifiques solides pour soutenir l'utilisation hors AMM, le manque d'informations dans la
notice et le matériel du patient pour I'indication spécifique, le risque d'événements indésirables
inconnus et I'absence d'un plan de gestion des risques sont les principaux obstacles’’”38!. De
plus, tous les pays ne soutiennent pas le remboursement de l'utilisation hors AMM, certains
traitements hors AMM pourraient donc étre inabordables pour les patients**!. Un autre défi est
le risque de perdre soudainement un médicament qui est largement utilis€¢ hors AMM pour une
certaine indication, si le fabricant décide de le retirer du marché*®?. Ainsi, méme si la
prescription hors AMM de médicaments réutilisés peut étre tres utile dans des cas individuels,

d'importants défis éthiques et juridiques existent*®’.
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V) Discussion :
Malgré les progres technologiques et 'amélioration des connaissances sur les maladies
humaines, la traduction de ces avantages en avancées thérapeutiques a été¢ beaucoup plus lente

413 Les défis auxquels l'industrie pharmaceutique mondiale est confrontée sont

que prévu
multiples et comprennent des contraintes de plus en plus élevées®3**84. Ces contraintes sont
ainsi associées a un délai plus long pour I’introduction de nouveaux médicaments sur le marché
dans certains domaines thérapeutiques. A ceci s’ajoute des exigences réglementaires
changeantes, qui peuvent toutes contribuer a des cotts plus élevés. Le colit croissant et la durée
nécessaire au développement de nouveaux médicaments signifient que pour chaque dollar

dépensé en R&D, nous estimons a moins d'un dollar de valeur retournée en moyenne, ce qui

pourrait faire de l'industrie pharmaceutique un choix moins souhaitable pour les investisseurs.

Le repositionnement de médicaments est une stratégie permettant d'identifier de
nouvelles utilisations a des médicaments déja approuvés ou développés a des fins
expérimentales qui n'entrent pas dans le cadre de l'indication médicale d'origine®’. Cette
stratégie offre divers avantages par rapport au développement dun médicament entiérement
nouveau pour une indication donnée. Premiérement, le risque d’échec est moindre; dans la
mesure ou le médicament réutilisé s'est déja avéré suffisamment sir dans les modeles pré-
cliniques et chez I'homme si les essais préliminaires ont ét¢ menés a bien. Il est donc moins
susceptible d'échouer, du moins du point de vue de la sécurité, lors des essais d'efficacité
ultérieurs. Deuxiémement, le délai de développement du médicament peut étre réduit car la
plupart des tests précliniques, 1'évaluation de la sécurité et, dans certains cas, le développement
de la formulation sont déja terminés. Troisiemement, moins d'investissement est nécessaire,
méme si cela variera considérablement en fonction du stade et du processus de développement
du candidat repositionné*®®. Les colits réglementaires ainsi que ceux associés a la réalisation de
phase III peuvent rester plus ou moins les mémes pour un médicament repositionné que pour
un nouveau médicament dans la méme indication, mais des économies pourraient encore &tre
réalisés au niveau des études précliniques et de phase I et II. Ensemble, ces avantages pourraient
entrainer un retour sur investissement moins risqué et plus rapide dans le développement de
médicaments repositionnés, avec des colits associés moyens plus faibles une fois que les échecs
ont été pris en compte. En effet, les dépenses associées a la commercialisation d'un médicament
repositionné sont estimées a 300 millions de dollars américains, contre environ 2 a 3 milliards

385

de dollars américains pour une nouvelle molécule chimique’® . Enfin, les médicaments

repositionnés peuvent révéler de nouvelles cibles et voies de signalisation pouvant étre
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exploitées pour le développement de nouvelles thérapies ou facilitant la compréhension de la

biologie des cancers et de la résistance au traitement.

Historiquement, le repositionnement de médicaments a émergé suite a des découvertes
opportunistes et fortuites. Une fois qu'un médicament s'est révélé avoir un effet ciblé
nouvellement reconnu, il a été utilisé pour une exploitation commerciale. En effet, les exemples
de succes de repositionnement de médicaments n’ont pas impliqué d’approche systématique.
La réutilisation du citrate de sildénafil pour le traitement de la dysfonction érectile est basée sur
I'expérience clinique rétrospective. Le sildénafil a ét¢ développé a l'origine en tant que
médicament antihypertenseur, mais lorsqu'il a été réutilisé par Pfizer pour le traitement de la
dysfonction érectile et commercialisé sous le nom de Viagra, il détenait 47% du marché, avec

386 Le repositionnement du

des ventes mondiales s'élevant a 2,05 milliards de dollars
thalidomide pour le traitement de I'érythéme nodosum leprosum (ENL) et le myélome multiple
s’est fait sur la base de découvertes fortuites*>. La thalidomide, un sédatif commercialisé a
l'origine dans certains pays en 1957, a été retirée au bout de 4 ans en raison de son lien tristement
célebre avec des anomalies congénitales séveres du squelette chez les enfants nés de meres qui
l'avaient prise au cours du premier trimestre de leur grossesse*’. Cependant, il a été utilisé dans
un premier temps pour le traitement de I'ENL (en 1964), puis des décennies plus tard dans le
myélome multiple''? (en 1999). Depuis, il a connu un succés commercial considérable dans le
myélome multiple et a également conduit au développement et a I'approbation de dérivés encore

plus performants, tels que le 1énalidomide, dont les ventes mondiales ont atteint 8,2 milliards

de dollars*®” en 2017.

Ces succes ont également encouragé le développement d’approches plus systématiques
pour identifier les composés repositionnables. Ces approches ont d’ores et déja abouti a la
découverte de nombreux médicaments candidats prometteurs, dont certains sont a un stade
avanc¢ d’essais cliniques, et pouvant potentiellement étre utilisés dans le traitement de maladies
tant communes que rares. Cependant, d'importants défis techniques, réglementaires et

organisationnels empéchent le repositionnement des médicaments de progresser.

A) Barriéres rencontrées dans le domaine du repositionnement de médicament :

Comme souligné précédemment, le repositionnement de médicaments a déja connu des
succes notables. Néanmoins, il ne réussit pas toujours et rencontre principalement des échecs
au stade des essais de phase III. Il faut évidemment s'attendre a certains échecs dans les phases
d’évaluation tardives, comme dans le développement de nouveaux médicaments, bien que ces

échecs soient moins susceptibles d'étre dus a la toxicité, car les profils d'innocuité des candidats
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ont été caractérisés auparavant. Cependant, nous pouvons également citer des obstacles
spécifiques au repositionnement de médicaments pouvant aboutir a 1’échec de sa nouvelle
indication. Ces obstacles sont notamment le probléme de la propriété intellectuelle, la

réglementation ou encore les obstacles organisationnels.

1) Considération de la propriété intellectuelle:

Il existe un certain nombre d'obstacles juridiques et de propriété intellectuelle 1i¢ au
repositionnement de médicaments*>3%, Les difficultés liées a la brevetabilité d'une nouvelle
indication et a la mise en vigueur de droits de brevet sont les principaux obstacles au
repositionnement d’un médicament, car elles ont un impact considérable sur le profit généré
sur le médicament repositionné*. II est possible de protéger la nouvelle utilisation médicale
d'une molécule connue dans la plupart des grands marchés pharmaceutiques, a condition que la
nouvelle utilisation médicale soit nouvelle et inventive (c'est-a-dire non évidente). Cependant,
bon nombre des opportunités de repositionnement de médicaments qui pourrait étre breveté est
déja connu dans la littérature scientifique ou dans la pratique clinique. Méme si un médicament
potentiellement repositionnable n’a pas prouvé son efficacité au cours d’essais cliniques, le
niveau de preuves scientifiques justifiant son utilisation dans une nouvelle indication peut
limiter la possibilité d’obtention d’un brevet. Ceci est néanmoins possible si les revendications
pour I’obtention d’un brevet sont innovantes (ex : nouvelle indications) et basées sur des

preuves différentes de ce qui a pu étre publié dans le domaine publique.

Pour les médicaments non brevetés, un nouveau brevet de méthode d'utilisation peut
étre obtenu pour un nouvel usage repositionné d'un ancien médicament générique (si, comme
indiqué ci-dessus, cet usage est nouveau et inventif et peut étre appuyé par des données robustes
pour rendre le nouvel usage crédible). Toutefois, si I’indication de repositionnement utilise les

formulations et les formes posologiques disponibles du médicament générique’®?

, un probléme
peut survenir. En effet, le médicament générique peut étre largement disponible aupres d’autres
fabricants et prescrit par des cliniciens pour d’autres indications non brevetées. Le fabricant de
médicaments génériques est dans son droit d’étiqueter son produit uniquement pour les
indications non brevetées et de ne mentionner qu’ils n’encouragent pas les indications
brevetées. Dans ce cas de figure, il peut étre difficile d'arréter I'utilisation non conforme a

I'étiquette pour I’indication visant au repositionnement du médicament, ce qui réduit alors la

rentabilité du produit pour la nouvelle indication®3,

Cependant, 1’utilisation d’un générique pour une indication de repositionnement peut

étre limitée si la nouvelle indication nécessite une formulation unique et / ou un schéma
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posologique qu'il est difficile d'obtenir avec les versions génériques disponibles du médicament.
Compte tenu des défis décrits ci-dessus, il peut étre important de déterminer comment et dans
quelle mesure la propriété intellectuelle peut étre respectée pour I’utilisation d’un agent

repositionnable (existant sous forme génériquée) dans une nouvelle indication.

L'exclusivité commerciale des médicaments repositionnés a été reconnue comme un
obstacle majeur. Le projet de loi sur les médicaments non brevetés présenté devant le Parlement
Britannique en juin 2015 en est un exemple. Ce projet de loi visait a remédier a la situation dans
laquelle un médicament, dont le brevet est expir¢, s’aveére étre efficace dans une nouvelle
indication mais qui n'entre pas dans le champ d'application de sa licence. I1 était soutenu par un
certain nombre d'associations médicales, mais n'a pas été adopté (projet de loi sur les
médicaments brevetés par le Parlement britannique 2015-2016). Par la suite, I’ Association of
Medical Research Charities (AMRC), en collaboration avec un large éventail de parties
prenantes, notamment le National Institute for Health and Care Excellence (NICE), la Medecine
and Health care product Regulatory Agency (MHRA), les colléges royaux et des représentants
de l'industrie, ont publi¢ un rapport en novembre 2017, dans lequel ils formulaient des
recommandations sur la maniére de faciliter le repositionnement des médicaments au profit des
patients britanniques. Le rapport énumere différentes manieres dont les promoteurs peuvent
travailler avec la MHRA pour la prolongation de brevets. Il recommande également de mettre
au point des incitations financiéres qui encourageraient les fabricants de médicaments
génériques a participer au repositionnement de médicaments et & mettre en place un mécanisme
permettant de 1’évaluer. Aux Etats-Unis, 'OPEN ACT (Orphan Product Extensions Now
Accelerating Cures and Treatments) offre 6 mois supplémentaires d'exclusivité (extension
d'exclusivité de produits orphelins) a la durée de vie d'un brevet dun médicament
commercialisé en cours de réutilisation pour une maladie rare (Fondation EveryLife pour les
maladies rares). Il existe d'autres moyens de maximiser les chances de brevetabilité en
développant de nouvelles formulations, formes posologiques ou dérivés plus récents ayant un
effet thérapeutique similaire ou en obtenant une autorisation de mise sur le marché exclusive

dans de nouvelles régions géographiques®.

2) Considérations réglementaires :

Les considérations réglementaires sont des facteurs déterminants pour le développement
de médicaments recyclés. Une étude de Murteira et al. évaluant la voie réglementaire associée
aux médicaments repositionnés et reformulés a montré que dans 1'Union Européenne (au

Royaume-Uni, en France et en Allemagne), la procédure centralisée était le moyen le plus
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utilisé pour soumettre des médicaments repositionnés & des obtentions d’AMM. Aux Etats-

348 les nouvelles entités

Unis, selon la classification de Murteira et ses collaborateurs
moléculaires, nouvelles indications, ou indications complémentaires étaient les principaux
arguments avancés pour soumettre un médicament a approbation pour un repositionnement
tandis que 1’utilisation d’une nouvelle forme galénique ou d’une nouvelle combinaison étaient
utilisées a la fois pour les demandes de repositionnement et de reformulation d’un médicament.
L'étude a également révélé qu'a la fois dans I'UE (France : 83,3%; Allemagne: 88,9% et
Royaume-Uni: 93,8%) et aux Etats-Unis (69,6%), la majorité des cas de repositionnement a été
approuvée avant méme l'expiration du brevet du produit original. Cette tendance est

probablement liée au fait que les industries pharmaceutiques cherchent a rentabiliser au

maximum le développement d’une nouvelle molécule.

Pour les médicaments réutilisés avec une indication orpheline désignée, 1'exclusivité
commerciale offerte dans I'UE / EEA est de 10 ans de protection contre la concurrence sur le
marché et d'une période supplémentaire de 2 ans s'ils se sont conformés a un plan d'investigation
pédiatrique approuvé. Toutes les demandes de médicaments orphelins doivent étre soumises
via la procédure centralisée. Pour les médicaments repositionnés sans désignation orpheline, 10
ans d'exclusivité des données sont disponibles pour les demandes au titre de l'article 8,
paragraphe 3. Les demandes de nouvelles indications pour des substances bien établies
soumises en vertu de l'article 10, paragraphe 5, peuvent bénéficier d'une année d’exclusivité.
Toutefois, les dispositions d'exclusivité des données ne s'appliquent pas aux modifications des

AMM existantes.

Aux Etats-Unis, la FDA offre une période d'exclusivité des données de trois ans pour
un nouvel usage d'un médicament précédemment commercialisé¢. Cependant, trois ans est une
période trop courte pour récupérer I'argent qu'une entreprise a investi dans le repositionnement
d'un médicament particulier. En outre, comme indiqué dans la section ci-dessus sur les
considérations relatives aux brevets, l'utilisation non conforme d'un médicament générique
repositionné peut aussi diminuer les profits associés a 1’obtention d’une autorisation de

repositionnement.

3) Obstacles organisationnels dans l'industrie :

Les sociétés pharmaceutiques réalisent le potentiel du repositionnement de médicaments
en dehors de leur domaine d'activité principal et établissent des collaborations avec de plus
petites entreprises de biotechnologie et des milieux universitaires. La plate-forme d'innovation

ouverte AstraZeneca est un exemple de ce type visant & promouvoir des collaborations externes
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afin de mettre en synergie la recherche sur le repositionnement de médicaments avec des
composés bien caractérisés pouvant étre réutilisés par le biais d'expériences précliniques
translationnelles et d'études cliniques de phase II. Parmi les autres exemples notables, citons le
Centre d’excellence pour la découverte de médicaments externe de GlaxoSmithKline, les

Centres d’innovation thérapeutique de Pfizer et I’initiative Grant4Indications de Bayer.

Toutefois, le repositionnement dans I’industrie pharmaceutique peut se heurter a
certains obstacles organisationnels, en particulier si 1’indication repositionnée ne se situe pas
dans le domaine pour lequel le composé a été commercialisé et a été arrété en développement.
Ainsi, il n’y a plus de personnel compétent dans le secteur R&D correspondant pouvant
reprendre en main le projet pour la nouvelle indication®*. Cela impliquerait par conséquent un
manque de personnel capable de travailler sur un projet potentiel de repositionnement de
médicaments, ainsi qu'un financement et des ressources limités pour faire progresser l'idée au
sein de l'entreprise. Une des facons de relever ces défis avec des études cliniques consiste a
utiliser des ressources externes pour l'approvisionnement en médicaments via des organisations
de fabrication sous contrat, un soutien réglementaire et la pharmacovigilance. Comme indiqué
dans la section suivante, d'autres voies de financement peuvent étre envisagées pour garantir la
mise a 1'épreuve d'hypothéses scientifiques solides alors qu'il n'aurait pas été possible de les
faire évoluer au sein de I'entreprise. De plus, augmenter le choix des composés offrirait plus
d'opportunités de repositionnement, en particulier pour les composés qui ciblent de nouveaux
mécanismes. Cependant, la majorité de ces composés sont généralement en phase de
développement et le partage de ces composés en dehors de la société pharmaceutique présente
des risques pergus, tels que les nouveaux risques en maticre de sécurité identifiés et le risque
de perte de propriété intellectuelle. Le partage d'exemples réussis de composés repositionnés
encore en phase de développement réel pourrait aider a dissiper les préoccupations émises a cet

¢gard.

4) Modeles de collaboration pour le repositionnement de médicaments :

Les leaders de la recherche pharmaceutique et académique réalisent de plus en plus que
de nouvelles stratégies sont nécessaires pour diriger le domaine du repositionnement de
médicaments. Une stratégie collaborative combinant les forces des sociétés pharmaceutiques,
des sociétés de biotechnologie, des chercheurs universitaires, des investisseurs en capital-
risque, des associations caritatives de recherche financées par des fonds publics et d’autres
bailleurs de fonds et parties prenantes a été reconnue comme un moyen nécessaire au

repositionnement d médicaments. Une telle collaboration impliquera un partage accru des
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données relatives aux médicaments par les sociétés pharmaceutiques et des moyens novateurs
de partage de la propriété intellectuelle pouvant étre générés entre l'industrie pharmaceutique,

le monde universitaire et d'autres parties prenantes.

Des collaborations réussies dans le repositionnement de médicaments reposent sur trois
¢léments clés: 1’identification d’experts scientifiques ayant des idées novatrices dans les
domaines émergents de la biologie des maladies, les voies de financement alternatives et
I’engagement enthousiaste de toutes les parties concernées. Plusieurs initiatives de
repositionnement ont récemment été mises en place entre 1’industrie pharmaceutique, les
organismes subventionnaires et les scientifiques universitaires afin de relever certains des défis
liés au repositionnement de médicaments. Si ces collaborations sont trop peu suffisantes dans
le domaine du repositionnement de médicaments, quelques exemples tendent & montrer que ce
type de collaboration devrait étre encouragé par les institutions gouvernementales. Deux des
exemples les plus importants de ce type de collaboration sont la «Mechanisms for Human
Diseases Initiative», un partenariat entre le Conseil de la recherche médicale britannique
(Medical Research Council, MRC) et AstraZeneca, lancé en 2011, et la « Discovering New
Therapeutic Uses for Existing Molecules Initiative » lancée en 2012 par le NIH (NIH - NCATYS)
en partenariat avec huit sociétés pharmaceutiques®®®. L’initiative MRC — AstraZeneca a tout
d’abord énuméré 22 composés abandonnés pour lesquels AstraZeneca a fourni des informations
détaillées sur I’activité, la sélectivité, la pharmacologie, la pharmacocinétique, la sécurité et
d’autres caractéristiques médicamenteuses. L'appel a projets du MRC a attiré plus de 100
propositions de 37 institutions britanniques différentes, dont 15 ont finalement été financées
par le MRC a la suite d'une évaluation par des pairs, pour un financement total d’un peu plus
de 8 millions d’euros. Le programme NIH-NCATS a répertori¢ 57 composés de huit sociétés
pharmaceutiques différentes lors de son premier tour, et neuf propositions ont été financées en
2013, pour un total d'environ 12,7 millions de dollars. L'intérét manifesté par les chercheurs
universitaires pour ces deux programmes a montré qu’ils ont été pergus comme des opportunités
sans précédent d'accéder a des molécules qui étaient par ailleurs inconnues du domaine
public®®°. Tl convient de noter qu'il existait des différences considérables entre les programmes
MRC et NCATS. En effet, le programme MRC était davantage axé sur la compréhension des
mécanismes de la maladie, tandis que le programme NCATS s'est spécifiquement concentré sur
le repositionnement de médicaments existants avec, pour chaque projet, une étude clinique de
phase II qui constituait une preuve de concept dans la nouvelle indication. Des entreprises ont

été impliquées dans 1'examen des propositions de programme du MRC dans les phases initiales

135



(mais pas dans les phases finales, ou toutes les décisions de financement étaient prises par le
MRC), mais aucune entreprise n'a été impliquée dans le programme NCATS. Il y avait aussi
des différences dans la maniére dont le financement était fourni**’. Cependant, dans chaque cas,
le MRC et le NCATS ont agi en tant qu'intermédiaire de confiance facilitant la collaboration
entre les universités et I'industrie. Une évaluation intermédiaire détaillée des progres réalisés a
ce jour sur ces deux programmes a été publiée par Frail et ses collégues®®. Bien qu'il soit trop
tot pour évaluer de manicre définitive le succeés de ces programmes pilotes parrainés par le
gouvernement, compte tenu du long délai de développement des médicaments, les premicres
indications suggerent des résultats positifs. Le saracatinib, initialement développé comme agent
anticancéreux par AstraZeneca, fait actuellement l'objet de cinq programmes cliniques et
précliniques distincts entre la MRC et le NCATS pour une variété d'affections situées dans des
domaines hors oncologiques (douleur, psychose, lymphangioleiomyomatose, otite chronique,
et la maladie d’Alzheimer)®®®. Un autre exemple prometteur est le développement
d'antagonistes des récepteurs de la neurokinine 3 pour le traitement des bouffées de chaleur
ménopausiques®®!. Cette découverte ne fait pas partie de l'initiative MRC — AstraZeneca, mais
fait suite a une étude menée par des chercheurs universitaires en collaboration avec AstraZeneca

et financée par le MRC.

Ces deux modeles de collaboration se sont clairement révélés étre une stratégie novatrice
en maticre de collaboration ouverte et d'innovation dans la recherche sur le repositionnement
de médicaments. Les cycles suivants de ces deux appels impliquent désormais un plus grand
nombre de partenaires de l'industrie pharmaceutique : en 2016, I'Initiative de partage d'actifs
industriels du MRC comptait sept partenaires de l'industrie pharmaceutique et avait mis a
disposition davantage de composés (68 au total) a des fins de recherche. Il a également conduit
a la création d'autres partenariats publics-privés similaires en matiére de repositionnement de
médicaments, tels que le partenariat entre AstraZeneca et le Programme national de recherche

pour les produits biopharmaceutiques (NRPB) a Taiwan en 2013.

Des modeles de collaboration existent également entre les groupes d’association de
patients, les organisations philanthropiques et les universitaires, en particulier pour explorer les
possibilités de repositionnement des médicaments génériques commercialisés pour le

traitement des maladies rares (Cures Within Reach and Duchenne UK)

Les mode¢les d'innovation ouverte et de collaboration doivent étre étendus aux
partenariats entre des associations caritatives de patients, des groupes de défense des droits, des

scientifiques universitaires et des sociétés pharmaceutiques a un stade précoce du
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développement d'un médicament. Cela pourrait accroitre les possibilités d'accéder a des
populations de maladies spécifiques, a des experts de la maladie en question et a des voies de

financements alternatifs pour les études cliniques.

Deux autres initiatives de partenariat public-privé qui existent principalement dans la
recherche préclinique pour aider a la réutilisation future de médicaments sont dans le domaine
de la recherche sur les kinomes humains. Il s'agit du GlaxoSmithKline-led Published Kinase
Inhibitor Set (PKIS)*? et du Oxford-based Structural Genomics Consortium(SGC)*** basé a
Oxford. Le PKIS1 de GlaxoSmithKline (suivi rapidement par PKIS2 et PKIS3) est un ensemble
annoté de 367 petites molécules inhibitrices de kinase , disponible comme outil d’acces libre

pour les chercheurs universitaires®?

. Cet ensemble peut étre réexaminé dans une variété d'essais
in vitro et a déja démontré son potentiel dans 1’apport de nouvelles découvertes tant dans les
secteurs académiques qu’industriels****%3. Le SGC se concentre quant a lui sur la détermination
a grande échelle de structures 3D de protéines humaines d’importance biomédicale, qui sont
ensuite diffusées dans le domaine publique par le biais de la banque de données sur les

393

protéines””> afin d’aider les chercheurs a identifier des partenaires potentiels de liaison aux

protéines.

B) Recommandations pour le repositionnement de médicaments :

Gardant a l'esprit les opportunités et les défis en matiére de repositionnement de
médicaments discutés ci-dessus, six recommandations pourraient étre formulées. Celles-ci

viseraient a aider a réaliser pleinement le potentiel du repositionnement des médicaments.

Premic¢rement, la création de meilleures plateformes d'intégration pour l'analyse des
données pourrait contribuer a améliorer nettement le repositionnement de médicaments. Les
avantages du Big Data et la maniére dont il peut aider a identifier les opportunités de
repositionnement sont clairs. Cependant, 1'acces aux données et leur intégration restent limités.
Il se fait ainsi ressentir un besoin de solutions technologiques avancées pouvant réduire le
recours nécessaire a 1’analyse manuelle et aider a intégrer différents types de données
« omiques » de sorte que les analyses ultérieures puissent étre affinées et rendues disponibles

sous des formats conviviaux et ainsi plus accessibles aux « non-experts ».

Deuxieémement, un meilleur accés aux composés précliniques et cliniques générés par
l'industrie est nécessaire. Les initiatives MRC et NIH-NCATS sont un pas dans la bonne
direction, mais il faut augmenter le nombre de composés accessibles aux chercheurs

universitaires, idéalement dans les grandes librairies de médicaments. Les processus impliqués
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doivent donc étre simplifiés, en particulier au niveau des signataires des accords de transfert de

matériel et de la diffusion des composés.

Troisiemement, un meilleur accés aux données des essais cliniques de phase I — IV
parrainés par l'industrie est nécessaire. Cela pourrait permettre aux scientifiques d'explorer de

nouvelles hypothéses a partir des données et ainsi d’ouvrir des perspectives de

repositionnement, en particulier pour les programmes abandonnés.

Quatriémement, un nouveau type d’évaluation de la toxicité des agents repositionnés
devrait étre imaginé. Malgr¢ le fait que la toxicité des agents repositionnés soit déja connue, il
est possible de s’interroger sur leur sécurité d’emploi dans une nouvelle indication. Si le
médicament est utilisé dans une population ou a une posologie différentes que celle a laquelle
il était administré les investigateurs d’essais cliniques pourraient étre amenés a constater de

nouveaux effets indésirables.

Cinquiemement, il est nécessaire d’augmenter les initiatives de financement visant au
repositionnement des médicaments, y compris le financement de la technologie appropriée,
l'acces aux composés et le partage des librairies de repositionnement des médicaments. 11 existe
¢galement un besoin de sources de financement innovantes pour les initiatives de

repositionnement des médicaments, en particulier pour les maladies rares.

Enfin, des mesures sont nécessaires pour encourager le repositionnement des
médicaments, en particulier pour ¢liminer les brevets et les obstacles réglementaires évoqués
ci-dessus. Ces mesures pourraient inclure de meilleures périodes d'exclusivité des données pour
les indications réutilisées, des accords de redevances avec des sociétés génériques ou d'autres
modifications législatives afin de garantir qu'il existe une possibilité suffisante de récupérer les

investissements dans des programmes de repositionnement des médicaments.
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VI) Conclusion :
Au cours de cette theése, nous avons pu aborder les différents enjeux du repositionnement

de médicaments et nous avons pu constater que les avantages de cette stratégie sont nombreux.

Premicrement, il existe une multitude de stratégies de repositionnements permettant
I’identification rapide de nouvelles indications thérapeutiques pour des médicaments déja
existants. De plus, cette stratégie permet de diminuer considérablement les cotits et les temps
de recherche associés au développement de médicaments. L’utilisation d’agents
repositionnables dans le cadre d’essais cliniques en phase précoce permet notamment de réduire
I’effectif de patients nécessaires et de limiter les risques liés a I’administration de ces molécules

car la toxicité de ces agents est généralement bien connue.

Néanmoins quelques points restent a améliorer. Les principaux inconvénients sont liés
aux droits de propriété intellectuelle et aux incitations économiques, en particulier pour les
médicaments non brevetés et les médicaments génériques. Enfin, un effort doit étre fourni afin
d’améliorer la compréhension du mécanisme d’action de ces médicaments dans leur nouvelle
indication thérapeutique. Dans des domaines tels que l’oncologie, il existe une grande
variabilité tumorale intra- et inter-patients. Cette derniére est a I’origine de nombreux échecs
thérapeutiques ou d’arréts de réponse au traitement aprés plusieurs lignes de chimiothérapies.
Aussi, il apparait nécessaire d’identifier des biomarqueurs permettant d’anticiper la réponse des
patients a ce type de traitement. Cela permettrait de sélectionner au mieux les patients dans le
cadre d’essais cliniques et d’identifier la population la plus a méme de bénéficier de ce type de

thérapies.

Compte tenu de la grande polypharmacologie des médicaments, I’effet observé dans une
nouvelle indication thérapeutique est souvent di a I’action du médicament sur une cible non
répertoriée. Il apparait donc essentiel de les identifier. Dans ce contexte j’ai pu développer deux
approches méthodologiques. Les approches de chimie click et de prédiction in silico que nous
avons pu mettre en place nous a permis d’identifier des nouvelles cibles thérapeutiques pour le
mebendazole. Ces approches sont transposables a n’importe quel type de cancer et pour
n’importe quel agent repositionnable. Ainsi, elles pourraient contribuer a améliorer le

repositionnement de médicaments et la compréhension des mécanismes physiopathologiques

des cancers.
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