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Introduction

Le cancer englobe un vaste groupe de maladies qui peuvent apparaitre dans presque tous les
organes ou tissus du corps, lorsque des cellules anormales se développent de maniére
incontr6lée et se répandent au-dela de leurs limites habituelles pour envahir des régions voisines
du corps et/ou se propager a d'autres organes. Dans le second cas, on parle de métastases, qui
constituent une cause majeure de déces par cancer.

Le cancer est la deuxiéme cause de déces dans le monde entier et a fait 9,6 millions de morts
en 2018, soit un déces sur six [1].

Nous distinguons I’oncologie regroupant les cancers « solides» de I’oncohématologie
rassemblant les cancers « liquides ». Plusieurs types de prises en charge pour le traitement des
cancers existent telles que la chimiothérapie, I’hormonothérapie, I’immunothérapie, la

radiothérapie, la chirurgie, la thérapie ciblée ainsi que la greffe de cellules souches [2].

Le vénétoclax fait partie des thérapies ciblées nouvellement arrivées sur le marché ces derniéres
années. En effet, ce médicament anticancéreux intervient dans le traitement des hémopathies
malignes telles que la leucémie aigiie myéloide (LAM) ainsi que la leucémie lymphoide
chronique (LLC). Commercialisé par le laboratoire de recherche pharmaceutique américain
AbbVie®, le vénétoclax est un inhibiteur hautement sélectif de la protéine anti-apoptotique
BCL-2. Administré par voie orale au moment du repas et métabolisé par le cytochrome P450
3A4 (CYP3A4), il est soumis a une importante variabilité pharmacocinétique intra et inter-
individuelle. Le risque de variabilité s’accentue chez les patients leucémiques polymediqués
[3].

Devant la place grandissante du vénétoclax dans la prise en charge des patients en
oncohématologie et la survenue de toxicités importantes, le suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) apparait comme une option pertinente et nécessaire dans I’arsenal du

clinicien.

Aprés avoir présenté la leucémie aiglie myéloide et ce médicament, nous verrons la validation
de la méthode de dosage selon la norme 1SO 15189 et les guidelines internationales réalisée au
laboratoire de pharmacocinétique et toxicologie de I’APHM (Assistance Publique des Hopitaux
de Marseille). Nous finirons par présenter une étude retrospective portant sur 1’utilisation du
vénetoclax dans la LAM réalisée au sein du service d’hématologie du Pr. Costello (étude MR-
004 n°RH7VR5).
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l. La Leucémie aigué myéloide

1. Historique et définition

Rudolf Virchow, médecin pathologiste allemand, a employé pour la premiere fois le mot
leucémie en 1856. Grace a un microscope, il a pu observer un exces de globules blancs chez
des patients présentant des symptdmes similaires a ceux décrits par Velpeau et Bennett. Il

nomma cette maladie leucémie, venant du grec « sang blanc » [4].

Les leucémies sont des affections malignes de la moelle osseuse qui elle-méme est responsable
de la fabrication des cellules du sang : globules rouges, globules blancs et plaquettes. Les
leucémies peuvent étre classées en aigue ou chronique selon le pourcentage de blastes ou de
cellules leucémiques dans la moelle osseuse ou le sang. En fonction de la prédominance de la
lignée des cellules malignes, on distinguera les leucémies myéloides des leucémies lymphoides.
La leucémie aiglie myéloide est liee a I’envahissement de blastes anormaux dans la moelle
osseuse [5].

Les blastes sont caractérisés par une prolifération incontrdlée et une incapacité a se différencier
en cellules matures. Ce dysfonctionnement empéche la production normale des cellules
sanguines pouvant se traduire par divers symptémes cliniques telles que les infections et les

hémorragies [5].
2. Epidemiologie de la LAM

En 2018, en France métropolitaine, le nombre de cas d’hémopathies malignes est estimé a
45000 soit 12% des nouveaux cas de cancer. Parmi ce dénombrement, 3 428 nouvelles
personnes (7,6%) sont atteintes de LAM. Cela correspond a un taux d’incidence standardisé sur
la population mondiale de 3,1 pour 100 000 personne-année chez I’homme et 2,3 chez la
femme. Cette hémopathie touche principalement les sujets agés puisque 1’dge médian au

diagnostic est de 69 ans chez I’homme et 72 ans chez la femme [6].
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Figure 1 Taux d'incidence des LAM selon la classe d'age en 2018 [6]

Dans leur ensemble, les LAM sont des hémopathies de pronostic défavorable avec une survie
nette standardisée estimée de 50% & 1 an et 27% a 5 ans.
Toujours selon Santé Publique France, les sujets agés de 80 ans diagnostiqués entre 2010 et

2015 ont une survie nette de seulement 6% a 5 ans contre 69% chez les sujets de 30ans [6].

3. Classification des LAM

Dans ce manuscrit, nous ne détaillerons ni les caractérisations génétiques, ni les caractérisations
moléculaires. Nous détaillerons seulement la classification de I’European LeukemiaNet 2022
(ELN), mise a jour a partir de celle de 2017.

Cette classification permet de définir le risque de I’hémopathie en tenant compte des
caractéristiques genétiques et moléculaires. Les LAM sont catégorisées en 3 groupes :

favorable, intermeédiaire et défavorable [7].
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Tableau 1 Classification du risque des LAM selon I'ELN 2022 [7]

Risk categoryt Genetio abnormality

Favorable « 1821 (g22g22)/ RUNXT:RUNXITTT S
«inv(16)(p13.1922) or 1{18;16)(p13.0;q22)/ CBFE=MYHIIT.T
»  Mutated NPMIT.§ without FLT3-ITD

- BZIP in-frame mutated CEBPAIl

Intermediate - Mutated NPMIT.§ with FLT3-ITD
- Wild-type NPT with FLT3-1TD (without adverse-risk genetic lesions)
- O (p21.3:023.3) MLLT 3:KMT2AT,C

+  Cytogenetic and/or molecular abnormalities not classified as fevorable or adverse

Adverse . 16:9)(p23.3:q34.10)/ DER:NUPZ14

- Hv;11923.3)/KMT2A-rearranged#

- H9:22)(g34.0:011.2)/ BCARABLT

- 1(8:16)(p11.2;p13.3)/ KATEACREBEP

- inv(3){g21.3926.2) or t(3:3)(g21.3;926.2)/ GATAZ, MECOM{EVIT)

- 1(3g26.2,v)/MECOM(EVIT)-rearranged

»  —Bordel{bg); -7; —17/sbn{17p)

»  Complex karyotype,** monosomal karyotypetT

- Mutated ASXLI, BCOR, EZH2, RUNXT, SF3B1. SRSF2, 5TAG2, U2AFI, and/or ZRSARZ1T
- Mutated TP53%

Ces différentes aberrations génétiques présentes dans le tableau 1 ont une importance pour la
prise en charge du patient en impactant le pronostic et le traitement. En effet, certaines de ces
mutations vont étre la cible de thérapeutiques [8]:

- FLT3 est ciblé par le Giltéritinib et la Midostaurine

- IDHI est ciblé par I’Ivosidénib

- IDH2 est cibl¢ par I’Enasidenib
Certaines de ces molécules peuvent étre associées a des chimiothérapies. Par exemple, la
midostaurine peut étre associée au schéma standard chez les patients éligibles a la
chimiothérapie intensive [8]. Egalement, I’ivosidenib peut étre joint a ’azacytidine chez les

sujets inaptes a la chimiothérapie intensive [9].
4. Therapies des LAM

4.1. Définition fit/unfit
Pour le choix de la chimiothérapie, nous distinguons deux types de patients : fit ou unfit. Les
patients fit sont considérés comme éligibles a la chimiothérapie intensive tandis que les patients

unfit sont trop fragiles pour supporter ce type de thérapie. De ce fait, les patients unfit sont

définis selon certains critéres présents dans le tableau 2 [10].
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Tableau 2 Critéres opératoires pour définir I'inaptitude a la chimiothérapie intensive dans la LAM [10]

1. Age supeérieur a 75 ans.

2. Insuffisance cardiaque congestive ou cardiomyopathie documentée avec une FEVG
<50%.

3. Maladie pulmonaire documentée avec DLCO<65% ou FEV1<65%, ou dyspnée au repos
ou nécessitant de 1’oxygéne, ou tout néoplasme pleural ou néoplasme pulmonaire non
controlé.

4. Dialysé et agé de plus de 60 ans ou carcinome rénal non contrdlé
Cirrhose ou maladie hepatique documentée avec élévation marquée des transaminases
(>3 fois les valeurs normales) et un age supérieur a 60 ans, ou tout carcinome biliaire ou
hépatique non contrdlé ou hépatite virale aigue.

6. Infection active résistante aux traitements anti-infectieux

7. Maladie mentale actuelle nécessitant une hospitalisation psychiatrique, une
institutionnalisation ou une prise en charge ambulatoire intensive, ou un état cognitif
actuel engendrant une dépendance (confirmé par le spécialiste) non controlée par le
soignant.

8. Statut de performance ECOG>3 non lié a la leucémie.

9. Toute autre comorbidité que le médecin juge incompatible avec une chimiothérapie

intensive conventionnelle.

Abréviations : FEVG : Fraction d’éjection du ventricule gauche ; DLCO : Capacité de diffusion du monoxyde

de carbone ; FEV1 : Volume d’expiration forcée en 1 seconde ; ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group

Alors que I’OMS définit la personne agée a 60 ans ou plus, 'INSEE (Institut National de la
Statistique et des Etudes Economiques ou les bases de données Pubmed® indiquent un age de
65 ans ou plus[11]. Pour le centre national professionnel de gériatrie, le seuil est de 75 ans [12].
Les critéres d’ages publiés par Ferrara et al. dans Leukemia [10] est en accord avec le centre
national professionnel de geériatrie. Nous pouvons donc convenir que la définition de 1’age du
sujet gé est tres abstraite. Cela peut entrainer des conséquences dans les services d’hématologie
lors du choix de I’intensité du traitement. Le critere numéro 9 de la publication prend donc toute
son importance pour le clinicien lorsqu’il a un patient moins agé de 75 ans présentant une

comorbidité qu’il juge incompatible avec la chimiothérapie conventionnelle.
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4.2. Traitements disponibles dans la LAM

Dans le cas d’un patient fit, le traitement standard sera composé d’une polychimiothérapie
(induction et consolidation) avec ou sans allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

Les patients unfit, définis selon les critéres de la table 2, se verront proposer une thérapie moins
intensive.

L’objectif des traitements est d’obtenir une rémission complete (RC). Elle se définit par
I’absence de recours a la transfusion sanguine, un nombre absolu de polynucléaires neutrophiles
> 1 G/L, un nombre de plaquettes sanguines >100 G/L et un taux de blastes inférieur a 5% dans
la moelle osseuse [13].

Le tableau 3 présente toutes les molécules actuellement disponibles pour le traitement de la
LAM. Il est scindé en deux parties avec les traitements concernant les patients fit et unfit. 1l est
également classé par année d’approbation par la FDA (Food and Drug Administration). Le code
couleur indique les premiéres lignes thérapeutiques actuellement indiquées lors d’'une LAM
nouvellement diagnostiquee. Nous verrons ci-aprés quelques particularités lors du traitement
de premiére ligne chez les patients fit.

A noter que pour la leucémie aigue promyélocytaire, la thérapie de premiere intention résulte

de I’association acide tout trans rétinoique (ATRA) et arsenic trioxyde (ATO).
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Tableau 3 Résumé des molécules approuvées par la FDA en fonction de leurs indications [8]

Médicament Année Indications approuvées par la FDA Références
Cytarabine Daunorubicine 1970 LAM nouvellement diagnostiquée Crowther et al. ; 19707
chez les patients éligibles a ICT
Gemtuzumab Ozogamicine 2000 LAM CD33 positive nouvellement Lambertetal., 2019
diagnostiquée avec ou sans ICT Amadori et al., 2016
Midostaurine 2017 LAM mutée FLT3 nouvellement Stoneetal., 2017
diagnostiquée, avec ICT
Cytarabine et Daunorubicine liposomale 2017 LAM-t ou LAM-MRC nouvellement Lancetetal., 2018
(CPX-351) diagnostiquées
Gilteritinib 2018 R/R LAM FLT3 mutée Perl et al., 2019
Azacytidine (oral) 2020 LAMen RC/RCl aprés ICT, incapable  Wel et al., 2019
de continuer I'ICT
Azacytidine (SC) 2004 R/R LAM CD33 positive Taksin etal., 2007 ]
LAM avec <30% blastes Fenaux et al., 2009
Silverman et al., 2006
Dombret et al., 2015
Decitabine 2006 LAM avec <30% blastes Lubbert et al., 2011
Beckert et al., 2015
Kantarjan et al., 2012
Enasidenib 2017 R/R LAM mutée IDH2 Stein et al., 2017
Ivosidenib 2018 LAM mutée IDH1 nouvellement Robozetal., 2020
diagnostiquée, avec un age >75 ans ou
non éligible 4 ICT
R/R LAM mutée IDH1 DiNardo et al., 2018
Venetoclax 2018 LAM nouvellement diagnostiquée, DiNardo etal., 2019
avec un age >75 ans ou inéligible a Wel etal., 2019
ICT. Associé a azacytidine, décitabine  DiNardo et al., 2020
ou faible dose de cytarabine Wel et al., 2020
Glasdegib 2018 LAM nouvellement diagnostiquée, Cortesetal., 2019

avec un age =75 ans ou inéligible a
ICT. Associé a des faibles doses de
cytarabine.

i

Abréviations : LAM-MRC : LAM avec modifications liées a la myélodysplasie ; RCi: Rémission compléte avec une récupération

hématologique partielle ; FDA : Food and drug administration ; FLT3 : fms-like tyrosine kinase 3 ; ICT : chimiothérapie intensive ; IDH :

Isocitrate déshydrogénase ; R/R : Rechute/Réfractaire ; SC : sous-cutané ; LAM-t : LAM liée au traitement
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4.2.1. Traitements chez le patient fit

L’algorithme représenté dans la figure 4 nous indique le traitement de premiére intention a

suivre en fonction du sous-groupe correspondant le mieux au patient.

Adult AML eligible for

standard ChT

If no clinical trial is available

tAML or
MRC-AML
=60 years

CPX-351 [I,A]
743+G0 743+G0 7+30r
1-2 x Induction ({induction 2 7+3+midostaurin (induction 2 7+3+cladribine
without GO) without GO) or fludarabine®
_,_4
ELN2/ELN3
+ ~
IDAC ELN1: IDAC+GO~* 1-2x IDAC
e iibstanin ELN2: IDAC=GO* or if alloHCT is
alloHCT delayed*
_'_4
ELN2/ELN3
- -

IDAC ELN1: IDAC+GO~*
+midostaurin ELN2: alloHCT'

—_——

7+3 (I, A) 7+3 W, A]
Optionak: or 7+3+cladribine
7+3+6G0" M, C} or fludarabine® [il, C]

7+3+midostaurin
[, A}

Recommended

treatment 7+3+G0* [, A]

)

IDAC=GO** CPX-351 alloMCT

ELN1:IDAC
ELN2: IDAC
{if no alloHCT)

ELN3: IDAC
(it no alloHCT)

IDAC

IDAC 3 a
+midostaurin

2 Midostaurin
Maintenance mol. progression/ optional
mol. relapse

i
1

mol. progression/ mol. progression/ mol. progression/
MRD-+
mol. relapse mol. relapse mol. relapse
+
P -

Figure 2 Arbre décisionnel pour la prise en charge d'un patient atteint de LAM [14]

Abréviations : 7+3, 7 jours de cytarabine & dose standard et 3 jours de daunorubicine ; 7+3+GO, 7 jours de cytarabine a dose standard, 3
jours de daunorubicine et 1 a 3 jours de gemtuzumab ozogamicine ; alloHCT, allogreffe de cellules hématopoiétiques ; CBF AML, Leucémie
aigué myéloide a facteur de liaison central ; autoHCT, greffe de cellules hématopoiétiques autologues ; ChT, chimiothérapie ; CPX-351,
daunorubicine liposomale et cytarabine ; CR, rémission compléte ; ELN 1, 2, 3, European LeukaemiaNet risque favorable, intermédiaire et
défavorable, respectivement ; GO, gemtuzumab ozogamicine ; IDAC, cytarabine a dose intermédiaire ; ITD, duplication tandem interne ;
MACE, amsacrine, cytarabine, étoposide ; MIDAC, mitoxantrone, cytarabine & dose intermédiaire ; mol., moléculaire ; MRC-AML, leucémie
myéloide aigué avec modifications cytogénétiques liées a la myélodysplasie ; MRD+, maladie résiduelle mesurable positive ; tAML, leucémie
myéloide aigué liée au traitement ; TKD, domaine tyrosine kinase. Les sous-groupes sont triés hiérarchiquement de gauche a droite et les

recommandations sont également hiérarchisées de gauche a droite
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Dans cette partie, nous détaillerons seulement le schéma « gold standard » du patient fit.

Egalement appelé schéma 7+3, le protocole standard du patient fit a relativement peu changé
depuis 1970. Cette thérapie associe la cytarabine et la daunorubicine (ou I’idarubicine) [8].

La cytarabine, un analogue nucléosidique de la pyrimidine, est un agent antinéoplasique[15],
qui inhibe la synthese de I’acide désoxyribonucléique (ADN), spécifiquement au cours de la

phase S du cycle cellulaire. Elle a également des propriétés antivirales et immunosuppressives.

Figure 3 Structure chimique de la cytarabine [16]
La principale action de la cytarabine est d’inhiber la synthése de la désoxycytidine, par
I’intermédiaire de son métabolite actif triphosphaté, 1’arabinofuranosyl cytosine triphosphate
(ARA-CTP), mais une inhibition des kinases cytidyliques et ’intercalation du produit dans les

acides nucléiques pourraient jouer un role dans ses effets cytostatique et cytocides [17].
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La daunorubicine (ou I’idarubicine) est un antinéoplasique cytostatique de la famille des

anthracyclines.

|l

Figure 4 Structure chimique de la daunorubicine [18]

Cet antinéoplasique interagit avec ’ADN en s’intercalant entre deux bases adjacentes,

provoquant des changements de structures et de fonctions des molécules d’ADN [19].

L’induction est la premiére phase du traitement. Le but est d’éradiquer du sang et de la moelle
osseuse les cellules blastiques afin d’engendrer une RC [20].

Dans le schéma 7+3, la cytarabine est administrée en perfusion continue de 24 heures pendant
7 jours a une posologie de 200mg/m?#jour. L’anthracycline, quant a elle, est généralement
administrée durant les trois premiers jours de I’induction en association avec la cytarabine. La
daunorubicine est a la posologie de 90mg/m?*jour tandis qu’elle est de 12mg/m?/jour pour
I’idarubicine [14].

Comme nous pouvons I’observer dans 1’arbre décisionnel, d’autres molécules peuvent s’ajouter
au schéma standard afin de s’adapter aux mutations de chaque patient. Lors d’une mutation
FLT3, la midostaurine s’ajoutera au traditionnel 7+3. Le gemtuzumab-ozogamicine
(Mylotarg®) a longtemps été en ATU (Autorisation Temporaire d’Utilisation) nominative
(2010) puis de cohorte (2014) avant d’obtenir son AMM (Autorisation de Mise sur le Marché)
en 2018 dans I’indication suivante : « indiqué en association avec la daunorubicine et la
cytarabine dans le traitement de patients agés de 15 ans et plus atteints de LAM d’expression
positive du CD33 de novo, a I’exception de la leucémie aigué promyélocytaire, naifs de
traitement ». Le Mylotarg® traite une nouvelle indication depuis novembre 2021 dans un cadre

de prescription compassionnelle : « Traitement de la LAM CD33 positive en rechute ou
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réfractaire chez ’adulte et I’enfant a partir de 2 ans, a 1’exception de la leucémie aigué
promyélocytaire » [21]. Ainsi nous pouvons observer que 1’utilisation de ce médicament dirigé
contre les LAM positives a CD33 fait ’objet de controverses en France et est toujours suivi de
pres par la HAS (Haute autorité de Santé) alors qu’il est approuvé par la FDA depuis I’an 2000.
Plus récemment, le Vyxeos®, résultant de ’association de la cytarabine et de la daunorubicine
sous une forme liposomale, a eu I’AMM dans la LAM nouvellement diagnostiquée secondaire
a un traitement (LAM-t) ou dans la LAM associée a des myélodysplasies (LAM-MRC) [22].
Pour la premiére cure d’induction, les administrations de cette formulation ont lieu aux J1, J3
et J5 selon une perfusion intraveineuse de 90 minutes [23].

Apres le premier cycle d’induction, la réponse au traitement est évaluée sous 14 a 21 jours par
la réalisation d’un myélogramme. Les patients avec un taux > 5% de blastes dans la moelle

osseuse peuvent recevoir un second cycle d’induction [14].

La consolidation est la deuxiéme phase du traitement. L’objectif est de consolider la réponse
aprés I’induction. La consolidation peut étre une chimiothérapie ou une greffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH). Selon I’ELN 2022, en plus des facteurs de risque de base,
I'évaluation de la MRD en RC est recommandée pour les patients présentant un risque non
défavorable en premiére rémission afin d'éclairer le choix du traitement de consolidation [7].
Pour les patients présentant un risque estimé de rechute supérieur a 35 % a 40 %, la
consolidation avec une allogreffe reste I'option privilégiée apres la rémission. Ceux-ci incluent
les patients atteints de LAM a risque défavorable ou de maladie a risque non défavorable avec
persistance de la MRD. L’autogreffe, bien que peu utilisée, offre une option alternative post-
rémission pour les patients présentant une maladie a risque favorable ou intermédiaire avec une
réponse MRD adéquate ou pour lesquels 1’allogreffe n'est pas disponible [7].

Les patients traités par chimiothérapie doivent suivre au moins trois cycles de consolidation. Il
faut noter que la dose lors des cures de consolidation est plus élevée que lors de 1’induction.
Les sujets ages de moins de 60 ans vont suivre le protocole HDAC (High dose cytarabine). La
posologie est de 3g/m#/12h de cytarabine en perfusion continue de 2 heures aux jours 1, 2 et 3
[24]. A I’inverse, les patients de plus de 60 ans bénéficient du schéma IDAC (Intermediate dose
cytarabine). Le protocole résulte de I’administration d’une dose de cytarabine de 1,5g/m? toutes
les 12 heures par des perfusions continues de 2 heures en intraveineuse aux jours 1,2 et 3 [24].
Les protocoles HDAC et IDAC peuvent également suivre un rythme d’administration

discontinu avec des perfusions réalisées aux jours 1, 3 et 5. Cependant, il a été démontré que le
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schéma J1, J2, J3 entrainait une durée d’hospitalisation significativement plus courte avec une
récupération hématologique plus rapide sans affecter la réponse au traitement [25].

Le sous-groupe de patients recevant une induction avec un inhibiteur de FLT3 ou un anticorps
anti CD33 peuvent étre amenés a avoir une incorporation de midostaurine ou de gemtuzumab-

ozogamicine, respectivement, lors de la consolidation [7].

Concernant le traitement d’entretien aprés la chimiothérapie intensive, la FDA le définit
comme un traitement prolongé de la LAM mais limité dans le temps, généralement moins
toxique, administré apres I'obtention d'une RC dans le but de réduire le risque de rechute. Le
traitement d'entretien par azacytidine orale, autorisé sur le marché en juin 2021, a permis une
prolongation significative de la survie globale et sans rechute chez les patients agés atteints de
LAM qui étaient en rémission aprés une chimiothérapie intensive avec ou sans traitement de
consolidation [26]. Les patients ayant recu de la midostaurine pendant I’induction et la
consolidation peuvent continuer a recevoir cet agent en traitement d’entretien, conformément a
I’expérience de phase 3 rapportée [27]. L'utilisation d'un traitement d'entretien et préventif aprés
I’allogreffe reste controversée. Les résultats d'essais randomisés en cours sont nécessaires afin

de conclure sur la thérapeutique a adopter [14].
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4.2.2. Traitements chez le patient unfit

L’arbre décisionnel représenté dans la figure 7 indique le traitement de premicre intention chez

les patients non éligibles a la chimiothérapie intensive.

Adult AML

not eligible for standard ChT

If no clinical trial
is available

|

Pretreated with HMA for MDS

HMA-+venetoclax if available [lll, B];
LDAC or 6-mercaptopurine or
melphalan or hydroxycarbamide [lll, C]

4 cycles of

HMA or LDAC [lI, B],

induction combine with venetoclax if available [lll, A]

Stable disease
or better

{

Consolidation

Continue induction treatment; Continue induction treatment;
reevaluate eligibility for alloHCT reevaluate eligibility for alloHCT

Figure 5 Algorithme indiquant le traitement de premiere ligne chez les patients atteints de LAM nouvellement diagnostiqués
non éligibles a la chimiothérapie intensive [14]

Abréviations : alloHCT, allogreffe de cellules hématopoiétiques ; LAM, leucémie aigué myéloide ; ChT, chimiothérapie ; HMA, agent
hypométhylant ; LDAC, cytarabine a faible dose ; SMD, syndrome myélodysplasique.

Dans cette partie, nous détaillerons seulement le schéma « gold standard » du patient unfit.

Comme nous avons pu le voir précédemment, les patients unfit sont des patients fragiles. Il
s’agit généralement des patients agés de 75 ans ou plus. Il existe d’autres critéres présents dans
le tableau 2 qui peuvent définir I’inaptitude du sujet a recevoir la chimiothérapie intensive.

L’association du vénétoclax avec un agent hypométhylant tel que ’azacytidine (Vidaza®) ou la
décitabine (Dacogen®) est le protocole standard chez les patients nouvellement diagnostiqués
atteints de LAM inaptes pour la chimiothérapie intensive. Aux Etats-Unis, le vénétoclax peut
étre associé a de faibles doses de cytarabine contrairement a la France ou cette association n’a
pas d’AMM en premiére ligne [14]. La littérature scientifique permet de faire la comparaison
entre 1’azacytidine et la décitabine. Il n’y aurait pas de différence d’efficacité entre les deux
médicaments mais la voie d’administration sous cutanée ainsi que le nombre de toxicités

hématologiques plus faibles de 1’azacytidine font pencher la balance en sa faveur [28-30]. C’est
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pour cela que nous détaillerons seulement le mécanisme d’action de ’azacytidine, qui est
sensiblement le méme pour la décitabine.

L’azacytidine et la décitabine sont deux antimétabolites analogues de la pyrimidine.

]
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Figure 6 Structure chimique de I'azacytidine [31]

L’azacytidine pourrait exercer ses effets antinéoplasiques par des mécanismes multiples
comprenant une cytotoxicité directe a I’encontre des cellules hématopoiétiques anormales de la
moelle osseuse et une hypométhylation de I’ADN. Les effets cytotoxiques de ’azacytidine
pourraient résulter de mécanismes multiples, comprenant I’inhibition de la synthése de I’ADN,
de ’ARN (Acide Ribonucléique) et de protéines, son incorporation dans I’ARN et I’ADN, et
I’activation des voies de dégradation de I’ADN. Les cellules non prolifératives sont
relativement insensibles a 1’azacytidine. L’incorporation de 1’azacytidine dans I’ADN entraine
I’inactivation des ADN méthyltransférases, ce qui engendre une hypométhylation de I’ADN.
L’hypométhylation de I’ADN des geénes qui sont impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire normal, la différentiation et les voies de I’apoptose, et qui présentent une méthylation
aberrante peut entrainer une réexpression des genes suppresseurs de tumeurs et une restauration

de leurs fonctions [32].
L’induction chez le patient unfit est réalisee par le schéma gold standard actuel résultant de

I’association azacytidine-venétoclax. Ce protocole est trés récent et a obtenu I’AMM grace a

I’essai VIALE-A publié dans le « New England Journal of Medicine » en aoQt 2020.
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Figure 7 Courbe de survie globale [33]

DiNardo et al. ont montré que la survie globale médiane chez les patients randomisés sous
azacytidine plus vénétoclax était de 14,7 mois, contre 9,6 mois avec l'azacytidine seule (p <
0,001) [33].

Les cycles de ce protocole durent 28 jours. L’azacytidine est administrée en voie sous cutanée
a la dose standardisée de 75mg/m2 tous les jours pendant 7 jours. Les administrations peuvent
avoir lieu selon un rythme continu de J1 a J7. Cependant, cela peut également étre discontinu
avec des injections de J1 a J5 et de J8 & J9. Quelques experts s’accordent a dire qu’aucune
différence est notable entre les deux schémas d’administrations, cependant aucune étude
randomisée n’a pu étudier cela [34]. Le vénétoclax, quant a lui, est administré par voie orale
selon le schéma suivant : 100mg au J1, 200mg au J2 et a partir du J3 et cela jusqu’au J28, la
dose est de 400mg [33].

La premiére évaluation de la réponse au traitement est observée apres 4 mois d’induction. Si le
patient n’a pas supporté le traitement avant cette date, une autre ligne est mise en place. A partir

du moment ou le patient est en réponse, le traitement est poursuivi et nous pourrons nommer
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cette phase la consolidation. Il peut y avoir une réévaluation de la faisabilité de 1’allogreffe de

cellules souches aprés ces 4 premiers cycles [14].

Pour conclure sur cette premiére partie, nous avons pu voir ensemble les grands principes de la
LAM. Globalement, la thérapie standard n’a pas grandement évolué depuis les années 1970
mais peut se voir associée a d’autres molécules en fonction des mutations retrouvées chez le
patient. La seule innovation que nous pouvons évoquer est la formulation liposomale, le
vyxeos®. Il s’agit de la méme thérapeutique mais présentée sous une autre formulation ce qui
modifie considérablement sa pharmacocinétique.

A l’inverse, chez le patient inéligible a la chimiothérapie intensive, le traitement actuel innovant
résulte de I’association azacytidine-vénétoclax. Cette association permet une prolongation de
la survie globale, de la survie sans évenement et de la durée de réponse, des taux élevés de
rémission compléte composite, d’indépendance transfusionnelle mais au prix d’une
augmentation des neutropeénies fébriles et donc d’infections comme a pu le montrer DiNardo et
al.[33]. L’application en « vie réelle » de cette association a conduit a des ajustements
empiriques de la posologie du vénétoclax, que cela soit sur la durée des cycles mais également
sur la dose administrée, dans le but de diminuer la toxicité hématologique de cette association.
Des algorithmes pour la prise en charge de la cytopénie avec des schémas thérapeutiques
combinés a base de vénétoclax ont été établis pour faciliter les décisions médicales [35]. De
nombreuses présentations en congreés sur des effectifs réduits sont discordantes mais montrent
pour certaines une diminution du taux de rémission compléte composite et de la survie globale
médiane. En effet, Laloi et al. ont montré un taux de rémission compléte composite de 43,8 %
bien inférieur a celui de DiNardo et al. (66%). Quant a Garciaz et al. la médiane de survie
globale est de 9,4 mois chez les patients naifs de traitement contre 14,7 mois chez DiNardo et
al. amenant a questionner la faisabilité de ce traitement et le réel bénéfice de cette association
[33,36]. Cette association est majoritairement destinée a des sujets ages avec de nombreuses
comorbidités, d’autres médications et une possible dénutrition pouvant altérer la
pharmacocinétiqgue du vénétoclax et ainsi pouvant majorer sa toxicité ou diminuer son
efficacité.

Par conséquent, dans la suite de ce manuscrit, notre regard va se porter sur cette nouvelle
thérapie orale qu’est le vénétoclax et nous allons tout d’abord décrire ses principales

caractéristiques.
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Il. Généralités sur le vénétoclax

1. Historique

Le vénétoclax est une molécule récente approuvee pour la premiere fois par la FDA le 11 avril
2016 pour le traitement des patients atteints de LLC porteurs de la délétion chromosomique 17p
[37].
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Figure 8 : Structure chimique du vénétoclax

Quelques mois plus tard, c’est au tour de 1’agence européenne du médicament (EMA)

d’autoriser la mise sur le marché de cette molécule et de la rendre disponible en France.

2. Indications thérapeutiques

Le vénétoclax a plusieurs indications telles que [38]:
e En association avec I’obinutuzumab, chez les patients adultes atteints d’une LLC non
précédemment traités.
e En association avec le rituximab, chez les patients atteints d’'une LLC ayant regu au
moins un traitement antérieur.
e En monothérapie pour le traitement d’une LLC
o enpresence de delétion 17p ou de mutation TP53 chez les patients adultes inéligibles

ou en échec a un inhibiteur du récepteur antigénique des cellules B.
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o enl’absence de délétion 17p ou de mutation TP53 chez les patients adultes en échec
a la fois a une chimio-immunothérapie et a un inhibiteur du récepteur antigénique
des cellules B.

e En association avec un agent hypométhylant pour le traitement des patients adultes
atteints d’une LAM nouvellement diagnostiquée et inéligibles a la chimiothérapie
intensive

Dans ce manuscrit, nous traiterons seulement I’association avec un agent hypométhylant pour

le traitement des patients adultes atteints d’'une LAM.

3. Mécanisme d’action

Le vénétoclax est un puissant inhibiteur sélectif de la protéine anti-apoptotique BCL-2 (B-cell
lymphoma 2). Une surexpression de BCL-2 a été mise en évidence dans les cellules
leucémiques (LLC et LAM) ou elle agit en tant que mediateur de la survie tumorale et a été
associée a la résistance a la chimiothérapie.

Le vénétoclax se lie directement au sillon de liaison du domaine BH3 de BCL-2. En déplacant
les protéines pro-apoptotiques contenant le motif BH3 telles que BIM, la perméabilisation de
la membrane mitochondriale externe, I’activation des caspases et I’apoptose sont permises.

Ainsi, ce processus expliqgue comment le vénétoclax exerce une activité cytotoxique sur les

cellules tumorales surexprimant BCL-2.

Cytochrome ¢
Apoptosis

Figure 9 : Mécanisme d'action du vénétoclax[39]
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4. Pharmacocinétique

4.1. Généralités

La pharmacocinétique se référe au devenir du médicament depuis son entrée jusqu’a sa sortie
de I’organisme. Elle décrit I’évolution en fonction du temps de I’absorption, la biodisponibilité,

la distribution, le métabolisme et 1’élimination du médicament [40].

4.1.1 L’absorption

L'absorption d'un médicament est déterminée par ses propriétés physico-chimiques, sa
formulation galénique et sa voie d'administration. Les différentes formulations (comprimés,
gélules, solutions...) contenant le principe actif et les excipients sont préparées pour étre
administrées selon différentes voies (orale, buccale, sublinguale, rectale, parentérale, locale et
par inhalation). Quelle que soit la voie d'administration, les médicaments doivent étre en
solution pour étre absorbés. Ainsi, les formes solides doivent pouvoir se désintégrer et se
désagréger. A moins d'étre administré par voie intraveineuse, un médicament doit traverser
plusieurs membranes cellulaires semi-perméables avant d'atteindre la circulation systémique.
Les medicaments peuvent traverser les membranes cellulaires par :

- Diffusion passive,

- Diffusion passive facilitée

- Transport actif

- Pinocytose
Parfois, diverses protéines globulaires incluses dans la matrice fonctionnent comme des

récepteurs et favorisent le transport de molécules a travers la membrane [40].

4.1.2 La biodisponibilité

La biodisponibilité est définie par la quantité de médicament qui atteint la circulation sanguine
apres administration extravasculaire et par la vitesse de ce phénomeéne, qui dépend de la vitesse
d’absorption a partir du site d’administration.

La fraction biodisponible est exprimée par le facteur F. C’est un pourcentage pouvant varier de
0 a 100%. Le facteur vitesse est apprécié par la concentration maximale (Cmax) atteinte et le
délai (Tmax) d’obtention de cette concentration maximale.

La biodisponibilité d’un méme principe actif peut donc étre variable. Elle est définie pour une
voie d’administration et une formulation pharmaceutique données.

On distingue :
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- La biodisponibilité absolue, correspondant au rapport de la quantité absorbée par une
voie d’administration donnée a celle obtenue par voie intraveineuse. (égale a 100%, par
définition).

- La biodisponibilité relative, permettant de comparer entre elles deux formes du
médicament administrées par la méme voie (ex. comprime vs sirop). La comparaison
porte alors sur les 3 parametres : F, Cmax et Tmax. La démonstration que ces parametres
sont comparables permet de définir la bioéquivalence des deux formes. La
bioéquivalence des formes sera un critére essentiel pour la reconnaissance d’un
médicament géneérique.

La biodisponibilité absolue sert a calculer le rapport de dose a administrer lors du relais de la
voie intraveineuse par une autre voie d’administration. Par exemple, si la biodisponibilité orale
du médicament est de 50%, on devra administrer pour cette voie une dose double de celle de la
voie intraveineuse. La biodisponibilité relative d’un médicament est déterminée par rapport a

une autre forme pharmaceutique administrée par la méme voie [41].

4.1.3 La distribution

La distribution se définit par I’entrée du médicament dans la circulation générale et sa
répartition dans les différents tissus de 1’organisme. La distribution est généralement inégale
compte tenu du fait de différences en termes de débit sanguin irriguant les tissus, de fixation
aux tissus (p. ex., liée a la teneur en lipides), du pH local et de la perméabilité des membranes
cellulaires. La vitesse de pénétration d'un médicament dans un tissu dépend du débit sanguin
irriguant le tissu, du volume tissulaire et de la répartition du médicament entre le sang et le
tissu. Dans les régions richement vascularisées, I'équilibre de distribution entre le sang et les
tissus (lorsque les vitesses d'entrée et de sortie sont les mémes) s'établit plus rapidement, a
moins que la diffusion a travers les membranes cellulaires ne soit le facteur limitant de la
vitesse. Lorsque I'équilibre de distribution est atteint, les concentrations du médicament dans
les tissus et les liquides extracellulaires sont représentées par la concentration plasmatique. Le
métabolisme et I'excrétion se produisent en méme temps que la distribution, ce qui rend le
processus dynamique et complexe.

Le volume de distribution apparent est le volume théorique de liquide dans lequel la totalité du
médicament administré devrait étre diluée pour obtenir une concentration plasmatique donnée
[40].
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4.1.4 Le métabolisme

Le site principal du métabolisme est le foie. Les médicaments peuvent étre métabolisés par
oxydation, réduction, hydrolyse, hydratation, conjugaison, condensation ou isomérisation. Quel
que soit le processus, I’objectif est de rendre le médicament plus facile a excréter. Bien que la
métabolisation inactive généralement les médicaments, certains métabolites sont
pharmacologiquement actifs, parfois méme plus actifs que le produit parent. La vitesse de
métabolisme des médicaments varie selon les patients.

Certains patients métabolisent un médicament si rapidement que les taux sanguins et tissulaires
thérapeutiquement efficaces ne sont pas atteints. Chez d’autres, le métabolisme peut étre si lent
que des effets toxiques surviennent avec des doses usuelles. A I'échelle individuelle, les vitesses
de meétabolisme des médicaments sont sous l'influence de facteurs génétiques, d'états
pathologiques concomitants (en particulier les hépatopathies chroniques et l'insuffisance
cardiaque avancée) et des interactions medicamenteuses (en particulier celles impliquant
I'induction ou l'inhibition du métabolisme).

Pour nombre de médicaments, le métabolisme s'effectue en 2 phases. Les réactions de phase |
sont impliquées dans la formation d’un groupement fonctionnel nouveau ou modifié¢ ou bien
dans un clivage (oxydation, réduction, hydrolyse). Les réactions de phase Il comprennent la

conjugaison avec un substrat endogéne (p. ex., acide glucuronique, sulfate, glycine) [40].

Le plus important systeme enzymatique du métabolisme de phase | est le cytochrome P-450
(CYP-450), une superfamille d'iso-enzymes microsomales qui catalysent l'oxydation de
nombreux médicaments. Les enzymes du cytochrome CYP-450 peuvent étre induites ou
inhibées par nombre de médicaments et substances contribuant des interactions
médicamenteuses pour lesquelles un médicament augmente la toxicité ou réduit l'effet

thérapeutique d'un autre médicament [40].

4.1.5 L’élimination

C’est I’étape qui correspond a I’élimination du principe actif et/ou de ses métabolites. Les deux
principaux organes concernés sont le foie et le rein.

L’¢élimination hépatique (ou biliaire) permet aux métabolites sécrétés dans la bile par le foie
d’étre éliminés par voie fécale.

Quant a I’élimination rénale, on distingue trois phénomenes distincts : la filtration glomérulaire,
la sécrétion tubulaire et la réabsorption tubulaire. Il existe d’autres voies d’éliminations comme

la salive, la sueur, le lait maternel et les poumons mais leur participation est faible.
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La durée de 1’élimination est conditionnée par la demi-vie qui se définit par le temps au bout
duquel la concentration du médicament a diminué de moitié. 1l faut généralement entre 5 et 7

demi-vies pour que la totalit¢é du médicament soit éliminée de 1’organisme.

4.2. Pharmacocinétique du vénétoclax

4.2.1 L’absorption

Aprés administration par voie orale, le vénétoclax atteint sa Cmax entre 5 et 8 heures. L’aire
sous la courbe (AUC) a I’état d’équilibre augmente proportionnellement dans 1’éventail de
doses del50 a 800 mg. Pour une dose de 400mg lors d’un repas hypolipidique, la Cmax
moyenne est de 2.1+1.1 ug/mL et ’AUC a 24h de 32.8+16.9 pg.h/mL.

Il est important de noter la modification de I’absorption en fonction de 1’alimentation.
L’exposition au vénétoclax est augmentée 3.4 fois apres I’ingestion d’un repas hypolipidique
contre 5.1 a 5.3 fois aprés un repas hyperlipidique en comparaison de 1’administration a jeun.

Le résumé des caractéristiques du produit (RCP) recommande la prise lors du repas [38].

4.2.2 La distribution

Le vénétoclax est trés fortement lié aux protéines plasmatiques humaines avec une fraction libre

inférieure a 0,01%. Le volume apparent de distribution se situerait entre 256 et 321L [38].

4.2.3 Le métabolisme

Le cytochrome P450 3A4 est le principal isoenzyme métabolisant le vénétoclax. De ce fait,
I’association de cette molécule avec un inhibiteur de I’enzyme augmenterait la concentration
du vénétoclax et pourrait entrainer des toxicités. A I'inverse, un inducteur de I’enzyme
diminuerait la concentration et pourrait amener a un échappement thérapeutique.

De plus, ce médicament est substrat et inhibiteur de trois transporteurs étant la P-gp, la BCRP
et "OATP1BI [38].

4.2.4 L’élimination

La demi-vie du vénétoclax est de 26 heures. Aprés une administration de 200mg, 99,9% de la

dose a été retrouvée dans les féces et 0.1 % dans les urines en 9 jours [38].
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4.2.5 Interactions médicamenteuses

Le cytochrome P450 3A4 est I’isoenzyme principal du métabolisme du vénétoclax. Cependant,
de nombreux inhibiteurs et inducteurs existent et peuvent étre a l’origine d’interactions
médicamenteuses.

Par exemple, le posaconazole est un inhibiteur puissant du CYP3A4. C’est un anti mycosique
a usage systémique disponible en milieu hospitalier et rétrocédable. Lors de I’association au
vénétoclax, le RCP recommande de diminuer la dose du vénétoclax de 75% [7,38,42]. Pour les
inhibiteurs modéres, il en est de méme avec une diminution de dose de 50% [7,38]. A I’inverse,
les puissants inducteurs comme le millepertuis ou modérés comme le bosentan peuvent

entrainer une diminution d’efficacité et un échappement thérapeutique [38].

Par ailleurs, le vénétoclax est lui-méme un inhibiteur de la P-gp, BCRP et OATP1B1 et peut
modifier les concentrations de certains médicaments. La digoxine, substrat de la P-gp, a sa
Cmax augmentée de 35% et son AUC de 9% lors de ’administration conjointe du vénétoclax
[38].

Le vénétoclax est devenu largement prescrit chez le patient unfit. Nous avons observeé au sein
du service d’oncohématologie de I’hopital de la Conception que les patients traités par
’association azacytidine-vénétoclax voyaient leurs cures de chimiothérapie décalées de 7 a 14
jours selon les toxicités avec une large prédominance en faveur des neutropénies de grade 4. En
conséquence, les cliniciens se doivent d’adapter la dose et/ou la durée de traitement de
vénétoclax comme cela peut étre proposé par Richard-Carpentier et DiNardo afin de gérer au
mieux ’occurrence de ces toxicités [35]. Par ailleurs, 1’association a certains médicaments
causant des interactions et pouvant modifier la concentration du vénétoclax dans 1’organisme
nécessite également des adaptations de posologies.

Acteur central des analyses biologiques, le Biogénopole de I’APHM regroupe un plateau
technique a réponse rapide et de nombreuses plateformes spécialisées : biologie moléculaire,
biochimie spécialisee, séquencgage a haut débit, cytométrie en flux, hématologie spécialisée,
immunologie, pharmacologie, toxicologie. Le laboratoire de pharmacocinétique et de
toxicologie du Pr.Solas permet entre autres de réaliser du STP (Suivi Thérapeutique
Pharmacologique). Largement répandu dans le milieu de la cancérologie, cela consiste a
mesurer la concentration sanguine d’un médicament afin de déterminer si une adaptation de
posologie est nécessaire pour optimiser 1’efficacité thérapeutique tout en minimisant le risque

d’effets indésirables [43]. Plusieurs inhibiteurs de tyrosine kinase font 1’objet d’un suivi
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pharmacologique pour lesquels un intervalle thérapeutique est défini afin de maximiser les
réponses tout en réduisant les toxicités [44]. Le STP fait intervenir plusieurs acteurs de la santé
ayant tous un réle majeur. Un manquement dans la chaine peut devenir critique. Par exemple,
un bon de prélévement avec des horaires mal renseignées ou une mauvaise retranscription
informatique entrainent une concentration médicamenteuse ininterprétable. Outre ces
anomalies, le STP & un rdle majeur et comme évoqué ci-dessus, c’est la raison pour laquelle
nous avons décidé de mettre au point la méthode de dosage du vénétoclax. Le laboratoire du
Pr.Solas est le deuxieme laboratoire national a pratiquer ce dosage plasmatique, aprés celui de

I’hopital St Louis a Paris.
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I11. Dosage LC-MS/MS du vénétoclax

1. Matériel et méthode

1.1. Produits chimiques et réactifs

Le vénétoclax et son étalon interne (El, [?H7]-vénétoclax) ont été achetés chez Alsachim
(kirch-Graffenstaden, France). L'acétonitrile (ACN), le méthanol, I'acide formique (AF) et le
DMSO(Diméthylsulfoxyde) ont été obtenus aupres de VWR International (Rosny sous Bois,
France). Tous les solvants sont de qualité LC-MS/MS (Chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem). Les dilutions ont été préparées dans de I'eau Milli-Q (Merck
Millipore, Fontenay sous Bois, France). Le plasma humain utilisé pour les échantillons de la
gamme d'étalonnage et des contrdles qualité (CQ) a été obtenu auprés de I'Etablissement

Francais du Sang (EFS, Marseille France).

1.2. Appareillage et conditions MS

Le systeme LC-MS/MS est un systeme ACQUITY TQD, ultra-compact, quadripolaire en
tandem, a ionisation a pression atmosphérique (API), basé sur un détecteur de masse congu
pour les analyses UPLC-MS/MS de routine (Waters, Guyancourt, France). La tension du
fragmenteur (volt, V) et I'énergie de collision (CE, eV) ont été optimisées et fixées a 50 V, 40
V ;60 V, 40 V pour le vénétoclax et I'EI (c'est-a-dire [?H7]-vénétoclax) respectivement. Le
vénétoclax a été mesuré avec une transition spécifique m/z 868,5 (ion précurseur) et m/z 321,1
(qualificatif). [?H7]-vénétoclax a été mesuré avec une transition spécifigue m/z 875,5 (ion
précurseur) et m/z 321,1 (qualificatif). La séparation chromatographique a été réalisée sur
ACQUITY UPLC BEH, colonne C18, 130 A, 1,7 um, 2,1*50 mm (Waters, Guyancourt,
France).

La phase mobile consiste en un solvant A sous la forme d'un mélange d'eau purifiée a I'aide du
systeme Milli-Q (Merck Millipore, Fontenay sous Bois, France) et d'acide formique (0,1 %
V/V). Le solvant B est sous la forme d'un mélange d’ACN et d’AF (0,1%). Dix microlitres ont
été injectes dans la colonne eluée avec le programme de gradient suivant : 95% de solvant A et
5% de solvant B en phase initiale pour arriver a 100% de solvant B & la 5™ minute (0-5min)
puis entre 5,0 et 5,1 min retour aux conditions initiales ¢’est-a-dire 95% de solvant A et 5% de
solvant B. Entre 5,1min et 6min, nous sommes encore dans les conditions initiales mais

I’appareil se prépare pour le prochain puit. La température de la colonne et le débit sont de 50°C
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et 0,4 ml/min, respectivement. Les temps de rétention pour le vénétoclax et I’EI sont de 3,20

min et 3,19 min respectivement (Figure 9)

Le logiciel MassLynx® (Waters, Guyancourt, France) est utilisé pour le contréle MS et I'analyse
des données (c'est-a-dire la mesure de la surface du pic, lI'analyse de régression des courbes

standard et le calcul des concentrations).

1.3. Préparation des échantillons

Les solutions méres sont préparées en dissolvant vénétoclax (1:1, V/V) et IS (1:10, V/V) dans
du DMSO a des concentrations de 1 mg/ml et 0,1 mg/ml respectivement. Des aliquots de la
solution mere sont ensuite conservés a -80°C pendant un an pour le vénétoclax et dix ans pour
I'EI. Les solutions méres de vénétoclax sont diluées en série dans de I'eau Milli-Q le jour de
I'extraction, pour obtenir des solutions de travail de 100, 10 et 1 pg/mL.

La plage de concentration est de 50 a 5 000 ng/ml pour le vénétoclax. Des échantillons de CQ
contenant du vénétoclax a 150, 400 et 4000 ng/ml sont obtenus extemporanément en ajoutant
des quantités connues de solutions méres diluées dans du plasma humain.

La solution d'étalon interne est préparée en mélangeant 10 yuL d'El (100 pg/mL) et 3 mL d'ACN
(quantité pour environ 9 échantillons). 300 uL de la solution sont ajoutés aux étalons et aux
échantillons pour une concentration finale (solution EI) de 100 ng/pL.

L'échantillon de plasma (50 ul) est mélangé avec 300 pL de solution contenant ACN et El. Le
mélange est vortexé pendant 2 min. La solution est centrifugée a 15000 tr/min pendant 10 min.
Ensuite, nous prélevons 100ul de cette solution a laquelle nous allons ajouter 200ul d'eau. Le
mélange est vortexé et la solution résultante est transférée dans des plaques a 96 puits (Waters®).

Dix microlitres ont été injectés dans la colonne pour analyse.

1.4. Validation de la méthode de dosage

La validation de la méthode a été effectuée conformément aux directives actuelles pour la
validation des méthodes bioanalytiques émises par I'EMA (Agence européenne du
médicament). Plusieurs étapes indispensables ont été réalisees pour procéder a la validation de
la méthode de dosage :

- Lafidélité incluant la répétabilité et la fidélité intermédiaire

- Lajustesse

- Lalimite de quantification

- Laspécificité.
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D’autres étapes sont non indispensables mais a réaliser en fonction de la méthode :
- Lalinéarité
- Lerendement d’extraction
- L’effet matrice
- L’effet dilution
- La contamination inter-échantillons

- La stabilité des échantillons et/ou des réactifs

1.4.1. Linéarité et sensibilité

Les échantillons de la gamme d'étalonnage ont été préparés et analysés 6 fois sur 6 séries
indépendantes. Les courbes d'étalonnage ont été mieux ajustées en utilisant une régression
quadratique. Afin d'obtenir une linéarité acceptable, I'écart des concentrations moyennes
calculé sur 6 essais devait étre inférieur & = 15 % des concentrations nominales pour les
échantillons de la gamme d'étalonnage non nuls, sauf pour le niveau de la limite de
quantification (LOQ) ou un écart de + 20 % était autorisé [45]. La LOQ a été déterminée en
analysant 6 réplicats dans le méme run. Une précision de £ 20 % et une exactitude de 80-120 %

étaient autorisées pour la LOQ [45].

1.4.2. Précision et justesse

La précision et I'exactitude intra-analyse ont été déterminées en analysant 6 réplicats de chaque
niveau de concentration CQ sur une seule analyse. La précision et I'exactitude inter-analyses
ont été déterminées en analysant un échantillon CQ par jour a chaque concentration pendant 6
jours différents. Les précisions intra- et inter-analyses ont été exprimées sous forme de
coefficient de variation (CV) a chaque concentration de CQ et ne doivent pas dépasser + 15 %
[45]. La précision a éete calculée comme le pourcentage d'écart par rapport a la concentration

nominale et devait étre de = 15 % [45].

1.4.3. Sélectivité et spécificité

Les interférences des composés plasmatiques endogénes ont eté etudiées en analysant le plasma
de 8 patients hospitalisés dans différentes unités cliniques et traités avec différents agents (c'est-

a-dire antiviraux, antifongiques, antibiotiques, analgésiques).
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1.4.4. Effet matrice

L'effet matrice a été évalué sur 6 échantillons de plasma blanc surchargés aux niveaux de
concentration 150 ng/ml et 4 000 ng/ml de venétoclax et injectés en triplicats. Nous avons
comparé¢ la surface du pic obtenue a partir de 1’échantillon de plasma avec la surface du pic
obtenue a partir de la solution mere diluée a la méme concentration dans le mélange eau Milli-
Q/Méthanol (50/50).

1.4.5. Effet dilution

Les procédures de dilution ont été validées en surchargeant le plasma blanc avec des solutions
meres a une concentration correspondant a 200 fois la LOQ (soit 10 000 ng/mL) puis en diluant
au 1/2 et au 1/4. Les 5 échantillons de plasma dilués ont été analyses et la limite d'acceptation
était de + 15 %.

1.4.6. Stabilité du vénétoclax

1.4.6.1. Sang total

Cela permet de connaitre la stabilit¢ du tube de sang entier entre le prélévement et la
centrifugation. La concentration de vénétoclax dans le sang total a été évaluée a deux niveaux
de CQ (150 ng/mL et 4000 ng/mL) a Oh, 5h (15-25°C) et 24h (4°C) et la limite d'acceptation

était de +15%. Trois réplicats ont été effectues pour les différentes heures.
1.46.2. Plasma

La concentration plasmatique de vénétoclax a été évaluée a deux niveaux de CQ (150 ng/mL et
4000 ng/mL) a Oh, 5h et 24h selon une température comprise entre 15 et 25°C. Trois réplicats

ont été effectués pour les trois temps d’analyse. La limite d'acceptation était de +15 %.

1.4.6.3. Congélation/Décongélation

Cette étape a été évaluée a deux niveaux de concentrations (150 ng/mL et 4000 ng/mL) apres
surcharge de plasma blanc. Les échantillons ont été congelés-décongelés trois fois. La limite

d'acceptation était de £15 %.
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2. Résultats

Le vénétoclax et son El ([2H7]-vénétoclax) ont été détectés et quantifiés sur une durée totale de
6 min. La détection de tous les analytes a été optimisée avant leur quantification par LC-
MS/MS. Pour le vénétoclax (m/z 868,5 — 321,1) et son EI, [?H7]-vénétoclax (m/z 875,5 —

321,1), les temps de rétention étaient respectivement de 3,20 et 3,19 min (Figure 9)
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Figure 10 Premier point de gamme du vénétoclax

2.1. Validation de la méthode de dosage

2.1.1. Linéarité et sensibilité

Lors de l'analyse de régression quadratique, le coefficient de corrélation moyen (r? pour le
vénétoclax (m/z 868,5 — 321,1) était de 0,990 (Tableau 4).

Tableau 4 Résultats de la linéarité exprimant le r2

f:or.m Exactitude des calibrants (%), coefficient de corrélation, pente Valeur limite
théorique
Sériel Série 2 Série 3 Série 4 Série 5 Série 6

Call =LOQ 50 1,6% 4,8% 3,6% 1,5% 6,3% 1,3% 20
Cal2 100 1,3% -8,4% -4,2% -5,3% -3,9% -1,5% 15
Cal3 250 4,5% 19,2% 1,3% 1,8% 0,1% -2,8% 15
Cal4 500 -10,6% 1,7% 1,2% 3,7% 0,7% 3,3% 15
Cals 1000 2,2% -8,6% -3,2% -1,3% -6,5% 0,4% 15
Cal6 2500 1,3% 3,9% 1,5% -0,5% 3,9% -0,8% 15
Cal7 5000 -0,3% -0,7% -0,2% 0,1% -0,7% 0,2% 15
Cal8 15

r 0,999 0,998 1,000 1,000 0,999 1,000 0,990

Pente 7,48E-09 1,58E-09 9,79E-09 2,26E-09 2,45E-09 -2,50E-09
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La précision variait de 0,4 % a 7,5 % (Tableau 5). Un écart allant de -3,7% a 4% pour le

vénétoclax a été observeé sur les 7 niveaux de calibrations (n=6 réplicats).

Tableau 5 Résultats de la linéarité exprimant la précision et la justesse de la gamme

C° (ng/mL) 50,0 100,0 250,0 500,0 1000,0 2500,0 5000,0

Moyenne o) ¢ 954 260,00  500,0 9716 25389 49866
(ng/mL)
Ecarttype ;45 44 195 26,7 40,9 511 18.9
(ng/mL)
CV (%) 20 34 75 53 42 20 04
Justesse (%) 3,2 -3,7 4,0 0,01 -2,8 16 -0,3

Les concentrations moyennes calculées sur 6 essais n‘ont pas dévié de plus de + 15 % des
concentrations nominales pour les normes d'étalonnage non nulles. La limite de quantification
(LOQ) était de 50 ng/ml avec une précision de 13,6 % (Tableau 6). Par conséquent, la réponse
a la LOQ était identifiable, discréte et reproductible avec une précision de £ 20 % et une

exactitude de 80 a 120 %, répondant ainsi aux directives de 'EMA.

Tableau 6 Résultats de I'étape de répétabilité de la LOQ

LOQ

Concentration (ng/mL) 50,0
1 45,1

2 57,4

3 55,1

4 53,4

5 41,5

6 43,6
Moyenne (ng/mL) 49,3
Ecart type (ng/mL) 6,7
CV (%) 13,6
Justesse (%) -1,3
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2.1.2. Précision et justesse

Les performances du test, évaluées a trois concentrations CQ différentes, sont résumées dans
les tableaux 7 et 8 et étaient conformes aux directives de validation marquees par des

coefficients de variation (CV) inférieurs a 15%.

Tableau 7 Précision et justesse des CQ intra jour

Concentration (ng/mL)  150,0 400,0 4000,0
Moyenne (ng/mL) 142,6 4109 3997,0
Ecart type (ng/mL) 10,5 14,8 116,2

CV (%) 74 3,6 2,9
Justesse (%) -5,0 2,7 -0,1

Tableau 8 Précision et justesse des CQ inter jour

Concentration (ng/mL)  150,0 400,0 4000,0
Moyenne (ng/mL) 143,7 401,6 3965,7
Ecart type (ng/mL) 6,1 15,9 1134

CV (%) 4,3 39 2,9
Justesse (%) -4,2 0,4 -0,9

2.1.3. Sélectivité et spécificité

Aprés injection de 8 échantillons de plasma prélevés chez des patients de routine traités pour
plusieurs maladies, aucune interférence chromatographique significative des médicaments co-

administrés n'a été observée avec le vénétoclax (données non présentées).

2.1.4. Effet matrice

Les rapports des surfaces des pics ont été faits et cela a permis de calculer I’effet matrice et
d’exposer la moyenne, I’écart type ainsi que la précision (CV). Aucun effet matrice n’a été

observe lors de cette analyse.

51



Tableau 9 Effet matrice

venétoclax
Concentration cible (ng/ml) 150,0
Concentration moyenne (ng/ml) 163,0
Ecart-type (ng/mL) 19,3
CV (%) 11,9
véneétoclax
Concentration cible (ng/ml) 4000,0
Concentration moyenne (ng/ml) 3831,0
Ecart-type (ng/mL) 202,2
CV (%) 53

2.1.5. Effet dilution

Les concentrations mesurées apreés des dilutions au % et au ¥ sont résumées dans le tableau 10.

La précision et I'exactitude étaient toutes deux acceptables par rapport aux recommandations

actuelles.

Tableau 10 Effet dilution

Dilution au 1/2

Moyenne (ng/ml) 5592.4
Ecart-type (ng/ml) 183.3
Précision, CV (%) 3.3
Justesse (%) 11.9
Dilution au 1/4
Moyenne (ng/ml) 2794.4
Ecart-type (ng/ml) 40.5
Précision, CV (%) 1.4
Justesse (%) 11.8
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2.1.6. Stabilité du vénétoclax

2.1.6.1. Sang total

La concentration de vénétoclax dans le sang total a été évaluée a deux concentrations (150
ng/mL et 4 000 ng/mL) a Oh, 5h (15-25°C) et 24h (4°C). Pour le temps t=5h (n=3), I'écart était
de 5,1% a la faible concentration et de 14,2% a la forte concentration. La stabilité & 5h était
conforme aux directives. En revanche, pour t=24h (n=3), la stabilité en sang total n'était pas
acceptable avec un écart de -216,9% pour la faible concentration (les échantillons de la
concentration de 4 000 ng/mL n’ont pas été analysés au vu des résultats de la concentration
basse).

2.1.6.2. Plasma

De la méme maniere que précédemment, les analyses ont été réalisées aux concentrations CQ
basse et CQ éleveée. La stabilité du plasma était conforme selon les directives actuelles (Tableau
11).

Tableau 11 Stabilité dans le plasma

Concentrations (ng/ml) 150,0 4000,0
Déviation moyenne (%) (HO/H5) 1.1 1.4
Dévitation moyenne (%) (HO/H24) 12.5 -5.6

2.1.6.3. Congélation/Décongélation

Les résultats sont décrits dans le tableau 12, et le médicament s'est avéré stable a trois cycles

de congélation-décongélation.

Tableau 12 Stabilité lors de la congélation/décongélation

Concentrations (ng/ml) 150,0 4000,0
Moyenne (ng/ml) 148.4 3977.2
Ecart-type (ng/ml) 8.8 91.5
Precision (CV %) 59 2.3

53



La méthode de dosage du vénétoclax a ainsi été validée selon les lignes directrices de ’EMA
datant de 2012, la norme 1SO 15189 ainsi que la FDA 2001.

Un certain nombre de prélévements sanguins de patients traités par vénétoclax sont maintenant
analysés au laboratoire de pharmacocinétique de I’APHM. En observant les concentrations
résiduelles de chaque patient, il s’avére qu’une grande variabilit¢é pharmacocinétique est

observée. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé d’étudier cette variabilité.
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IV. Etude pharmacocinétique du vénétoclax

1. Introduction

Le vénétoclax est une molécule trés innovante qui est tres souvent associée a I’azacytidine dans
la LAM. Comparativement a de nombreux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) [44], la
littératures scientifique concernant le STP du vénétoclax est famélique. Les toxicités
hématologiques endurées par les patients entrainent un ajustement de posologie empirique sans
aucune notion de la saturation de la cible.

Toutefois, nous retrouvons quelques études décrivant 1’exposition des patients au vénétoclax
selon deux méthodes différentes, ’AUC et la Cmin (également appelée concentration
résiduelle).

D’une part, Brackmann et al. et Cheung et al. ont décrit ces expositions par I’AUC mais ont une
méthodologie divergente, tant sur le nombre de patients inclus que sur le schéma posologique.
Brackmann et al. ont montré dans leur étude une biodisponibilité moyenne relative 67% plus
élevée chez les patients asiatiques. Cependant la fourchette d’exposition individuelle par I’AUC
entre les patients asiatiques et non asiatiques est généralement comparable [46]. Cheung et al.
quant a eux, avec un effectif minime, ont précédemment montré qu’aprés une seule dose de
100mg de vénétoclax, 1’exposition différait entre le groupe asiatique et non asiatique [3].
D’autre part, Yang et al. ont étudié les concentrations maximales et minimales sur une cohorte
de patients asiatiques traités par vénétoclax et ont exprimé de la variabilité. Quel que soit
I’hémopathie maligne traitée par vénétoclax, Brackmann et al. indiquent que Ila
pharmacocinétique du médicament reste la méme [46]. Compte tenu des caractéristiques du
médicament, de la faisabilité sur le terrain, cela nous a poussé a étudier les concentrations
plasmatiques résiduelles du vénétoclax disponibles dans notre CHU afin d’en observer la
variabilité inter et intra individuelle.

L’objectif principal de cette étude est d’étudier la pharmacocinétique du vénétoclax chez les
sujets atteints de LAM.

Les objectifs secondaires sont de décrire la pharmacocinétique du vénétoclax, d’établir un lien
entre exposition plasmatique et toxicités et pour finir, établir un lien entre exposition et
efficacité. Cela aménerait a ’obtention d’un intervalle thérapeutique cible tout en ayant une

efficacité optimale et des toxicités réduites.
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2. Méthode

2.1. Patients

Cette étude est conduite en accord avec la méthodologie de référence MR-004 (n° RH7VH5)
encadrant les traitements de données a caractére personnel a des fins d’étude, évaluation ou
recherche n’impliquant pas la personne humaine [47]. Il s’agit d’une étude rétrospective

monocentrique, observationnelle.

2.2. Prelevements sanguins

Le prélévement sanguin est réalisé aprés le 8™ jour de prise de la premiére cure ou le 6™ jour
pour les cures suivantes afin que le médicament soit a 1’équilibre dans I’organisme. Le tube de
sang est acheminé au laboratoire de pharmacocinétique de I’hopital de la Timone. Lors de la
phase pré-analytique, I’intervalle de temps entre le prélévement et la centrifugation doit étre

inférieur a 5 heures (cf stabilité du vénétoclax dans le sang total).

2.3. Analyse des échantillons

Les concentrations plasmatiques du vénétoclax ont été déterminées a 1’aide de la méthode de
dosage décrite précédemment. Pour toutes les concentrations recueillies, les prélevements ont
eu lieu au moment de 1’équilibre du vénétoclax. Les résultats des prélévements non effectués
au moment résiduel, ¢’est-a-dire quelques minutes avant la prochaine prise, ont été extrapolés
a T24h par la formule de Van Eerden et al. [48]. La plupart de notre effectif a fait I’objet de

plusieurs dosages de concentrations résiduelles.

2.4. Toxicités

Les paramétres biologiques ont été recueillis par le logiciel aXigate®. Les toxicités
hématologiques ont été gradées avant traitement et apres la cure 1 selon les CTCAE (Common

Terminology Criteria for Adverse Events) du National Cancer Institute [49].
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2.5. Analyse statistique

Les logiciels Pharma®, Chimio® et aXigate® ont permis de réaliser le recueil de données. Les
statistiques descriptives ont été faites a 1’aide du logiciel JASP®(version 0.17.3.0). Le reste des
analyses statistiques ont été faites par le logiciel R® (version 4.3.1). Une valeur de P<0.05

permet de considérer le résultat comme statistiquement significatif.

3. Résultats

3.1. Description de la population

Un total de 22 patients unfit présentant une LAM traités par vénétoclax-azacytidine ou
vénetoclax-cytarabine faible dose, hospitalisés a 1’hopital de la conception a Marseille entre

ao(t 2022 et juillet 2023 ont été inclus dans cette étude.

Tableau 13 Données démographiques et cliniques de I'effectif

Patients
Caractéristiques N %
Nombre de patients 22 100
Sexe
Femme 7 32
Homme 15 68
Age (années)
Médiane 78
Minimum-Maximum 40-85
Leucémie aigué myéloide
Primaire 8 36
Secondaire 14 64
European Leukemia Network
Favorable 0 0
Intermédiaire 1 5
Défavorable 21 95

Caryotype
Normal 5
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Monosomal
Complexe
Mutations
FLT3
IDH1/2
NMP1
TP53
Lignes thérapeutiques
Premiére ligne
Deuxiéme ligne ou plus
Blastes dans la moelle osseuse (%)
Médiane
Minimum-Maximum
Cytopénies de grade >3
Anémie
Thrombopénie

Neutropénie

10

© B N~

14

3
13
11

22
8-97

18

36

64
36

14
59
50

Parmi ces patients, la majorité ont une LAM secondaire a un syndrome myéloprolifératif ou a

un médicament. 95% des leucémies sont défavorables et pour 14 patients, il s’agit de leur

premiére ligne de traitement. Les patients sont traités par 1’association vénétoclax-azacytidine

mis a part un patient chez lequel ’azacytidine a été remplacée par de la cytarabine faible dose.

14 de ces patients sont également inclus dans un protocole de recherche clinique : « Implication

des enzymes du métabolisme CDA et/ou dCK dans la réponse au traitement par azacytidine des

patients atteints d’hémopathies malignes » (eudraCT number : 2020-A02042-37).

Le schéma posologique est classique avec une dose de 100mg au J1, 200 mg au J2 et 400 mg

au J3. Associé a un inhibiteur fort du CYP3A4, comme le posaconazole, la dose du vénétoclax

se verra diminuer de 75% [42].

58



Tableau 14 Description des différents protocoles de I'effectif

Patients
Protocole vénétoclax N %
Dose initiale (mg)
100 5 23
200 0 0
400 17 7
Durée initiale (j)
7 3 14
14 6 27
21 5 23
28 8 36
Présence inhibiteur
Oui 5 23
Non 17 7
Modification protocole de départ
Dose 3 14
Durée 4 18
Dose et durée 0 0

Généralement, le vénétoclax est pris en continu, 28 jours sur 28 jours. Puis, en fonction des

toxicités, le schéma peut étre adapté avec des réductions de durée pouvant aller jusqu’a 7 jours.

Le tableau 14 nous indique la grande disparité des protocoles initiaux. Seulement 7 patients ont

démarré avec une dose de 400 mg et une durée de 28 jours. Parmi les patients recevant un

inhibiteur, 1 patient aura une dose de 100mg et une durée classique de 28 jours. 7 patients ont

vu leur protocole vénétoclax modifié sur la dose ou la durée. Pour I’ensemble des 22 patients,

le vénétoclax a eté administré une fois par jour pendant le repas. Les consultations

pharmaceutiques téléphoniques ont permis de s’assurer de [’absence d’interactions

médicamenteuses autres que le posaconazole.
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3.2. Pharmacocinétique du vénétoclax chez les sujets LAM

3.2.1. Analyse linéaire

La linéarité est effectuée sur I’ensemble des concentrations a dispositions. Pour étudier la
linéarité de la pharmacocinétique, nous allons regarder si les Cmin sont proportionnelles aux
doses administrees.

Tout d’abord, nous avons comparé les Cmin selon la dose administrée.

PHolm—adj, = 3.94e-04
10000 - PHolm-adj. = 0.03 T T
PHolm—ad). = 9-01e-09

PhHolm—-agj. = 3.16€-05
PHolm—adj. = 1.78e-03
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o- Tinean = 184.00

100 100 + posaconazole 200 400
(n=2) (h=28) (n=10) (n = 35)

dose
Figure 11 Comparaison des Cmin en fonction de la dose administrée
Toutes les Cmin moyennes permettent d’observer une différence significative d’exposition
entre tous les paliers de doses, ce qui est attendu. Nous observons également que les patients
traités par vénétoclax 100 mg en association au posaconazole ont une Cmin moyenne proche
de celle des patients traités par 400 mg. Cela confirme les recommandations de diminution de

dose de 75% du vénétoclax publiées dans la littérature scientifique [50].
Ensuite, les Cmin rapportées a la dose selon la dose administrée ont été étudiées. Apres

ajustement des Cmin en fonction de la dose, nous obtenons une concentration en ng/mL par mg

de vénétoclax. Le palier « 100mg + posaconazole » a été retiré pour faciliter I’analyse. Nous
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observons qu’il n’y a pas de différences statistiquement significatives entre les concentrations

moyennes de 5,98 pg/L et 6,53 pg/L présentées a la dose de 200 et de 400mg respectivement.

Fuvescn(2, 9.89) = 33.40, p = 3.98e-05, w? = 0.83, Clggy, [0.59, 1.00], N, = 47

Pragm-ag. = 8.87e-05
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Figure 12 Cmin de vénétoclax ajustées en fonction de la dose
Les Cmin moyennes étant sensiblement les mémes, cela permet de confirmer que la

pharmacocinétique du vénétoclax est linéaire. Nous ne pouvons pas tenir compte des

concentrations ajustées pour la dose de 100 mg en raison du faible effectif.

3.2.2. Variabilité inter-individuelle

Pour étudier la variabilité inter-individuelle de la pharmacocinétique, nous avons compareé la
variabilité de I’exposition des patients par la Cmin. Tous ayant recus la méme dose, la premiére
concentration résiduelle de chaque patient a été inclue dans cette analyse. Le violin plot ci-

dessous représente la Cmin en fonction de la dose regue.
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Figure 13 Violin plot représentant visuellement la variabilité interindividuelle

Cette représentation visuelle nous permet d’observer I’étendue des concentrations pour une
méme dose. Mathématiquement, la variabilité¢ va s’exprimer par le coefficient de variation de
50%. Cependant, il semblerait que la variabilité soit moindre lorsque le vénétoclax est associé

au posaconazole.

Tableau 15 Paramétres mathématiques permettant d'observer la variabilité interindividuelle

Concentrations résiduelles N=22
Moyenne (Intervalle interquartiles) (ng/mL) 2508 (1576 ;3334)
Minimum-Maximum (ng/mL) 584 ;5221
Ecart-type (ng/mL) ; Variance ((ng/mL)?) 1266 ;1601978
Coefficient de variation (%) 50.5

3.2.3. Variabilité intra-individuelle

La Cmin a été standardisée par la dose afin d’étudier la variabilité pour un méme patient. Les

sujets ayant eu au moins 3 mesures ont fait I’objet de I’analyse.
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Tableau 16 Résultats de la variabilité intra-individuelle

Coefficient de variation N=7
Moyen (%) 45
Minimum-Maximum (%) 18 ;127

La variabilité intra-individuelle est également consequente avec un coefficient de variation

moyen de 45%.

3.2.4. Etude de I’exposition selon la durée protocolaire utilisée

I1 est difficile de comparer I’effet du protocole sur I’exposition tout en tenant compte de la dose.

Dans un premier temps, on a étudié la Cmin en fonction du protocole aux doses de 400mg.
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Figure 14 Comparaison de I'exposition selon le protocole utilisé aux doses de 400mg

On peut voir que le protocole de 28 jours a une concentration résiduelle moyenne
significativement plus basse que celle du protocole de 14 jours (figure 14).

Dans un second temps, la méme analyse a été réalisee mais cette fois-ci la Cmin a été rapportée

a la dose.
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A priori, lorsque la concentration résiduelle est ajustée a la dose, le protocole de 28 jours

montrerait une Cmin plus basse que les autres. Cependant, cette différence n’est pas

significative.
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3.3. Toxicités

Les toxicités de grade 3 et 4 ont été recueillies dans le tableau 14. On observe une augmentation

de la neutropénie apres la premiére cure.

Tableau 17 Toxicités hématologiques de grade 3 et 4 selon les critéres CTCAE

Patients par type de toxicités hématologiques

Au diagnostic Apres la premiere cure
Toxicitgér:(;é:w?,azlzgique N % N %
Neutropénie 11 50 19 86
Thrombopénie 13 59 8 36
Anémie 3 14 6 27
Pendant la premiére cure
N %
Aplasie fébrile 9 41
Documentée 4 44
Non documentée 5 56

Les neutropénies de grade 3 et 4 sont a I’origine d’un décalage de cures de 7 a 14 jours chez 14
patients de notre effectif. Seulement 3 patients n’ont pas ét¢ décalés. Le reste correspond a des
pertes de vue et des arréts de traitement. Entre le début de la premiére et de la deuxieme cure,
tous les patients ont été transfusés au moins une fois en culots de globules rouges ou
plaquettaires avec une moyenne de 5 et 3 culots respectivement.

Actuellement, nous n’observons pas de lien entre exposition et déces. Nous ne faisons aucune
relation non plus entre exposition et toxicité. Au total, a ce jour (aolt 2023), 6 patients sont

décédés et 3 sont perdus de vue.

4. Discussion

Le vénétoclax est une nouvelle thérapie ciblée contre la protéine anti-apoptotique BCL-2 [51].
Associé a un agent hypométhylant, il est devenu le traitement standard des patients unfit atteints
de LAM non mutée IDH. En effet, les patients présentant une mutation IDH 1 disposent depuis

mai 2023 de I’association azacytidine-ivosidénib [52]. L’addition de I’azacytidine au
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véneétoclax a permis une amélioration de durée de la survie globale a 14,7 mois contre 9,6 mois
lorsque I’azacytidine était administrée seule [33]. Notre cohorte de patient présente un age
médian de 78 ans. Ces données sont comparables a celles de 1’étude de Garciaz et al. Notre
population est donc une population 4gée. Conformément a I’AMM, il s’agit de la premiére ligne
de traitement pour 14 de nos patients. Par rapport aux recommandations de DiNardo et al. seuls
7 patients ont été initiés selon le protocole standard, c’est a dire a la dose de 400mg pendant
une durée de 28 jours. De ce fait, les cliniciens de notre service ont préalablement adapté le
protocole standard en tenant compte des caracteristiques cliniques des patients.

Des études retrouvees dans la littérature se sont intéressées a la pharmacocinétique du
vénétoclax. Avec une approche basée sur I’AUC, Cheung et al. ainsi que Brackmann et al. ont
étudié I’exposition du vénétoclax. Cheung et al. ont montré que les asiatiques étaient plus
exposés que les non asiatiques avec des AUC moyennes de 12.6 pg.h/mL et 7.8 pg.h/mL
respectivement. Ces résultats sont contradictoires avec ceux de Brackmann et al qui ne
retrouvent pas de différences d’expositions entre ces deux groupes. Nous pouvons noter que
dans I’¢tude de Cheung et al., I’exposition des patients au vénétoclax a été faite apres la prise
d’un seul jour de traitement et un état d’équilibre non atteint. Compte tenu des caractéristiques
pharmacocinétiques du vénétoclax et des contraintes non négligeables que représente I’étude
de I’exposition par ’AUC, nous avons choisi de travailler sur des concentrations résiduelles.
En effet, les AUC sont déja expérimentées par notre protocole de recherche étudiant
I’azacytidine et cela demande une organisation stricte au sein du service et difficile a mettre en
place que ce soit pour le service mais également pour le patient.

Notre étude, centrée sur la concentration résiduelle du vénétoclax, confirme sa linéarité par
’ajustement des Cmin en fonction de la dose, en lien avec les données du RCP. Cette linéarité
est retrouvée lors de 1’association a un inhibiteur. Nos données montrent que dans notre cohorte
les patients sont plus exposés Nos patients caucasiens sont plus exposés avec une Cmin
moyenne de 2508 + 1266 ng/mL contre une Cmin moyenne de 1018 = 729,4 chez les patients
asiatiques de Yang et al.

Supposée par Yang et al., notre étude montre que la pharmacocinétique du venétoclax fait
preuve d’une grande variabilité inter-individuelle, de 50% avec des Cmin allant de 584 a 5221
ng/mL. Par ailleurs, les dosages répétés réalisés chez différents patients, nous permettent
d’objectiver une variabilité inter-individuelle mais également une variabilité intra-individuelle
du vénétoclax de ’ordre de 45%. Il est a noter dans notre étude que les patients prenaient le
vénétoclax au cours du repas conformément aux données du RCP et avaient bénéficié d’une

analyse pharmaceutique permettant d’identifier et de limiter les interactions médicamenteuses.

66



Les patients traités selon ce protocole doivent bénéficier d’une prophylaxie antifongique. Les
cliniciens sont amenés a choisir entre le posaconazole et I’amphotéricine B liposomale. Dans
notre centre, le posaconazole est préféré avec une administration par voie orale une seule fois
par jour. Néanmoins, inhibiteur fort du cytochromes P450 3A4, il oblige a réduire la dose de
vénétoclax de 75% [42]. Par ailleurs, les sujets de notre étude sont ages, avec de nombreuses
comorbidités et souvent polymédiqués. De ce fait, ils peuvent avoir des traitements qui vont
interagir avec le posaconazole et entrainer d’autres effets secondaires. Au contraire, d’autres
centres vont préférer une prophylaxie par amphotéricine B liposomale (Ambisome®) ce qui peut
étre trés intéressant pour éviter toute adaptation posologique. Cependant, cela nécessite de
prolonger la durée d’hospitalisation du patient en service ou a domicile. De plus, cette
alternative n’est pas sans risques puisque ce médicament est administré par voie intraveineuse,
porte d’entrée des bactéries. Incompatibles avec un grand nombre de molécules, il devra étre
injecté seul pour éviter toute interaction chimique [53].

Outre I’étude d’interaction entre le posaconazole et le vénétoclax faite par Agarwal et al., ce
papier montre la différence d’exposition de chaque patient au vénétoclax lorsqu’il est
administré seul puis associé au posaconazole [42]. Notre étude montre une légere différence de
concentration entre les patients traités et non traités par posaconazole, conformément a la
recommandation de dose faite par I’étude d’Agarwal et al. Il semblerait qu’il y ait moins de
variabilité lorsque le vénétoclax est associ¢ au posaconazole a la dose de 100mg qu’a 400mg.
Une des hypothéses serait qu’il y a une variabilité forte soit sur la phase de résorption soit un
lissage de la variabilité au niveau hépatique avec le posaconazole qui inhibe le CYP3A4 et
diminuerait la part variable liée au métabolisme.

Une des principales problématiques de ce protocole réside dans le fait que les patients traités
par vénétoclax-azacytidine (ou faible dose de cytarabine) présentent des toxicités
hématologiques entrainant un risque d’infections supplémentaire et des décalages de cures avec
pour conséquence des adaptations soit de doses soit de durée de traitement-et des interruptions
de traitement de 7 a 14 jours pour certains patients [33]. Brackmann et al. n’ont pas retrouvé de
lien entre exposition et toxicités [46]. Dans notre cohorte, les patients ayant une exposition
supérieure a la moyenne ont plus de décalages de cure mais autant d’aplasies fébriles que ceux
étant moins exposés. En revanche la durée d’aplasie fébrile totale est plus importante dans le
groupe étant plus exposé avec en moyenne une durée de 13 jours versus 4 jours chez les patients
étant moins exposés. Dans la cohorte de DiNardo et al. 42% de patients présentent une
neutropénie de grade 3-4 alors que nous en retrouvons 86% au sein de notre cohorte et ce apres

la premiere cure. Ceci pourrait s’expliquer par ’adaptation de dose faite a 100 mg chez nos
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patients alors que DiNardo et al. recommande une diminution a 50mg lors de 1’association a un
inhibiteur fort du CYP3A4.

5. Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail était d’étudier la pharmacocinétique du vénétoclax. Notre étude met en
évidence une trés forte variabilité inter et intra individuelle avec d’importantes toxicités
hématologiques chez les patients. Nous montrons également que la durée du protocole pourrait
avoir un impact sur 1’exposition du patient, sans que cela soit significatif pour autant. Par
ailleurs, en raison du faible nombre de patient, bien qu’il y ait une tendance, nous n’avons pas
pu mettre en évidence de lien significatif entre exposition et toxicités. Le STP systématique des
patients sous vénétoclax devrait permettre d’étudier ce lien et a terme, si cela s’avére étre le
cas, proposer des adaptations de posologies aux cliniciens.

La poursuite immédiate de notre ¢tude sera de s’intéresser au lien entre exposition et réponse

afin d’aider les cliniciens dans le choix du protocole.
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Dosage du VENETOCLAX par LC/AS-MS

Radaction : OSANND Loic
Diate d'application: 2022-04-19 o o
“alidation : CICCOLIMI Joseph

T

Wersion - 1

Approbation : DEVICTOR Eénédicte

O nodification majeure (murlignée an jaune) | B Fevue compléte de la procédure

O nModification minime ne remettant pas en cause le processus

[ 3uppression du & :

Décrire la procédure du dosage plasmatigus du Vénstoclax par chromatographie lLiguide
couplés 2 la spectrometne de maszsze (LC-MS/NIS) sur la chame Waters -
> TUPLCTQD

1. PARTICTLARITES

51 necezzité de recaler les valeurs des maszes (ex. : forte varnation de température de la piace),
réalizer ume mfusion des =zolutiom= de Venétoclax et de ['talon mterme (gf
0IGRMPOZMIG7A)

Un dosage d'un contrdle externs (IGE) de concentration connue of stocké a -B0°C dans l=
CVI est systématiqguement ajoute a la sene.

L. L'ECHANTILLON

Mature de I'schantllon : Prélevement sur tube héparmate de Lithium (bouchon vert) ou EDTA
{(bouchon violet).

Conssrvation -
Avant analvse - les tubes sont conserves dans le C14 a -35°C
Apré: analuze - les tubez dozés sont archivaz 2 moiz dans le CVI a -B0°C

3. REACTIFS
» Phaze mobile (extemporanes)
v  Phase agususe {phase 4} - Eauw MilliQ 2 0.1% d'acide formaigue.

»  Phase organigus (phase B) - Acétomitrile 3 0.1% d"acide formique.
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»  Weak Wash : Fau MulhiQ/ Acétomitrile (30720 w%) & 0.1% d'acide formigus

»  Sirong wash ; Méthanol'AcetonitnileTsopropanclEan ROllQ (2537371 v a
0.1% d'acide formique
* Phase de rincage : sau Ml Acatomitrile (30/30 +%) 43mn a débit 0.3 ml'mn

4. OPERATIONS DE CONTROLE

4.1. SOLUTIONS STANDARDS
' La quantrte de stamdard 2 peser peut varier en fonchion du lot @ of dans TimePhammaco /
Basze de donnees / Standac.

# Venetoclax SM a 1000 pg'mL : 10 mg de poudre {CFT & -86°C) danz une ficls jaugee gsp
10 ml d= DRSO,

Les dilutions des solutions filles sont réalizéss le jour de la réalisation de la calibration
dans un meélange methanel'ean a 5050,
L= SM du vénstoclax sont conzervéss aliqguoteées 1 an dans le CVI 2 -20°C.

# FI (Venetoclax H7 Dentere) SM a 100 pg'mL: | mg d= poudrs {(CH & -$0°C) dans une
ficle jaugeée qgep 10 mL de DRSO

Les SM sont conservéss aliquotées 10 ans dans le CVI a -30°C.
4.2. REACTIFS
#* Splution 1 Vénetoclax Dentére & 100 ng/ul : 10ul de Iz 30 dans 3ml d°Acstomimls (5
echantillons environ)

4.3. OBTENTION DES DROITES D'ETALONNAGE (uTube 1.5 ml)

La zamme d’sfalonnage est consarves at aliguotee par T3ul 2 -B0°C {durée de conzervation en
cours d etude)

F
Conc fng/ml) aw 1ee 258 e | 1008 | 2500 | 000

Plasma blanc, ul | 950 90 Q75 Q30 a0 973 230
Venetaclax, ul -
(lugml) A0
Venetoclax, ul 10
(10pEmal)
Veénetoclax, ul 10
(100uz/ml}

[ o]
=]
LA
=
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4.4. CONTROLES DE QUALITE (conzervation en cours d*étude)
Fabriquesz a partir de la S84 OO de VENETOCLAX 2 1000 pg'ml (sonservation I an, JFT)

« COB, 150 ngml: 15 pla 10 pzml dans 985 pl ds plazma blane
« COQM, 400 ng'm] 40 pl 2 10 pgml dang 960 pl de plaszma blane
« COQH,2IZ200 pg/ml: 40 pla 100 pg'ml dans 960 pl de plazma blane

Las contrdles zont aliquoté par 73 pl et conservas a -80 °C dans le CVI

5. METHODOLOGIE

5.1. APPARFII.,, CONDITIONS CHROMATOGRAPHIQUES ET DU
SPECTROMETRE DE MASSE

= TPLC/TOD
Colomne: ACQUITY UPLC BEH C181.Tum 2.1%30mm Ef 186002350 Waters

Mise sn condition de la chaine UPLC -

- Mettre en place lez phazes mobiles
. Phare agususe : En fonetion de la méthode mlet salactionnda (A1 ou A2)
. Phase organigus : En fonction de la méthode inlet salectionnés (Bl ou B2)
. Weak wazh: Acstomitrile’'ean MMilh() 20/80 2 0.1% acide formique
. Stong Wask: 1sopropancl/acétonstrile/methanol/ean MilliQ) (3/3/3/1) 2 0.1%%
acide formugue
- Mettre en place la colonne :
- Pozition 1 ou 2 en fonction de la méthode inlet sélachonnée

- Oovrir lez methodez snivantes :
o NS Tune : VENETOCLAX

v Inlet Method : fonchon de la position de la colomne et des volez de
travail
= ME Comsols : of 03GRMPIIMI 724 (fonctionnement UPLC/TODN

5.12. PROCEDURE D'EXTEACTION : preécipitation

Ajouter dans les ptubes eppendorf :

- 50ul CAL CQ) Patiants

- 300p] zolution 1 4EL {100ng/ul)

- Wortexer 2 mn

- Cantrifugation 10mn

- Bacuparer 100ul du précipitit dans un ptube sppendorf
- Ajoutar 200p] d"H-0 milliQ
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- Vortemxar

- Tranzfarer dans la plaqua d'imjection

- Injactar 10 pl
. Sample | _ . : | i
Boitle Fils name Fils temt | Dilution | M3 Tune | MEFile | Inlst File Canc
vps Wl
New
methode Saisir
Plateau Amalyie Saisir le
Date_| pasis _ SRR NHew Mew [voie et oo des
- prsition 02 LIPLA (] Facteur de £1]
I rementel Lihre meikode methade P.mi.ri.m standards
Standard AiliTiod
colomee) et (s
VALIDATION TECHNIQUE DE I"ANALYSE
Las enitares de validité d'une zéne sont prézentds dans la procedure 05ANAPOT003 4
=  Vanficztion des echanhllons :
- Dilution de la prise d'ezzal ot réinjection pour une cone. = 3000 ng/ml.
- Mon dstectabls (MDY}, =1 amcun pic vistble on concentration < 30 nzml (limits de

guanhfication).

- Czalenl reahize =zur le logiciel Dlaselynse (03GRMPIIMITIA) - charger la methods *New
methode.mdhb®,
- Impreszion des résultats :
Seuls le résume du dozaga ot la drorte da calibration sont mprimeés.
- File
- Keport format
- Cocher calibration
- Cocher compound summay report

ME : pour a'imprimer que les chromatogrammes des molécnles dozss, allar dans la page de
‘process’:

- File

- Keport format

- Omnglet: sampla report

- Cocher : Select

- Chie Compound

- Surla partie pavchs cholzir les moléculas 3 imprimer

- Chic # add » pour les melure dans la partis drogts

6. INTEEPRETATION BIOLOGIQUE DES EESULTATS
CfO03POSPO1DN03
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers de

['Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

* D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle
a leur enseignement.

* D'exercer, dans lintérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la [égislation
en vigueur, mais aussi les régles de (honneur, de la probité et
du désintéressement.

* De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers
le malade et sa dignité humaine, de respecter le secret
professionnel.

“* En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes

promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y

mangue.
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