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1 - ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS
PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Décembre 1989
Pr. ADNAOUI Mohamed

Janvier et Novembre 1990
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AZZOUZI Abderrahim
Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZAD Rachid

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. SOULAYMANI Rachida

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. EL OUAHABI Abdessamad
Pr. FELLAT Rokaya

Pr. JIDDANE Mohamed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah

Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima

*Enseignant militaire

Médecine interne — Clinigue Rovyale
Anesthésie -Réanimation
Pathologie Chirurgicale

Médecine interne —Doyen de la FMPR

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique Méd. Chef Orangers Rabat

Pharmacologie
Histologie Embryologie
Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat

Chirurgie Générale Doyen FMPT
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie

Cardiologie

Anatomie

Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Mdies Mtaliques Doyen FMPA
Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale— Dir. du CHIS Rabat
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique

Dermatologie




Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz
Pr.ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim

Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*

*Enseignant militaire

Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Dir. HMI Mohammed V Rabat

Gynécologie-Obstétrique

Ne Urologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Dir. Hop.Ar-razi Salé
Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FMP Abulcassis Rabat

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie



Janvier 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABID Ahmed*

. AIT OUAMAR Hassan

. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd

. BOURKADI Jamal-Eddine

. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
. ECHARRAB EIl Mahjoub

. EL FTOUH Mustapha

. EL MOSTARCHID Brahim*

. TACHINANTE Rajae

. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AIDI Saadia

. AJANA Fatima Zohra

. BENAMR Said

. CHERTI Mohammed

. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
. EL HASSANI Amine

. EL KHADER Khalid

. GHARBI Mohamed EIl Hassan

. MDAGHRI ALAOUI Asmae

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim

*Enseignant militaire

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Meédecine interne

Neuurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Dir. Hop.Cheikh Zaid Rabat
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie

Anesthésie-Réanimation

Ne Urologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation

Neuro-chirurgie

Chirurgie-Pédtque Dir. Hop. Des Enfants Rabat
Chirurgie Générale

Pédiatrie -

Neuro-chirurgie

Chirurgie Générale Dir. Hopital Ibn Sina Rabat
Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chigie Vaslaire Périphérique V-D. Aff Acad. Est.




Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. MEDARHRI Jalil
. MOHSINE Raouf
. NOUINI Yassine

. SABBAH Farid

. SEFTIANI Yasser

. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. AMEUR Ahmed*

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*
BAMOU Youssef*
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
CHOHO Abdelkrim*
CHKIRATE Bouchra

FILALI ADIB Abdelhai
HAJJI Zakia
KRIOUILE Yamina
OUJILAL Abdelilah
RAISS Mohamed
THIMOU Amal
ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABDELLAH EIl Hassan

. AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

*Enseignant militaire

EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie
Cardiologie

Gastro-Entérologie Dir. HMI Mya Ismail-Meknés

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Chirurgie Générale Dir. de I” ERPPLM

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique



Pr
Pr

. TIJAMI Fouad
. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr
Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABBASSI Abdellah

. AL KANDRY Sif Eddine*
. ALLALI Fadoua

. AMAZOUZI Abdellah
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif*
DOUDOUH Abderrahim*
HESSISSEN Leila

JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

. ACHEMLAL Lahsen*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*

. ZAHRAOUI Rachida

*Enseignant militaire

Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie réparatrice et plastique
Chirurgie Générale

Rhumatologie

Ophtalmologie

Rhumatologie Dir. Hop. Al Ayachi Salé
Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — VasculaireDir. Hép. Ibn Sina Marr.

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie



Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid

Pr. ACHACHI Leila

Pr. AMHAIJIJI Larbi*

Pr. AOUFI Sarra

Pr. BAITE Abdelouahed*
Pr. BALOUCH Lhousaine*
Pr. BENZIANE Hamid*

Pr. BOUTIMZINE Nourdine
Pr. CHERKAOUI Naoual*
Pr. EL BEKKALI Youssef*
Pr. EL ABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine
Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TACHFOUTI Samira
Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGADR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

*Enseignant militaire

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-Chimie
Pharmacie Clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie Générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie Médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-Chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-Orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie

Neuro-chirurgie Dir. Hop. Spécialités Rabat

Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-Chimie
Dermatologie



Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar

Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna*

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani*

Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Decembre 2010

Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed
Pr. ABOUELALAA Khalil*
Pr. BENCHEBBA Driss*
Pr. DRISSI Mohamed*

*Enseignant militaire

Chirurgie Générale
Traumatologie-Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Meédecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie
Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie Pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-Orthopédie
Anesthésie Réanimation



Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir Chirurgie

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila
Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

Pr. BENKIRANE Souad

Pr. BENSGHIR Mustapha*

Pr. BENYAHIA Mohammed*
Pr. BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*
Pr BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr. CHAIB Ali*

Pr. DENDANE Tarek

Pr. DINI Nouzha*

Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Pédiatrique

Anatomie Pathologique

Pharmacologie Doyen FP de I’UMG6SS

Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale
Pédiatrie

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali  Anesthésie Réanimation

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa

Pr. ELFATEMI NIZARE

Pr. EL GUERROUJ Hasnae
Pr. EL HARTI Jaouad

Pr. EL JAOUDI Rachid*

Pr. EL KABABRI Maria

Pr. EL KHANNOUSSI Basma
Pr. EL KHLOUFI Samir

Pr. EL KORAICHI Alae

Pr. EN-NOUALI Hassane*

Pr. ERRGUIG Laila

Pr. FIKRI Meryem

Pr. GHFIR Imade

Pr. IMANE Zineb

Pr. IRAQI Hind

Pr. KABBAJ Hakima

Pr. KADIRI Mohamed*

Pr. LATIB Rachida

Pr. MAAMAR Mouna Fatima Zahra
Pr. MEDDAH Bouchra

Pr. MELHAOUI Adyl

*Enseignant militaire

Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie

Endocrinologie et maladies métaboliques

Microbiologie
Psychiatrie
Radiologie
Meédecine interne

Pharmacologie Directrice du Méd. Phar.

Neuro-chirurgie



Pr. MRABTI Hind

Pr. NEJJARI Rachid

Pr. OUBEIJJA Houda

Pr. OUKABLI Mohamed*

Pr. RAHALI Younes

Pr. RATBI Ilham

Pr. RAHMANI Mounia

Pr. REDA Karim*

Pr. REGRAGUI Wafa

Pr. RKAIN Hanan

Pr. ROSTOM Samira

Pr. ROUAS Lamiaa

Pr. ROUIBAA Fedoua*

Pr SALIHOUN Mouna

Pr. SAYAH Rochde

Pr. SEDDIK Hassan*

Pr. ZERHOUNI Hicham

Pr. ZINE Ali*

AVRIL 2013

Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM*
MAI 2013

Pr. BOUSLIMAN Yassir*
MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed*
Pr. BOUCHIKH Mohammed
Pr. EL KABBAIJ Driss*

Pr. FILALI Karim*

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira*
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale*

Pr. HERRAK Laila

Pr. JEAIDI Anass*

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. MAKRAM Sanaa*

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar
Pr. SEKKACH Youssef*

Pr. TAZI MOUKHA Zakia
DECEMBRE 2014

Pr. ABILKACEM Rachid*

Pr. AIT BOUGHIMA Fadila
Pr. BEKKALI Hicham*

Pr. BENAZZOU Salma

Pr. BOUABDELLAH Mounya
Pr. BOUCHRIK Mourad*

*Enseignant militaire

Oncologie Médicale
Pharmacognosie

Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Ne Urologie
Ophtalmologie

Ne Urologie

Physiologie

Rhumatologie

Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Toxicologie

Chirurgie Thoracique

Traumatologie- Orthopédie

Chirurgie Thoracique

Néphrologie

Anesthésie-Réanimation Dir. ERSSM
Biochimie-Chimie

Histologie- Embryologie-Cytogénétique
Pédiatrie

Pneumologie

Hématologie Biologique
Génycologie-Obstétrique
Pharmacologie

CCV

Meédecine interne
Génécologie-Obstétrique

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Maxillo-Faciale
Biochimie-Chimie
Parasitologie



Pr. DERRAJI Soufiane*
Pr. EL AYOUBI EL IDRISSI Ali

Pr. EL GHADBANE Abdedaim Hatim*

Pr. EL MARJANY Mohammed*
Pr. FEJJAL Nawfal
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INTRODUCTION /



Le cancer est un probléme de santé publique qui a longtemps sollicité I’intérét des travaux de
recherche fondamentale afin d’établir une meilleure appréhension de cette anomalie
proliférative et mieux la maitriser.

De ce fait la définition du cancer a accompagné le progrés scientifique pour évoluer dans le
temps d’une simple désignation macroscopique, décrite d’abord par Hippocrate et reprise par
Galien comme étant une masse arrondie comparable a I’aspect d’un crabe(1); vers une
définition plus approfondie reposant sur la notion de défaillance des phénoménes d’homéostasie
tissulaire suite aux altérations successives que subit le génome des cellules devenues
cancéreuses, et qui lui permettent de proliférer d’une maniére indéfinie et d’envahir localement
les tissus adjacents puis les organes distants formant ainsi des métastases .

Les progrées réalisés dans le domaine d’oncologie médicale ont conduit au développement d'une
nouvelle approche thérapeutique personnalisée, qui vient compléter l'arsenal thérapeutique
anticancéreux classique. Ce dernier est essentiellement composé de chimiothérapie
cytotoxique, de radiothérapie et plus récemment de 1’hormonothérapie. La médecine de
précision vient combler le manque de spécificité caractéristique de ces thérapies dites
conventionnelles. Elle permet de cibler des mécanismes moléculaires spécifiques liés a la
tumorigencse.

Cette these a donc pour objectif de décrire I’homéostasie tissulaire au niveau moléculaire dans
le processus tumoral, d'apporter des éclaircissements sur les différentes approches constituant
la médecine de précision et de faire le point sur les pratiques d’optimisation de ces thérapies et

leurs perspectives d’avenirs.
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1 DEMARCHE D’EXPLOITATION BIBLIOGRAPHIQUE

La méthodologie d’exploitation a débuté par un choix des mots-clés et des sources
d’information alimentant cette recherche.

1.1  Choix des mots-clés

Il s’agit de ’ensemble des mots-clés permettant d’affiner la problématique de recherche et de
mieux appréhender le sujet.

Le choix des mots clés s’est basé sur 1’utilisation d’un thesaurus : Medical subject headings
MeSH .Et les mots clés choisis pour chaque module étaient comme suit :

= Homéostasie de la division cellulaire eucaryote

Homéostasie cellulaire

Mort cellulaire

Cycle cellulaire

Régulation du cycle cellulaire, CDK

Voies de signalisation cellulaire

Proto-oncogenes

Oncogenes

Génes suppresseurs de tumeur

Oncogencse

Transformation néoplasique

Réparation d’ADN

YV V.V V V V V V V V V V

Immunité anticancéreuse

Médecine de précision ou médecine stratifiée anticancéreuse
Thérapies ciblées

Historique des thérapies anticancéreuses

Inhibiteurs de tyrosine kinase

Anticorps monoclonaux

Relation structure activité

Immunothérapie spécifique

Thérapies cellulaires

YV V V V V V VYV V

Inhibiteurs des points de contréle immunitaires



Vaccins personnalisés
Résistance au traitement
Radiopharmaceutiques
Radio-éléments vectorisés
Effets indésirables
Toxicologie

Pharmacocinétique

YV V. V V V V V V

Pharmacodynamie

Optimisation de la médecine de précision
Meédecine stratifiée
Tests compagnons

Biomarqueurs anticancéreux

Y V V V

Théranostique

Y

Théragnostique

1.2 Identification des sources d’information

1.2.1 Moteurs de recherche

Plusieurs ressources web ont été exploitées dans cette recherche, en constituant une requéte
simple basée sur I’utilisation d’un seul mot cl¢ a la fois ou en effectuant une recherche avancée
croisant plusieurs mots clés.

Les moteurs de recherche utilisés sont :

Google scholar

ScienceDirect

Pubmed

CancerLit

1.2.2 Documents audiovisuels

Cette source d’information représente 1’ensemble des documents sonores et visuels
scientifiques exploités dans ce travail de recherche.

Parmi lesquelles on peut citer :

Documentaires : Improving CAR-T Cell Therapies
Webinaires : Multiplexed Tissue Imaging the Spatial Biology of Cancer



1.2.3 Littérature grise
La littérature grise peut étre pergue comme étant un ensemble de productions non indexées dans
les bases de données officielles de publication(2).

Comme par exemple :

-Théses de doctorat d’état : Inhibiteurs de Tyrosine Kinases : relations structure-activité, voies
métaboliques et implications pharmacologiques des métabolites

-Compte-rendu de conférence : Marqueurs et tests compagnons. Jean-Paul Brouillet

1.2.4 Consultation d’ouvrages et de périodiques

Au cours de cette recherche plusieurs ouvrages et revues médicales ont été consultés, en
respectant les critéres de sélection établis.

Parmi les ouvrages exploités :

» Predictive biomarkers in oncology. Springer,2019

» Pharmacie clinique pratique en oncologie.Elsevier,2016
» The biology of cancer. Garland science,2013

» Abeloff’s clinical oncology 6th edition. Elsevier,2020)

Parmi les revues médicales consultées :

International journal of Molecular Sciences
BBA - Molecular Basis of Disease
Chinese journal of chemical engineering

Molecular Cancer

YV V. V V V

Journal of clinical oncology

1.2.5 Bases de données factuelles

Il s’agit de données de nature numérique ou symbolique exprimant des faits établis, comme la
structure chimique des inhibiteurs de tyrosine kinases et la chronologie du progrés des
traitements ciblées.

Exemples de bases de données factuelles utilisées :

American Society of Clinical Oncology https://www.asco.org

U.S. Food and Drug Administration https://www.fda.gov




2 PROCEDURE DE SELECTION DES PUBLICATIONS

2.1 Définition des critéres de sélection des publications

Une stratégie de recherche documentaire a été¢ ¢laborée afin de sélectionner les publications de

qualité les plus convenables.

2.1.1 Ciritéres d’inclusion

» Les publications retrouvées dans les bases de données bibliographiques (moteurs de
recherche, bases de données factuels) en appliquant une recherche simple ou avancée avec
différentes combinaisons de mots-clés sélectionnés

» Les publications émanent de sources jugées fiables

» Les articles et les documents originaux

2.1.2 Critéres d’exclusion

» Publications inaccessibles

» Publications rédigées en langue autre que I’anglais et le frangais

» Publications dont le titre et résumé sont jugés hors contexte

» Publications dont le contenu complet est jugé non pertinent, sans valeur ajoutée au sujet
traité

» Revues ayant ’Impact factor le plus faible

2.2  Mode de sélection des publications

2.2.1 Publications a retenir apres application de critéres d’inclusion

Références bibliographique de type :

» Ouvrage

» Atrticle de revue

» Article de journal

» Travail académique

2.2.2 Publication a exclure aprés application des différents niveaux d’exclusion

» le premier critére d’exclusion : la disponibilité

Les publications a acces limité ont été€ écartés .Seules les publications a acces libre non restreint,

ou de cout convenable, ont étés retenues.



» le deuxiéme critére d’exclusion : La langue

Les publications rédigées en une langue autre que le frangais ou 1’anglais ont ét¢ exclues pour
des raisons de compréhension.

» Le troisiéme critére d’exclusion : Le titre et résumé

Les publications dont le titre et le résumé ne sont pas suffisamment évocateurs de 1’intérét et
valeur ajoutée quand au sujet de recherche sont également exclues.

» Le quatriéme critére d’exclusion : La pertinence du contenu de la publication

Les publications dont le contenu ne permet pas de répondre a la problématique posée au début
de notre theése par manque de pertinence ou de niveau de preuve, ont été exclus.

» Le cinquiéme critére d’exclusion : L’ Impact factor (IF)

Il s’agit d’un indicateur permettant d’évaluer la notoriété des revues scientifiques(3).

Les revues ayant un IF faible ont été exclues dans un souci de pertinence.

Les figures ci-dessous permettent d’illustrer les étapes de sélection.

Publications a
acces limité

Langue de
rédaction
autre que
I'anglais ou le
francais

Contenu non
pertinent

Criteres
d'exclusion

Titre et Revues a
résumé non faible facteur
évocateurs d'impact

Figure 1 : Schéma representant les différents critéres d'exclusion
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1

RESULTATS BRUTS DE L’ETAPE D’EXPLORATION BIBLIOGRAPHIQUE

L'exploitation bibliographique des sources de données énumérées précédemment a permis

d'obtenir un total de 534 références. Ces résultats peuvent étre détaillés comme suit :

Les références recueillies auprés des moteurs de recherche et des bases de données

factuelles sont au nombre de 325.

Les références collectées dans les livres et journaux médicaux représentent 180 références

au total.

Les références obtenues a partir de la littérature grise comprennent 29 références.

Ces références étaient réparties pour chaque module conformément a ce qui suit :

Homeéostasie de la division cellulaire eucaryote : 209 références
Meédecine de précision ou médecine stratifiée anticancéreuse : 269 références
Optimisation de la médecine de précision : 34 références

Perspectives : 22 références

RESULTATS DEFINITIFS APRES SELECTION DES REFERENCES
BIBLIOGRAPHIQUES

Aprées application des critéres de sélection et affinement de la recherche en utilisant les mots

clés adéquats, 368 références bibliographiques ont été retenues.
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Figure 3 : Logigramme de la procédure de sélection bibliographique




2.1 Répartition des références bibliographiques choisies par année de publication

Pourcentage %

M Références retenues

Figure 4 : Répartition des références retenues selon 1'année de publication
2.2 Répartition des références bibliographiques choisies par langue de rédaction

2%

H Références rédigés en frangais

m Références rédigés en anglais

Figure 5 : Répartition des références retenues selon la langue de rédaction
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1 HOMEOSTASIE DE LA DIVISION CELLULAIRE EUCARYOTE : APPROCHE
MOLECULAIRE

L’homéostasie tissulaire correspond a un état d’équilibre précisément maintenu entre

prolifération et mort cellulaire aboutissant au maintien du nombre de cellules fonctionnelles au

sein du tissu(4).

La prolifération cellulaire s’opére par division cellulaire, selon le processus biologique de

mitose produisant des cellules filles génétiquement identiques a la cellule mére, la méiose étant

réservée a la seule production de gameétes incluant une étape de division réductionnelle

nécessaire au processus de reproduction des organismes eucaryotes pluricellulaires(5).

La mort cellulaire peut emprunter trois voies distintes : apoptose, nécrose et autophagie(6,7).

Un mécanisme particulier, parmi ces trois voies principales de mort cellulaire, peut prédominer

selon la Iésion et le type de cellule(7).

La figure 6 présente les principales voies de mort cellulaire initiées par divers stimuli.
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Figure 6 : Différences morphologiques entre les principales voies de mort cellulaire : apoptose,
autophagie et nécrose(7)

Des stimuli différents peuvent déclencher 1’une des trois voies de mort cellulaire :

1-L’apoptose : processus programmé et irreversible pouvant é&tre induit par irradiation.
Morphologiquement, se produit un rétrécissement de la cellule et du noyau avec maintien de 1’intégrité
de la membrane plasmique jusqu'a formation de bulles membraneuses.

2-L’autophagie : processus particllement réversible déclenché par un manque de nutriments. Les
cellules génerent de 1'énergie en digérant leurs propres organelles et macromolécules, cette voie est
caractérisée par des vésicules lysosomales a simple ou double membrane contenant des particules
cytoplasmiques a différents stades de désintégration.

3-La nécrose : processus irréversible non programmé provoqué par une ischémie-reperfusion. Elle se
solde par la perte précoce de I’intégrité de la membrane plasmique permettant un afflux de liquides
extracellulaires, un gonflement puis une lyse cellulaire(7).
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D’un point de vue quantitatif, la division cellulaire compense globalement les pertes cellulaires.
Une coordination défectueuse entre ces deux phénomenes entraine un déséquilibre
pathologique qui se traduit selon la situation par :

- Une atrophie du tissu ou de l'organe, lorsque le taux de mort cellulaire dépasse le taux de
renouvellement des cellules (4).

- Une hyperplasie du tissu cible pouvant évoluer éventuellement vers une néoplasie, résultat
d’un taux de réplication cellulaire dépassant le taux de perte cellulaire (4).

Du point de vue qualitatif, I’homéostasie tissulaire assure le maintien de la morphologie et des
fonctions métaboliques dans les tissus différenciés (8). Par exemple, ’homéostasie de la taille
cellulaire implique plusieurs voies de signalisation aboutissant a la régulation métabolique du
taux de croissance et de la progression du cycle cellulaire(9).

Ce chapitre décrit les composants cellulaires et moléculaires jouant un réle crucial dans le
maintien de [’homéostasie de la division cellulaire.

1.1 Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une succession d'étapes structurées et ordonnées, impliquant la
duplication puis la division du matériel génétique de la cellule mére générant deux cellules filles
identiques (10).

1.1.1 Les phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire peut étre divisé en deux phases majeures (figure 7) (11):

» L’interphase : Période située entre les divisions cellulaires, et marquée par la croissance

cellulaire et duplication de I’ADN. Cette période se déroule en trois phases distinctes(11):
= La premicre phase d’intervalle « Gapl » dite "G1" : intervalle compris entre la mitose et le

début de réplication de ’ADN au cours de laquelle, les cellules acquierent une taille
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optimale et « décident », selon les conditions, de poursuivre le cycle cellulaire ou de le
quitter vers la phase de quiescence G0(11).

= La phase de synthése S : intervalle caractérisé par la réplication de I’ADN ainsi que la
duplication des centrosomes aboutissant aux molécules d'ADN dupliquées appelées
chromatides sceurs(11).

* La deuxi¢me phase d’intervalle « Gap2 » dite "G2" : intervalle reliant I'ach¢vement de la
réplication de 'ADN et le début de la mitose(11). Pendant laquelle la cellule "vérifie" et
"répare” éventuellement I’ADN endommagé ou non dupliqué, et accumule progressivement
les enzymes clés qui déclencheront I'entrée en mitose(11).

N.B. : La phase GO est la phase de quiescence définie comme étant un état inactif ou dormant

dans lequel les cellules ne prolifeérent pas et ne poursuivent pas le cycle cellulaire. 11 s'agit d'un

processus réversible régulé par une combinaison de mécanismes intrinséques et extrinséques

(12).

» La phase de division M ou la phase mitotique : étape au cours de laquelle matériel
génétique et organites cytolasmiques de la cellulle-meére sont répartis de maniére égale entre
deux cellules filles(11). Les événements mitotiques peuvent étre subdivisés en six phases :

* Prophase: caractérisée par la condensation des chromosomes et la séparation des
centrosomes dupliqués, constituant les deux pdles du fuseau mitotique(11).

» Prométaphase : qui commence par le désassemblage de l'enveloppe nucléaire(11). La
suppression de cette barrieére physique entre les chromosomes et le cytoplasme permet aux
microtubules émanant des deux poles du fuseau mitotique en formation d’entrer en contact
avec les chromosomes condensés et de se lier aux kinétochores(11).
= Me¢taphase : L'interaction des kinétochores avec les microtubules dynamiques entraine

l'alignement des chromosomes au niveau de la plaque €quatoriale, plan médian du
fuseau bipolaire(11).
* Anaphase : Les chromatides sceurs se détachent et migrent vers les poles opposés du

fuseau par raccourcissement des microtubules kinétochoriens(11).
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= Télophase : Alors que les chromatides se rapprochent des deux pdles du fuseau,
l'enveloppe nucléaire se reconstitue a la surface de la chromatine au niveau de chaque
pole(11).
= (Cytokinese : un anneau contractile d'actine et de myosine s'assemble en une ceinture au
niveau du cortex, a mi-chemin entre les pdles du fuseau et resserre 1'équateur de la
cellule(11). Ce phénomeéne conduit finalement a la séparation des deux cellules
filles(11).
Le cas de I’ADN mitochondrial lors de la division cellulaire
Etant des organites intracellulaires essentiels qui constituent la principale source d'énergie sous
forme d'adénosine triphosphate « ATP », les mitochondries possédent au niveau de leurs
matrices un ADN mitochondrial « ADNmt » (13). Le génome mitochondrial humain est un
ADN double brin, circulaire et génétiquement compact (14).
Pendant la division cellulaire, le rapport mitochondrie sur volume de la cellule meére est
inférieur a celui de la cellule fille. Ceci est compensé par la restauration homéostatique des
mitochondries(15). Il a été démontré que la réplication de ' ADNmt reste active tout au long du
cycle cellulaire, mais elle atteint son maximum dans la phase S moyenne ou tardive (15).
Par conséquent, il existe un lien entre la dynamique mitochondriale et la fonction cellulaire.
Cela rejoint la notion de préparation métabolique des cellules en division pour répondre aux
besoins énergétiques de la prolifération (16). Des mutations pré-existantes ou de novo de
I'ADNn ou de 'ADNmt peuvent étre responsables de processus bioénergétiques altérés

associées aux tumeurs (17).

19



e Beposien SR WuRes ke /~ @
B - @

e®
-
a®
-

i ot
o
duplication duplication starts

Figure 7 : La morphologie cellulaire durant les différentes phases du cycle cellulaire(11,18)

Le cycle cellulaire est constitu¢ d’une succession de phases avec des intervalles G1 et G2 reliant la phase
de réplication S et la mitose M. Cette derniére, étant la phase de répartition égale du matériel génétique
et des organites entre les deux cellules résultantes, est subdivisée en six phases: prophase,
prométaphase, métaphase, anaphase et télophase achevée par la cytokingse séparant les cytoplasmes des
deux cellules filles (11).
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1.1.2 Les différents points de contréle « checkpoints » régissant le cycle cellulaire
Il existe quatre points de contréle décisifs au niveau du cycle qui régulent la division

cellulaire (11,19) (figure 8):

SAC
G2/M checkpoint

checkpoint

\11*«‘

Go

Intra-S _A
checkpoint
G1/S
checkpoint

Figure 8 : Les différents points de controle au niveau du cycle cellulaire (réalisée avec
BioRender.com)

» Le point de controle G1/S soit « G1/S checkpoint »: 11 s’agit d’une barriére moléculaire
qui contrdle la transition de la phase G1 a la phase S. A ce niveau, la cellule vérifie la
disponibilité des nutriments et des signaux mitogenes nécessaires a la progression du cycle
cellulaire(11). La cellule surveille également la taille cellulaire et I’intégrité de ' ADN avant
d’entamer la réplication(11).

Les cassures double-brin de I’ADN soit « double strand DNA breaks » (DSBs), constituent
un exemple courant d’altérations déléteres d’ADN a ce niveau(19). Ces altérations sont
reconnues par le complexe protéique MRN (MRE1I-RAD50-NBSI) qui lie la protéine
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) au site de la 1ésion(19). La protéine ATM transmet
le signal en phosphorylant la protéine effectrice Chk2 (Checkpoint Kinase 2) qui va

influencer la progression du cycle par deux mécanismes distincts (19)(figure 9):
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La phosphorylation des phosphatases cdc25 et par conséquent la prévention de
I’activation des kinases dépendantes de cycline Cdk, ce qui provoque 1’arrét du cycle
cellulaire(19).

La phosphorylation de la protéine p53 qui empéche ainsi son ubiquitination par la
protéine Hdm2. Ce phénomeéne plus long entraine 1’accumulation des protéines p53 qui
agissent comme facteurs de transcription permettant I’activation des inhibiteurs des
Cdk (CKI) et I’arrét du cycle cellulaire, ainsi que la transcription de facteurs pro-

apoptiques incitant la mort cellulaire(19).

» Le point de contréle de la phase S soit « Intra-S phase checkpoint » : Ce point de controle

a pour but de préserver la stabilit¢ génomique et d’assurer le bon déroulement de la

réplication de ’ADN(11). Et ce, en empéchant l'initiation de nouvelles fourches de

réplication tout au long de la phase S en réponse a une altération de 'ADN(11).

En effet, pour remédier aux cassures double-brin de I’ADN a ce niveau, les deux membres

de la famille des kinases apparentées aux phosphoinositide-3 kinases, ATM (Ataxia

Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia telangiectasia and rad3-related protein) seront

activées avec un ordre de liaison qui différe selon la nature de la cassure double-brin (19)

(Figure 9).

Lorsqu’elle est li¢e a la réplication, ' ADN simple brin (ssDNA) recouvert par la protéine
de réplication A (RPA) est li¢ en premier a I’ATR. Une fois active, ’ATR recrute les
dispositifs de réparation de I’ADN dont I’ATM, ce qui conduit a I'activation séquentielle
de Chk1 puis de Chk2(19).

Dans le cas ou la cassure double brin est dissociée de la réplication, le complexe MRN
active initialement I’ATM, comme décrit précédemment, dans le point de contrdle
G1/5(19). Le complexe MRN par son activité endonucléasique entraine ¢galement la

formation de I’ADN simple brin qui est ensuite li¢ par la RPA et ’ATR(19).

» Le point de contréle G2/M soit « G2/M checkpoint » : 11 s’agit d’une voie régulatrice

sensible a 1’état de réplication de I’ADN, ainsi qu’aux lésions pouvant altérer son

intégrité(11). Ce point de contrdle intervient au niveau de la transition de la phase G2 vers
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la phase mitotique. Il permet d’interrompre ce passage lorsque la réplication génomique est
incomplete ou lorsque I’ADN est endommagé(11).

Par exemple, a cette étape les cassures double brin de I’ADN sont traitées de la méme fagon
que celles non associées a la réplication décrite dans le point de controle intra-S entrainant
la phosphorylation des phosphatases cdc25 et de la protéine p53, et ainsi I’arrét du cycle
cellulaire (19) (Figure 9).

G1 IntraS G2/M I

DNA damage Replication- DNA damage

l associated l

error e
DSB f DSB
— TN ——

Mediators Mediators Mediators
repair repair repair
machinery machinery machinery
A 4 A A
Chk2? Chk2®  Chk1? Chk1®  Chk2®

Figure 9 : Les mécanismes de réparation des cassures double brin de ' ADN au niveau des trois
points de controle G1, intra-S et G2(19)

Le complexe MRN localise les cassures double brins de I’ADN aux points de contréle G1 et G2/M
activant ainsi la protéine ATM, qui phosphoryle I’histone H2AX pour former YH2AX, considéré comme
médiateur des mécanismes de réparation et transmet la signalisation a la protéine effectrice Chk2(19).
Quant au point de contrdle intra-phase S, la RPA s’attache a I’ADN simple brin et permet la liaison de
I’ATR qui phosphoryle la protéine effectrice Chkl et active I’ATM et transmet la signalisation a la
protéine effectrice Chk2 (19).

Abréviations: DSB: Double strand break ; ssDNA: Single Stranded DNA; MRN:
MREI11/RAD50/NBN ; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated ; ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3
related ; H2AX : H2A histone family member X ; ChK : Checkpoint kinase
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» Le point de controle d’assemblage du fuseau mitotique soit « spindle assembly
checkpoint » (SAC): Le SAC intervient dans le passage entre métaphase et anaphase(11).
Ce point de controle surveille 1’attachement bipolaire correct des chromosomes aux
microtubules par leurs kinétochores, et s’assure de 1’alignement de toutes les chromatides
sceurs condensés sur la plaque équatoriale de la métaphase(11).

Lorsqu’une erreur d’alignement ou d’attachement des chromosomes aux microtubules
survient, la signalisation du point de contréle SAC est activée, moyennant un complexe
protéique situé au niveau des kinétochores(19). Ce complexe est constitu¢ des protéines
suivantes : Bubl, Bub3, BubR1 et Mad2. Un signal « pause » stimule ces régulateurs du
point de controle du fuseau qui empéchent la séparation des chromatides sceurs en prévenant
I’activation du complexe activateur de [D’anaphase soit «anaphase promoting
complexe/cyclosome »(APC/C) par la Cdc20. Ceci protege donc la sécurine et la cycline B
de D'ubiquitination médiée par 1I'APC/C-Cdc20 (19). Par conséquent, le complexe
Cdkl/cycline B reste liée a la séparase,la rendant incapable de cliver la cohésine
centromérique et n’autorisant plus ainsi la séparation des deux chromatides sceurs d’un

chromosome en anaphase (Figure 10) (19).
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Figure 10 : L'activation du point de controle de I'assemblage du fuseau mitotique(11)

La signalisation « pause » déclenchée par I'absence de tension ou l'absence d'attachement au kinétochore
s’opeére par la liaison des protéines de controle au niveau du kinétochore formant des complexes
Mad1/Mad2 stables qui présentent une conformation fermée de Mad2 capable de se lier a Cdc20. Une
fois associés, Mad2-Cdc20 déclenche le recrutement de BubR1-Bub3 afin de former un complexe
inhibiteur de I’APC/C, c’est le complexe de point de contréle mitotique(MCC). Par conséquent,
I’ubiquitination des substrats, nécessaires au maintien de la cohésine centromérique, est interrompue.
La cellule s’arrétant en métaphase, ne peut franchir 1’étape d’anaphase (19).

Abréviations : Mad : Mitotic arrest deficiency ; APC/C : Anaphase Promoting Complex or Cyclosome ;
MCC : Mitotic Checkpoint Complex ; Cdc20 : Cell Division Cycle 20 ; BubR1 : Budding Uninhibited
by Benzimidazoles1-Related protein kinase

1.1.3 Les molécules clés assurant la progression du cycle cellulaire

Les principaux acteurs intervenant au niveau du cycle cellulaire et conduisant la cellule a travers
ces points de contrdle sont :

1.1.3.1 Les kinases dépendantes des cyclines soit cyclin-dependent kinase (Cdk)

Il s’agit d’une large sous-famille de sérine/thréonine kinase. Ces protéines kinases sont
impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire et la modulation de la transcription des génes en
réponse a certains signaux intra et extracellulaires. L’activité catalytique des Cdk est
conditionnée par leur liaison a des sous-unités protéiques régulatrices appelées cyclines pour
former des complexes hétérodimériques actifs Cdk/cycline. Les cellules humaines possedent

une vingtaine de Cdk allant de Cdk1 a Cdk20 (14).
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* Les particularités structurales des Cdk

Ces protéines kinases, sont constitués de deux domaines globulaires : le domaine amino-
terminal (lobe N) et le domaine carboxy-terminal (lobe C). Ces deux structures sont reliées par
une région charniere semi-flexible contenant le site actif qui comporte I’ATP auquel se fixe le
substrat. Le lobe N est constitu¢ essentiellement de feuillets . Toutefois, il comporte une hélice
o unique C qui est I’empreinte d’interaction de la Cdk avec la cycline. Le lobe N contient
également un ¢lément inhibiteur riche en glycine nommé la boucle G. Le lobe C, quant a lui,
est constitué des hélices a et porte une boucle d’activation T comprenant un résidu spécifique,
site de phosphorylation par une kinase activatrice de Cdk « CAK ». La boucle T, étant flexible,
peut adopter une conformation soit ouverte généralement phosphorylée, libérant 1’activité
catalytique du site actif ; soit une conformation fermée dans laquelle la boucle T enferme le site

actif de liaison au substrat (Figure 11) (20,21).

CDK2 4 1 : Cyclin A
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Figure 11 : Représentation tridimensionnelle d’un exemple de complexe Cdk/cycline : Cdk
2/cycline A(20)

La structure bilobée de Cdk2 se compose de deux domaines reli€s par une région charniére qui contient
I’ATP: d'un domaine N-terminal a prédominance de feuillets § avec une seule hélice o C, qui est le site
d’interaction de la Cdk avec la cycline, et d'un domaine C-terminal hélicoidal contenant la boucle
d'activation.
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Les Cdk sont toutes similaires en termes de séquence et de structure. Cependant, elles présentent
des variations minimales d'orientation spatiale et de longueur. Ces variations constituent le
principe des surfaces d'interaction, utilisées de maniere différenciée par les Cdk, pour

reconnaitre leurs partenaires de liaison spécifiques (22).

Tableau 1 : Caractéristiques des principales Cdk impliquées dans le cycle cellulaire et leur

role(23)
le cycle cellulaire
Cdk 1 Cdkl1 et Cdk2 : Cycline B Controle de la phase
-89,19% de résidus similaires(23) M du cycle cellulaire
-74,32% de résidus identiques(23)
-Principales différences au

niveau (24):
-des segments d'activation
-des terminaisons C
-des boucles qui précedent 1'hélice o

C

Monomere constitué de 298 acides Cycline E Controle du
aminés qui se replie en une structure checkpoint G1-S du
bilobée typique, avec un lobe N- cycle cellulaire

terminal plus petit qui contient un
feuillet B a cinq brins antiparall¢les et
une hélice o C majeure, ainsi qu'un
lobe C-terminal plus grand, composé

principalement d'hélices a(25). Cyeliine H8lE G P 9 6 on

phase G2
Structure en feuillet § & cing brins avec Cycline D Controle de la phase
un domaine N-terminal, dans lequel G1 du cycle cellulaire
I'hélice-a C (séquence PISTVRE dans et de la transcription
Cdk4 et PSTAIRE dans Cdk2) est de Rb/E2F

repliée contre le feuillet B, et un
domaine C-terminal & prédominance
hélicoidale(26).

Structure en feuillets B antiparalleles
avec cinq brins au niveau du lobe N-
terminal

et d’une hélice o C (séquence
PLSTIRE). Le lobe C-terminal, plus
large  est  principalement -
hélicoidal(27).
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L’activité enzymatique du Cdk

En tant que protéine kinase, cette enzyme catalyse la réaction de transfert d’'un groupement

phosphate d'une molécule d'ATP sur un substrat peptidique contenant un résidu sérine ou

thréonine phosphorylable. Le transfert du phosphate est réalis¢é par ’'une des deux voies

suivantes (figure 12) (28):

Mécanisme assisté par une base, dans lequel le proton du groupement hydroxyle de la
chaine latérale Serine ou Thréonine est transféré a un résidu aspartate voisin (Asp127 dans
Cdk2)(28).

M¢écanisme assisté par le substrat, ou le proton d’un résidu Serine ou Thréonine peut tre

transféré a 1'un des atomes d'oxygéne du y-phosphate de la molécule d'ATP(28).
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Mécanisme assisté par le substrat :

le proton d’un résidu sérine/thréonine peut étre
transféré a l'un des atomes d'oxygeéne du v-
phosphate de la molécule d'ATP
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Mécanisme assisté par une base :

le proton du groupe hydroxyle de la chaine
latérale sérine/thréonine est transféré a un
résidu aspartate voisin (Asp127 dans Cdk2)

Figure 12 : Les deux voies de transfert possibles du groupement phosphoryle des Kinases
dépendantes des cyclines(28)
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1.1.3.2 Les cyclines

Les cyclines représentent une large famille de protéines définies par la présence d’un motif
structural commun : la boite a cycline. Il s’agit d’'un domaine d'environ 100 résidus d'acides
aminés qui forment un empilement de cinq hélices a. Plusieurs cyclines posseédent deux boites
a cyclines, la premiére située a l'extrémité N-terminale constitue le domaine de fixation a la
Cdk et la seconde a l'extrémité C-terminale permettant un repliement adéquat de la molécule
cycline (figure 13) (21). La famille des cyclines comprend environ 30 protéines chez I'homme,
regroupées en 16 sous-familles et trois groupes principaux :

Le groupe I (groupe B des cyclines : A-, B-, D-, E-, F-,G, J, L et O) ;

Le groupe II (groupe des cyclines Y - un partenaire de la sous-famille CdkS5) ;

Et le groupe III (groupe des cyclines C : C-, H-, K-, L- et T-) (21).

K
f\;ﬁ;:f
Cyclin A Cyclin B Cyclin E

Figure 13 : Schéma illustrant la structure tridimensionnelle des cycline A, B et E(25)

Les cyclines A, B et E comprennent les similarités structurales suivantes : Présence de deux domaines
hélicoidaux a 5 hélices dans chacune des extrémités N- et C- terminales : de ol a a5 a I’extrémité N-

terminale et de al’ a a5’ a ’extrémité C-terminale (25).

1.1.3.3 Mécanismes d’activation des kinases dépendantes des cyclines (Cdk)

A 1’état monomérique, les kinases dépendantes de cyclines adoptent une conformation qui, a
travers la boucle T du lobe C, bloque la poche catalytique contenant le site actif ATP. La
libération de cette poche catalytique nécessite la fixation d’une cycline par I’intermédiaire de

I’hélice C, également nommée hélice PSTAIR, en réalisant des interactions hydrophobes
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étendues a sa surface. Cette cycline entraine la rétraction de la boucle T loin du site catalytique
actif, rendant ainsi la thréonine contenu dans cette boucle accessible a la phosphorylation par
la kinase activatrice de Cdk soit « CDK activating kinase » (CAK), qui est un complexe tri-
moléculaire composé de Cdk7/cycline H/Matl.La thréonine phosphorylée aplatit la boucle en
T et 1’¢loigne encore plus de la poche catalytique qui s’en trouve libérée. Ceci aboutit a
I’activation complete du Cdk et la stabilisation du complexe Cdk/cycline(11,19,21) (Figure
14).

s B. Cdk2-cyclinA C. Active Cdk2-cyclinA

N lobe Active site k\ ( (§ %2 \

X 2 f Eg;)F(AIR ATP \."}w'
VR

C lobe I|§ 7 jaf‘ ’/D /ch:;lm A
\/ N fA\

Phosphorylation
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Figure 14 : Etapes d’activation des Cdk par les cyclines: exemple du complexe Cdk2-cycline

A(11)

A. La CdK2 monomérique adopte une conformation qui bloque la poche catalytique a travers la boucle
T du lobe C(11).

B. La cycline A se fixe a la Cdk2 a travers I’hélice PSTAIR, ceci entraine la rétraction de la boucle T et
la libération du site actif ATP (11).

C. Une phosphorylation consécutive de la CdK2 éloigne davantage la boucle T aboutissant a 1’activation
compléte du complexe hétérodimérique Cdk2-cycline A(11).

1.1.3.4 Mécanismes de régulation négative des kinases dépendantes des cyclines (Cdk)

L’activité des Cdk est susceptible d’étre régulée par plusieurs mécanismes impliquant
différentes protéines (figure 15). En effet, la forme initialement active du complexe
Cdk/cycline perd son activité lorsque les résidus Thr14 et Tyrl5, situés dans le site actif de la
Cdk, subissent une phosphorylation par les kinases : Weel(Tyr15) et Myt1 (Thr14, Tyr15)(19).
La réactivation du complexe Cdk/cycline est retrouvée par 1’intervention des phosphatases

Cdc25 qui déphosphorylent les Cdk (19).
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I1 existe également des mécanismes d’inactivation des Cdk impliquant les inhibiteurs des Cdk

«CKI» (Cdk inhibitors) regroupant deux familles de protéines (19):

- Les INK4 : protéines qui interférent avec la liaison des cyclines D a la Cdk4 ou Cdk6 en se
liant aux CDK4/6 monomériques, changeant ainsi leurs conformations allostériques. Il
s’agit des protéines p16, p15, p18, p19.

- Les Cip/Kip : protéines qui se lient aux complexes Cdk/cycline déja formés et inhibent

leurs activités. Elles sont au nombre de trois : p21 (cipl ou wafl), p27 (kip1) et p57 (kip2).

A. Kinase activation B. Inactive forms

> Interference
with ATP use

Figure 15 : La régulation du complexe Cdk/cycline(11)

Lorsque INK4 se lie a la Cdk libre inactivée ou au complexe Cdk/cycline, il bloque la liaison des cyclines
ou interfére avec l'hydrolyse de 1'ATP respectivement. En outre, lorsque p27 se lie au complexe
Cdk/cycline, une boucle se loge dans le lobe supérieur de la Cdk et bloque la liaison de 'ATP(11). Les
complexes Cdk/cycline sont activés par la phosphorylation de la sous-unité Cdk par les CAK. En
revanche, les complexes Cdk/cycline activés sont inhibés par une phosphorylation adjacente par les
protéines kinases a double spécificité, Weel et Mytl. Ces phosphorylations inhibitrices peuvent étre
supprimées par les phosphatases Cdc25 a double spécificité qui déphosphorylent les Cdk au niveau des
mémes résidus d'acides aminés(29).

Abréviations : INK 4 : Inhibitors of cyclin dependent kinase 4 ; CAK : Cdk Activating Kinase
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1.1.4 La place du complexe Cdk/cycline dans la progression du cycle cellulaire

Apres I’achévement d’une division cellulaire, les cellules filles qui en résultent peuvent entamer
un nouveau cycle cellulaire ou quitter le cycle vers une phase de quiescence GO. Il s’agit d’un
état transitoire d’arrét de division des cellules qui, en présence de stimulation suffisante par des
facteurs mitogenes, reprennent le cycle de croissance cellulaire (11). Toutes les cellules
quiescentes, a I'exception de celles qui ont atteint un état de différenciation terminale, ont la
capacité de réintégrer le cycle (30).

La stimulation par un ligand mitogéne, déclenche une cascade de signalisation cellulaire, qui
aboutit a I’activation de Cdk4 et Cdk6 permettant la progression de la phase GO ou G1 en phase
S en franchissant le point de restriction G1/S(31).

Ce point de restriction constitue une barriére qui contrdle 1I’expression des génes nécessaires a
la progression du cycle par le moyen des protéines de rétinoblastome Rb. La liaison des
protéines Rb aux facteurs de transcription E2F réprime la transcription des génes cibles des

E2F, empéchant ainsi la progression du cycle cellulaire (Figure 16)(11).
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Figure 16 : Place des complexes Cdk/cyclines dans le cycle cellulaire(32)

La stimulation mitogénique conduit a la synthése des cyclines de type D, activant les Cdk4/Cdk6/cycline
D et finalement les Cdk2/cycline E(32). Les Cdk4/Cdk6 phosphorylent les protéines Rb et les Cdk2
phosphorylent a nouveau les protéines Rb, inversant ainsi la suppression du facteur de transcription
E2F1, ce qui permet la synthése de I'ADN. La phase S est terminée lorsque Cdk2/cycline A phosphoryle
E2F1, bloquant sa capacité de liaison a 'ADN(32).
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Au niveau moléculaire, le facteur de transcription E2F et la protéine DP (Dimerization Partner)
forment un complexe E2F/DP qui se lie au promoteur du gene cible, aux protéines Rb et aux
HDAC. La compaction de la chromatine qui en résulte réprime ce geéne cible (Figure 17)

(11,19).

Restriction
point

“Histone _ _
deacetylase N-terminal tails

Histone deacetylation results in chromatin
compaction and repression of transcription

Figure 17 : La répression de la transcriptions des génes par le complexe E2F/DP/Rb en absence
de mitogénes(11)

Une proteine DP s’associe au facteur E2F pour former un hétérodimere E2F/DP qui se lie a la région
promotrice du géne cible et recrute les membres de la famille pRb, ainsi que les histones désacétylases
HDAC. Ceci provoque la compaction de la chromatine et la répression des génes cibles(11,19).
Abréviations : Ras : Rat sarcoma virus ; E2F : E2 Transcription Factor ; DP : Dimerization Partner ;
Rb : Retinoblastoma protein

Lorsque, le signal mitogene active les complexes Cdk4/cycline D ou Cdké/cycline D, ces
derniers initient la phosphorylation de la protéine Rb la rendant inactive et libérant ainsi les
facteurs de transcription E2Fs (31). La premiére vague de phosphorylation des protéines Rb est
ensuite amplifiée par I’activité des complexes Cdk2/cycline E et Cdk2/cycline A (11). Ce qui
permet de franchir le point de restriction G1/S (Figure 18) (11).
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Figure 18 : La réactivation de la transcription par phophosphorylation des proteines Rb(11)

La cascade de signalisation déclenchée par le ligand mitogene active le complexe Cdk/cycline, qui
procéde a I’inactivation des Rb par phosphorylation et par conséquent au détachement de I’histone
désacetylase laissant une chromatine moins compacte qui favorise la transcription (11).

N.B: La cascade de signalisation ERK présentée dans ce schéma a titre d’exemple sera traitée
ultérieurement dans le chapitre des voies de signalisation (Cf.page 38)

Abréviations : Ras : Rat sarcoma virus ; Raf : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma ; MEK : Mitogen-
activated protein kinase kinase ; ERK : Extracellular-signal-Regulated Kinase ; E2F : E2 Transcription
Factor ; DP : Dimerization Partner ; Cdk : Cyclin-dependent kinase ; Rb : Retinoblastoma protein
RNA pol II : RNA polymerase Il

La progression du cycle cellulaire a travers le point de restriction, au-dela duquel la cellule
devient insensible aux facteurs mitogenes, est ainsi assurée par l’activité des kinases
dépendantes de cycline suivantes : Cdk4/6 et Cdk2 (31).

Par conséquent, les complexes Cdk2/cycline E et Cdk2/cycline A assurent la transition G1/S
comprenant le début de la réplication de I’ADN (5).

Vers la fin de la phase S, la cycline E sera ¢liminée et remplacée par la cycline A permettant au
complexe Cdk2/cycline A de compléter la phase S et de conduire la transition de la phase S a

la phase G2 (31).
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La transition de G2 a M est ensuite régie par l'activité séquentielle des complexes Cdk1/cycline
A puis Cdk1/cycline B. Ces complexes phosphorylent une variété de substrats : notamment les
protéines du cytosquelette, les histones et les protéines de I'enveloppe nucléaire (5).

La figure 19 rapporte une synthése de la régulation de ’activité séquentielle des différents

complexes Cdk/cycline a travers la progression du cycle cellulaire.
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Figure 19 : Schéma général de la régulation du cycle cellulaire et le role des Cdk(23)

Les complexes protéiques CDK/cycline conduisent la progression du cycle a travers les différentes
phases qui le constituent, notamment les phases G1, S, G2 et M. En effet, en phase G1, un signal
mitogéne déclenche 1’activité du complexe CDK4/cycline D ou CDK6/cycline D. Ceci entraine la
libération des facteurs de transcription E2F par phosphorylation de pRb. Cette activité phosporylante
est maintenue par le complexe CDK2/cycline E ce qui permet d’entamer la phase S. Vers la fin de cette
derniére, la cycline A remplace la cycline E pour former le complexe CDK2/cycline A et compléter la
phase S. Ensuite 1a CDK1 est activée par la cycline A, conduisant les cellules vers la phase G2. Au cours
de la mitose, la cycline B maintient I’activité de la CDK1. L’anaphase dépend de la dégradation de la
cycline B qui bloque I’activité de la CDK1. Par conséquent, il y a séparation des chromosomes et
achévement de la mitose(31).
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1.2 Les principales voies de signalisation

L’homéostasie tissulaire est maintenue grace a un réseau de communication, assurant une
synchronisation intercellulaire et wune adaptation cellulaire aux changements de
I’environnement. Cela signifie que la cellule ne constitue pas une entité isolée mais fait partie
d’une « microsociété » au sein de laquelle elle émet et regoit des signaux essentiels au
développement tissulaire harmonieux (33).

Les ligands qui assurent cette communication se présentent sous diverses formes chimiques:
dérivés d'acides aminés, hormones peptidiques, facteurs de croissance, cytokines, etc(34).

La voie de transduction est le lien entre 1'activation d'un récepteur par un ligand adapté et la
réponse biologique qui en résulte. Une chaine de protéines intermédiaires et de seconds
messagers est fréquemment impliquée dans ce processus, ainsi que des réactions de

phosphorylation en cascade (Figure 20)(35).
Signal molecule

Figure 20 : Schéma général des étapes de signalisation(36)

La signalisation se déclenche lorsqu’un ligand spécifique se lie a son récepteur respectif. Cette liason
déclenche une cascade de réactions de phosphorylation conduisant a une réponse cellulaire.
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En général , la signalisation cellulaire peut étre subdivisée en deux étapes majeures,
commengant par l'activation du récepteur et se poursuivant par une cascade de réactions de
phosphorylation impliquant des protéines kinases et des protéines phosphatases, qui
introduisent ou retirent des groupes phosphates des protéines en aval (figure 21), modulant
ainsi leur activité en changeant leur conformation pour enfin induire une réponse cellulaire

cohérente (5).
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Figure 21 : Régulation de I'activité des protéines par les kinases et phosphatases(37)

Les protéines kinases catalysent le transfert d'un groupey phosphate de I'ATP au groupement hydroxyle
situé sur les résidus de sérine, de thréonine ou de tyrosine d’une protéine a phosphoryler souvent en vue
d’une activation, alors que les protéines phosphatases réalisent 1’inverse de ce processus en catalysant
I'hydrolyse du groupephosphate li¢ & ces mémes résidus(37).

Les voies de signalisation cellulaire font I’objet de recherches extrémement actives, récemment
« boostées » par I’avenement technologique des OMICs. Le nombre de voies de signalisation

découvert ne cesse de croitre. Nous choisissons d’en citer certaines en fonction de leur
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implication particuliere dans les processus de multiplication, de différenciation ou de mort

cellulaire.

1.2.1 Les voies des MAP Kkinases (mitogen-activated protein kinase)

1.2.1.1 Définition

I1 s’agit d’un ensemble de voies de signalisations majeures qui contrdlent la prolifération, la
différenciation, la survie et la mort cellulaire. Ces voies se trouvent en aval de nombreux
récepteurs et provoquent l'activation de facteurs de transcription nommés les protéines activées
par des agents mitogeénes « Mitogen-activated protein kinases » (MAPK) (38,39).

Chaque cascade de signalisation MAPK est composée d’une succession de protéines kinases
activées séquentiellement dont : les MAPKKK ou MAP3K, les MAPKK ou MAP2K et les
MAPK. Il existe trois principales catégories des MAP kinases : ERK (extracellular signal-
regulated kinases), JINK (Jun amino-terminal kinases) et p38/SAPK (stress-activated protein
kinases) (37).

Un stimulus externe, comme une hormone de croissance (GF), un stress ou une cytokine, active
les MAP3K, qui phosphorylent les MAP2K, qui a leur tour activent les MAPK. Cette cascade
aboutit a la phosphorylation d’un effecteur induisant une réponse biologique (38).

1.2.1.2 Structure des MAPK

les MAPKK activent les MAPK via une double phosphorylation, au niveau du segment
d’activation, d’un motif tripeptidique [TxY] (Thréonine, Tout acide aminé, Tyrosine) conservé

(figure 22) (39).
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Figure 22 : Structure cristalline d’une MAPK type ERK2 illustrant le motif TxY(40)

Les MAPK se composent de deux domaines, un domaine N-terminal, en majorité constitué de feuillets
B (en jaune) et de deux a-hélices (en mauve) et une région C-terminale, principalement hélicoidale
(également en mauve) avec quatre courts brins B qui comprennent de nombreux résidus catalytiques.
Ainsi qu’un motif conservé de séquence [TxY] (Thréonine, Tout acide aminé, Tyrosine)(40).

La phosphorylation des MAPK dans le motif [TxY] provoque des changements de
conformation dans la boucle d'activation et le lien flexible entre les domaines N- et C-
terminaux, ce qui entraine une augmentation significative de l'activité catalytique (40).
Chaque famille des MAP Kinases posséde un motif [TxY] la distinguant notamment : [TEY]
(Thréonine, Glutamate, Tyrosine) pour les ERKs , [TPY] (Thréonine, Proline, Tyrosine) pour
les INKs et [TGY] (Thréonine, Glycine, Tyrosine) pour la famille des p38 (39).

1.2.1.3 Activation de la cascade de signalisation des ERK classiques ou voie classique des
MAP kinases

La cascade de signalisation des MAP kinases se divise en deux sections. On retrouve en amont,

le récepteur, les protéines adaptatrices et les facteurs d'échange et plus en aval, les kinases puis

les facteurs de transcription (41).
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e De P’activation du récepteur aux protéines Ras actives

Un stimulus sous forme de ligand extracellulaire (p.e. le facteur de croissance épidermique,
« Epidermal Growth Factor » (EGF)) active un récepteur tyrosine kinase « RTK ». C’est alors
que ses domaines extracellulaires se dimérisent, rapprochant les deux sous-unités
cytoplasmiques du récepteur tyrosine kinase (11). Ce dernier est reconnu, via ses phospho-
tyrosines, par le domaine SH2 de la protéine adaptatrice Grb2. Celle-ci recrute, par ailleurs, via
ses domaines SH3, un facteur d’échange GDP/GTP, dit « SOS 1 », appartenant a la famille des
« GEF » (Guanine nucleotide Exchange Factor) (38). Ceci permet la catalyse de 1I’échange d’un

GDP par un GTP sur la protéine « Ras » qui se trouve alors activée (Figure 23) (29).
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Figure 23 : Dimérisation du RTK et activation des protéines Ras(11)

La liaison du ligand (ici EGF) modifie la conformation des domaines extracellulaires du récepteur
cellulaire RTK avec une dimérisation. Les interactions directes et la trans-phosphorylation créent alors
des sites d'accueil spécifiques pour les protéines adaptatrices Grb2 dotées de domaines SH2. La
protéines Grb2 recrute ensuite, par le biais de ses deux domaines SH3, le facteur SOS qui catalyse
I'échange du GDP par le GTP sur la petite GTPase/Ras associée a la membrane (11).

Abréviations : EGF : Epidermal growth factor ; GDP : Guanosine diphosphate ; GTP : Guanosine
triphosphat ; SOS : Son of sevenless ; Grb2 : Growth factor receptor-bound protein 2

» Définition des protéines Ras

Les protéines Ras « Rat sarcoma virus » sont des protéines monomériques de bas poids
moléculaire associées a la membrane plasmique, hydrolysant le GTP. Elles sont également
appelées petites GTPases ou petites protéines G(41). Il existe trois proteines Ras homologues :
K-Ras (Kirsten RAS), H-Ras (Harvey RAS) et N-Ras (Neuroblastoma RAS) (38).

» Activation de la protéine Ras par incorporation a la membrane plasmique
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La protéine Ras ne peut étre active que lorsqu’elle est attachée a la membrane plasmique par
isoprénylation au moyen d’une ancre [farnésyl-géranyl-géranyle], ou par un double ancrage
d’isoprénylation et de palmitoylation avec respectivement [farnésyl-géranyl-géranyle] et
[palmitoyle]. 1l s’agit de groupements lipidiques qui s’attachent de maniere covalente a des

acides aminés proches de I'extrémité C-terminale de la protéine (Figure 24)(41).
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Figure 24 : Activation de la protéine Ras par incorporation a la membrane plasmique(38)

D’abord au niveau du réticulum endoplasmique, les protéines Ras fixent un groupe prényle (farnésyle
ou géranyl-géranyle) sur une cystéine au niveau de la séquence -CAAX.

Ensuite, un groupe acétyle remplace les acides aminés AAX, puis un acide palmitique est rajouté a une
cystéine située plus en amont de la cystéine déja prénylée. La protéine Ras peut alors étre incorporée
dans la membrane plasmique (38).

» Régulation de ’activité de la protéine Ras

La protéine Ras reste inactive lorsqu'elle est liée au GDP et passe a I’état actif une fois liée au
GTP. Deux enzymes régulent cette interaction du Ras avec le GTP ou le GDP : les facteurs
d'échange de guanine nucléotide (GEF) dont le facteur SOS, et les protéines d'activation de la
GTPase (GAP). Les GAPs favorisent I'hydrolyse du GTP en GDP et phosphate, tandis que les
GEFs accélerent I'échange du GDP pour le GTP (Figure 25)(42).
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Figure 25 : Le cycle d'activation et d'inactivation de la protéine Ras(41)

L’activation de la protéine Ras s’effectue par liaison au GTP, ce phénoméne est catalysé par I’enzyme
GEF aprés avoir regu un signal. L’inactivation de Ras se réalise par déphosphorylation du GTP en GDP
au moyen de I’enzyme GAP(41) .

Abréviations : GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor ; GAP : GTPase-activating protein ; GTP :
Guanosine triphosphate ; GDP : Guanosine diphosphate

> La cascade de phosporylation activant les MAP Kkinases (ERK1/2)

Le complexe Ras-GTP actif se lie et active la sérine/thrénonine kinase B-Raf. En effet, lorsque
la protéine B-Raf se lie au Ras-GTP, elle se déploie en une conformation ouverte et par
conséquent devient accessible a la phosphorylation par les kinases activatrices. C’est ainsi que

la B-Raf se dimérise et devient active (Figure 26)(41).
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Figure 26 : L'activation de la protéine B-Raf(41)

La protéine B-Raf posséde trois domaines conservés CR1, CR2 et CR3. A I’état soluble de la B-Raf,
une protéine 14-3-3 se lie a deux phosphosérines situées respectivement au niveau des domaines CR1
et CR3. La B-Raf'est alors verrouillée dans une conformation fermée inactive. La prohibitine et 1a PPlase
favorisent la dissociation de la protéine 14-3-3 tandis que la RKIP inhibe cette dissociation. Une fois
libérée, la protéine B-Raf se lie au complexe Ras-GTP et adopte une conformation ouverte, la rendant
accessible aux kinases activatrices (CeDK, Src, JAK1 et PKC) qui la phosphorylent au niveau de la
tyrosine inter-[CR2 -CR3]. Lorsqu’elle est phosphorylée, la B-Raf se dimérise et déclenche une cascade
de signalisation (41).

Abréviations : CR : Complement Receptor ; GTP : Guanosine triphosphate ; JAK1 : Janus Kinase I,
PKC : Protein kinase C ; PPlase : Peptidylprolyl isomerase ; RKIP : Raf Kinase Inhibitor Protein

Lorsqu’elle est active, B-Raf considérée MAPKKK, phosphoryle et active la protéine MEK
qui est une MAPKK. Une fois activée MEK phosphoryle I’ERK, une MAPK qui phosphoryle

les protéines cytosoliques et nucléaires (Figure 27)(43).
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Figure 27 : Schéma récapitulatif de la voie de signalisation MAPK classique(41)

La voie des MAPK classique commence par un facteur extracellulaire qui active une tyrosine kinase
réceptrice « RTK », ce qui déclenche un signal d'activation transmis a SOS par I'intermédiaire de Grb2.
Sur Ras, SOS catalyse I'échange de nucléotides. Le Ras-GTP actif déclenche B-Raf, qui active a son
tour une cascade de kinases comprenant MEK1/2 et ERK1/2. Les ERK1 et 2 phosphorylent et activent
un ensemble de facteurs de transcription qui se lient a certains motifs de séquence d'ADN et stimulent
la transcription de genes cibles clés (41).

Abréviation : RTK : Receptor tyrosine kinase ; Grb2 : Growth factor receptor-bound protein 2 ; SOS :
Son of sevenless ; GDP : Guanosine diphosphate ; GTP : Guanosine triphosphate ; MEK 1/2 :
MAPK/ERK Kinase 1/2 ; ERK 1/2 : Extracellular signal-regulated kinase 1/2

1.2.1.4 Action sur le cycle cellulaire

Les ERKs actives se déplacent vers le noyau, ou elles phosphorylent des facteurs de
transcription pré-existants, comme Elk-1 (ETS Like-1 protein), qui induisent a leur tour la
transcription de genes précoces immédiats comme Fos. Ce processus permet 1'induction de la
cycline D qui contribue de mani¢re fondamentale au passage de la phase GO/G1 a la phase S

(44).
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1.2.2 La voie de la PI3K/Akt (phosphatidylinositol-3 kinase)

1.2.2.1 Définition

La voie de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) est impliquée dans le controle de multiples
fonctions cellulaires, notamment la prolifération, la croissance, I’apoptose et la réorganisation
du cytosquelette(45). Il s’agit d’une voie qui se déclenche aprés activation d’un récepteur ayant
une activité tyrosine kinase « RTK » par un facteur de croissance (38).

1.2.2.2 Structure et fonction des PI3K

La PI3K impliquée dans cette voie de transduction de signal appartenant a la classe I des PIK3s,
génere un second messager, par phosphorylation des phosphatidylinositols phosphate(46).
Cette lipide kinase est un hétéro-dimere constitué de deux sous-unités: une sous-unité

catalytique d’environ 110 KDa (p110) et une sous-unité régulatrice (p85) (figure 28) (47).

p85 [545] ro] noGAP homol [P Sv2] | _piios0 ] [e] sourie
p110(1.B.5[ p85 BD H GTPase BD I | Cc2 l helical [ Kinase | ::;SI;:‘(;EZ

Figure 28 : Structure des sous unités p110/p85 des PI3K(41)

La composante régulatrice p85 est dotée de différents domaines : deux domaines SH2, qui se lient aux
phospho-tyrosines des récepteurs ou des proteines IRS, séparés par un domaine inter-SH2 « p110 BD »
responsable de la liaison avec la p110. Deux domaines riches en prolines « Pro », qui interagissent avec
les domaines SH3, séparés par un domaine BH (BCR homology domain) également appelé « RhoGAP
homology domain » qui se lie aux GTPases de la famille rho ; et enfin d’'un domaine SH3 N-terminal
composé d'acides aminés aromatiques et constituant un site de liaison PRM (47).

La sous-unité catalytique p110 est composée des domaines conservés suivants : un domaine N-terminal
qui interagit avec la sous unité régulatrice « p85 BD », un domaine de liaison a la protéine
Ras « GTPase BD », un domaine hélicoidal et un domaine kinase catalytique C-terminal (48).
Abréviations : SH3 : SRC Homology 3 Domain ; SH2 : SRC Homology 2 Domain ; Pro : Proline-rich
domain ; RhoGAP : Rho GTPase-activating ; p110 BD : p110 binding domain ; p85 BD : p85 binding
domain ; GTPase BD : GTPase-binding domain ; C2: domains that target the proteins to the
membrane ; PRM : Proline-rich motif

Les substrats de cet enzyme sont des phosphatidylinositols phosphate, des lipides complexes
dont les chaines d’acides gras sont incorporées dans la couche lipidique membranaire. Le

phosphatidylinositol 4,5 diphosphate (PIP2) est susceptible d’étre phosphorylé en position 3 du

45



cycle inositol, par catalyse de la PI3K, pour former le phosphatidylinositol 3, 4, 5 triphosphate
(PIP3) qui constitue un second messager. La réaction inverse est catalysée par la phosphatase

« PTEN » (figure 29) (41).
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Figure 29 : Activité catalytique des PI3K de classe 1(41)

Les phosphatidylinositol phosphates sont des lipides membranaires composés d’acides gras associés a
la membrane, liés au glycérol liant les acides gras a des cycles inositol cytosoliques. La PI3K convertit
le PIP2 en PIP3 en phosphorylant le groupement OH en position 3 du cycle inositol. La PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10) catalyse le processus inverse (45).

1.2.2.3 Activation des PI3K

La PI3K peut étre activée par les récepteurs tyrosine kinase (RTK) a travers une variété¢ de
mécanismes (figure 30)(45) :

- par liaison directe aux résidus phosphotyrosines des RTK, a travers le domaine SH2 de la sous
unité p85(45) ;

- par liaison indirecte a travers une protéine adaptatrice IRS 1 ou IRS 2 (45). En effet, lorsqu'un
domaine SH2 interagit avec des résidus contenant de la phosphotyrosine, la sous-unité
régulatrice subit un changement de conformation qui est transmis a la sous-unité catalytique
p110 via le domaine IS, ce qui entraine l'activation de l'enzyme (47).

- indirectement par l'intermédiaire de la protéine RAS, qui se lie a la sous-unité p110 et I’active

(45).
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Figure 30 : Les mécanismes d'activation des PI3K(45)

L’activation du RTK par un ligand engendre le recrutement de 1’hétéro-dimére PI3K a la face interne
de la membrane cytoplasmique et son activation. L’activation peut étre directe par liaison du domaine
SH2 de la sous unité régulatrice p85 au résidu phospho-tyrosine du récepteur, ou indirecte via une
protéine adaptatrice IRS. De méme, la liaison de PI3K a RAS activé peut aussi stabiliser sa localisation
membranaire et activer son domaine catalytique p110. Une PI3K activée peut ainsi convertir PIP2 en
PIP3 constituant le second messager (45).

Abréviations : RTK : Receptor tyrosine kinase ; IRS 1/2 : Insulin receptor substrate 1/2 ; SH2 : Src
Homology 2; Grb2 : Growth factor receptor-bound protein 2 ; GAB2 : GRB2-associated-binding
protein 2 ; SHC : Src homology/collagen

e La signalisation en aval de la PI3K

Le PIP3 formé permet de recruter, au niveau de la membrane, un sous-ensemble de protéines
de signalisation dotées de domaines « PH » (pleckstrin homology domains).

» Akt/PKB

La sérine thréonine kinase Akt/PKB (Ak strain transforming/Protéine Kinase B) se lie donc par
son domaine PH au PIP3 solidaire de la membrane plasmique. Une autre sérine thréonine
kinase, la PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent Kinasel) est également recrutée au niveau
membranaire via le PIP3 (46). Celle-ci catalyse la phosphorylation de I’ Akt/PKB au niveau de
la thréonine 308. Une seconde phosphorylation de I’Akt/PKB au niveau de la sérine 473
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semblerait nécessaire a I’acquisition d’une activité maximale de I’Akt/PKB (45,48). Lorsque
cette dernicre est active, elle constitue un nceud central dans la transduction du signal et interagit
avec plusieurs protéines clés du réseau de signalisation intracellulaire présentés dans la figure

31 (41).
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Figure 31 : La voie de signalisation PI13K(45)

L’activation de I’hétérodimére PI3K génére des seconds messagers PIP3 permettant d’activer Akt. Une
fois activé, I'Akt intervient dans l'activation et l'inhibition de nombreuses cibles par le biais de la
phosphorylation (45). En effet, Akt permet d’échapper a 1’apoptose en inactivant les facteurs pro-
apoptiques BAD et FKHR, ainsi qu’ en activant les facteurs de survie NF-kB (46). Akt assure
également la survie cellulaire par activation des Mdm2 impliqués dans la dégradation de la protéine
suppresseur de tumeur p53 (48). Akt permet aussi la croissance cellulaire en ciblant la GSK3p et la voie
mTOR (46).

Abréviations : RTK : Receptor tyrosine kinase ; IRS 1/2 : Insulin receptor substrate 1/2 ; PDK1 : 3-
Phosphoinositide-dependent kinase 1; PDK2 : Pyruvate Dehydrogenase Kinase 2 ; Akt : Ak strain
transforming ; Mdm?2 : Murine Double Minute 2 ; mTOR : Mammalian target of rapamycin ; GSK3p :
Glycogen synthase kinase 3 beta ; NF-xB : Nuclear Factor KAPPA-light-chain-enhancer of activated B
cells; FKHR : Forkhead Homologue in Rhabdomyosarcoma ; BAD : Bcl-2 associated Agonist of cell
Death
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» Cible mammalienne de la rapamycine (mTOR)

= Définition

La cible mammalienne de la rapamyine« Mammalian target of rapamycin » (mTOR) est une
sérine/thréonine protéine kinase de 289 kDa, exprimée de manic€re ubiquitaire dans tout
l'organisme, qui module le métabolisme, la survie cellulaire, la transcription des genes et les
composants du cytosquelette(49).

= Structure

La mTOR forme la sous-unité catalytique de deux complexes protéiques distincts, appelés
complexes mTOR 1 (mTORCI) et 2 (mTORC2)(figure 32)(50). Le complexe mTORCI1 est
défini par ses trois principales composantes : mTOR, Raptor (Regulatory protein associated
with mTOR) et mLST8 (mammalian Lethal with Secl3 protein 8). En complément, mMTORC1
comporte également deux sous-unités inhibitrices PRAS40 (Proline-Rich Akt Substrate of 40
kDa) et DEPTOR (DEP domain containing mTOR interacting protein)(50).

Comme mTORCI, le complexe mTORC2 contient également mTOR et mLSTS. Cependant,
au lieu de Raptor, mTORC2 contient Rictor (Rapamycin insensitive companion of mTOR) qui
remplit une fonction analogue. mMTORC?2 contient également DEPTOR ainsi que les sous-unités
régulatrices mSinl (mammalian stress-activated protein kinase (SAPK)-interacting protein 1)
et Protor1/2 (Protein observed with Rictor-1/2)(50).

Du point de vue structural, mTOR contient 2549 acides aminés et la région des 1200 premiers
acides aminés N-terminaux contient jusqu'a 20 motifs HEAT (Huntingtin, Elongation factor 3,
une sous-unité de la protéine phosphatase-2A et TOR1) répétés en série. Cette région est suivie
d'un domaine FAT [FRAP, ATM, et TRRAP] (membres de la famille PIKK) et d’un site de
fixation pour la Rapamycine (un inhibiteur pharmacologique de mTOR). Un domaine kinase
catalytique et un domaine FATC (FAT Carboxyterminal) sont situés en aval a l'extrémité C-

terminale de la protéine(51).
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Figure 32 : Structure de mTOR et des complexes mTOR(52)

(A) Domaines structurels de mTOR comprenant les résidus de phosphorylation, les régions de
liaison 8 RAPTOR ou RICTOR ainsi que celles d'interaction avec la rapamycine et Rheb(52).
(B) La composition des complexes mTORC1 et mTORC2. Les protéines RAPTOR et PRAS40
sont distinctes du complexe mTORC1. DEPTOR ainsi que mLST8 sont présents dans les deux
complexes. Les protéines RICTOR, mSINI et PROTOR sont toutes exclusivement liées a
mTORC2(52).

Abréviations : HEAT : Huntingtin, Elongation factor 3, Alpha-regulatory subunit of protein
phosphatase 24 and TORI ; domaine FAT : FRAP-ATM-TRAAP ; domaine FRB : FKBP12—
Rapamycin-Binding domain ; NRD : Negative Regulatory Domain ; KD : Kinase Domain ;
FATC : FRAP, ATM, TRRAP C-terminal ; RAPTOR : Regulatory-Associated Protein of mTOR

; PRAS40 : 40-kDa Proline-Rich Akt
Substrate ; DEPTOR : DEP domain containing mTOR-interacting protein ; mLST8 :
mammalian lethal with SECI13 protein 8 ; RICTOR : Rapamycin-Insensitive Companion of
mTOR ; mSIN1 : mammalian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1 ; PROTOR
(the protein observed with RICTOR)

= Activation

L'Akt inhibe l'activité GTPase du complexe TSC1/2 (Tuberous Sclerosis Complex 1 and 2) en
phosphorylant le TSC2(41). Il s’agit de deux protéines possédant une activité GTPase (GAP)
capables d'inhiber la petite protéine Rheb. Lorsque l'action inhibitrice des TSC1/2 est levée,
Rheb activé se lie a son tour au complexe mTORCI et stimule son activité protéine

kinase(Figure 33)(48).
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Figure 33 : L'axe de signalisation PI3K-AKT-mTOR(46)

L'Akt inhibe l'activité GTPase du complexe régulateur TSC1/2 en phosphorylant le TSC2. En
conséquence, mMTORCI est activé (41). TORCI1 phosphoryle a son tour les régulateurs nécessaires a
l'initiation de la traduction de ' ARNm, déclenchant ainsi la synthése des protéines (48).

Abréviations : mTOR : Mammalian target of rapamycin ; PH : Pleckstrin Homology domain ; Rheb
GTP : Human Ras homolog enriched in brain GTPase ; TSC1/2 : Tuberous sclerosis complex 1 and 2

1.2.2.4 Action sur le cycle cellulaire

L’Akt/PKB déclenche un réseau qui régule positivement la progression du cycle cellulaire
G1/8S, entrainant une augmentation de la cycline D1, et I'inhibition des facteurs de transcription
de la famille Forkhead et du suppresseur de tumeur tubérine (TSC2), ce qui entraine une
dimunition de p27Kip1 (53). Cette derniére, et comme indiqué précedemment dans le chapitre

intitulé cycle cellulaire, étant une protéine inhibitrice de Cdk et du cycle cellulaire.
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1.2.3 La voie des cytokines JAK/STAT

1.2.3.1 Définition

Le systeme de signalisation JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription) controle la prolifération, la différenciation, la migration et I'apoptose, en réponse
a une variété de cytokines et de facteurs de croissance (54).

Il s'agit d'une courte cascade de signalisation dans laquelle la cytokine nécessite seulement trois
composantes pour induire une réponse : un récepteur, une protéine kinase JAK et un facteur de
transcription STAT (55).

1.2.3.2 Structure

» JAK (Janus Kinase)

L'alignement des séquences a permis d'identifier sept régions d'homologie JAK (JH)
commengant par un domaine tyrosine kinase (JH1) a I'extrémité carboxyle (C), un domaine
pseudo-kinase (JH2), un domaine de type SH2 (JH3-4), et enfin un domaine divergent
d'homologie FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin) (JH4-7) a l'extrémité amino-
terminale, JH4 croisant a la fois les domaines SH2 et FERM (figure 34)(56).

Le module de liaison du récepteur est constitu¢ des domaines FERM et SH2. Tandis que la
pseudokinase, qui possede une structure kinase normale mais ne dispose pas des résidus

catalytiques cruciaux, est considérée comme modulant I'activité kinase(57).

» STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)

Chaque STAT possede sept caractéristiques conservées : un domaine N-terminal (NT), un
domaine en spirale (CC), un domaine central de liaison a I'ADN (DBD), une région de liaison,
un domaine SH2 suivi d'un seul résidu tyrosine conservé, et un domaine de transactivation C-
terminal (TAD)(figure 34)(56).

Le domaine NT assure le lien entre les molécules STAT, ce qui facilite leur dimérisation. Quant
au domaine CC, il facilite la liaison avec d'autres facteurs de transcription et participe également
a la translocation nucléaire. Le domaine DBD assure la reconnaissance et la liaison a des

séquences cibles d'ADN, tandis que le domaine SH2 se lie a la phosphotyrosine contenue dans
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les récepteurs ainsi que les molécules STAT. Enfin, la région TAD interagit avec de nombreux

co-activateurs transcriptionnels (58).

V617F (JAK2)

FERM SH2-like Pscudokinase Kinase
JAKRE 'R 1 R BUE

»E
STAT NT Coiled:Coil DBD LINKER BESH2S TAD

Figure 34 : Organisation des domaines JAK et STAT(56)

L’organisation en domaines des protéines JAK et STAT divise la protéine JAK en sept régions JH et la
protéine STAT en sept domaines conservés : NT, CC, DBD, région liante, SH2, résidue tyrosine (Y) et
TAD.

Abréviations : FERM : Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin ; JH : JAK homology ; NT : N-terminal
region ; DBD : DNA binding domain ; SH2 : Src Homology 2 ; TAD : Transcriptional Activation
Domain

1.2.3.3 Activation

Lorsque le ligand spécifique se lie au récepteur de surface, la dimérisation du récepteur associé
au JAK active la kinase JAK par trans-phosphorylation mutuelle (59). Une fois activée, les
JAK phosphorylent les terminaisons intracellulaires des récepteurs sur des tyrosines spécifiques
qui, a leur tour, servent de sites d'accueil pour les facteurs de transcription STAT cytosoliques
(55). JAK phosphoryle STAT au niveau de ce site de liaison, ce qui entraine la séparation de
STAT du récepteur et la formation d'homodimeres ou d'hétérodimeres via des interactions
réciproques entre domaines SH2 et phosphotyrosines (60). Il s’ensuit la translocation nucléaire
de STAT, et par conséquent, son activité en tant que facteur de transcription par modulation de
I'expression des genes cibles (59,60). Trois principaux types de protéines sont impliqués dans
la régulation négative de la voie de signalisation JAK/STAT : les PIAS (protein inhibitor of
activated STAT), la famille CIS/SOCS (suppressor of cytokine signaling) et les PTP (protein
tyrosine phosphatase) (Figure 35)(60).
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Figure 35 : La voie de signalisation JAK/STAT(60)

Une cytokine se lie a un récepteur particulier et permet la transactivation des Janus Kinases (JAK) qui
I'accompagnent. Les JAK activées phosphorylent ensuite les tyrosines des domaines intracellulaires du
récepteur, ce qui entraine le recrutement des facteurs STAT et leur translocation dans le noyau. Les
STAT transportés dans le noyau régulent en amont la transcription des génes cibles des cytokines (55).
La régulation négative de la voie JAK/STAT est réalisée par les protéines : PIAS, SOCS et PTP. Les
PIAS inhibent la liaison des STAT a I’ADN. Les SOCS empéchent 1’activation des STAT, seules ou en
formant un complexe avec I’élongine B/C et culline5 qui dégrade JAK ou STAT. Les PTP
déphosphorylent JAK, STAT ou les récepteurs (60).

Abréviations : JAK : Janus kinase ; PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT ; PTPs : Protein tyrosine
phosphatases ; SOCS : Suppressors of cytokine signaling ; STAT : Signal Transducer and Activator of
Transcription

1.2.3.4 Action sur le cycle cellulaire

Les kinases activées par Janus ou protéine kinase JAK et leur substrat, le transducteur de signal
et l'activateur de transcription a savoir la protéine STAT, favorisent la progression G1/S et
G2/M du cycle cellulaire par l'intermédiaire de la régulation de la Cycline D et de la Cdc25
(61).
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1.2.4 La voie de signalisation Notch
1.2.4.1 Définition
La signalisation transmise par les récepteurs Notch (signifiant « encoche » en anglais)
influence, par effet juxtacrine, la différenciation et la prolifération cellulaire dans une grande
variété de cellules en controlant la configuration spatiale, la synchronisation et le destin
cellulaire tout au long du développement (62,63).
Cette voie présente la particularité de communiquer les signaux entre les cellules adjacentes a
travers ces récepteurs et leurs ligands qui sont des protéines transmembranaires a passage
unique exprimées a la surface des cellules (62).
1.2.4.2 Structure

e Les récepteurs Notch
Il existe quatre types de récepteurs glycoprotéiques transmembranaires (1 a 4) codés par les
genes NOTCH, avec une organisation modulaire qui assemble plusieurs motifs structuraux(62).
En effet les récepteurs Notch sont constitués de trois domaines : un domaine extracellulaire
NECD (Notch extracellular domain), un domaine transmembranaire NTM (Notch
transmembrane domain) et un domaine intracellulaire NICD (Notch intracellular domain)
(figure 36)(64).
Le domaine extracellulaire contient entre vingt-neuf et trente-six séquences répétées d’EGF
(facteur de croissance épidermique), dont les motifs EGF 11 et 12 essentiels pour la liaison au
ligand (65), suivies d'une région de régulation négative NRR, constituée de trois segments
Lin12 riches en cystéine LNR (Lin-12/Notch repeats) et d’un domaine d'hétérodimérisation
HD, qui lie les acides aminés C-terminaux du fragment NECD a I’extrémité N-terminale du
fragment NICD li¢ a la membrane (41,64). Du c6té intracellulaire, le récepteur est constitué
d'un domaine RAM, de six répétitions d'ankyrine ANK de signaux de localisation nucléaire et
d'un domaine C-terminal PEST (désignant une séquence riche en acides aminés Pro, Glu, Ser

et Thr) (62,65).
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Figure 36 : Structure des récepteurs Notch 1 (modifiée avec BioRender.com)(41)

Les récepteurs Notch subissent un clivage protéolytique par une protéase de type furine au niveau du
site S1, pendant leur transport vers la surface cellulaire (62). Ce clivage produit deux fragments liés par
interactions non-covalentes : le fragment extracellulaire NEC et le fragment transmembranaire et
intracellulaire NTMIC (41). Au niveau du fragment NEC, la région régulatrice NRR composée du
domaine d’hétérodimérisation protége le site de clivage S2. Vers l'extrémité N-terminale du fragment
NEC se trouve un ensemble de résidus EGF qui interagissent avec les ligands(41). En complément, la
fraction intracellulaire est constituée d'un domaine RAM qui se lie a des protéines de liaison de I’ADN,
des domaines ANK qui recrutent les activateurs transcriptionnels, des séquences de signal de
localisation nucléaire (NLS) et d’un domaine PEST (38).

Abréviations : NEC : Notch extracellular subunit ; EGF : Epidermal growth factor ; PEST : proline (P),
glutamic acid (E), aspartic acid (D), serine (S), and threonine (T) ; NTMIC : Notch transmembrane and
intracellular subunit ; NIC : Notch Intracellular subunit ; RAM : Recombination signal binding protein
for immunoglobulin Kappa J-Associated Molecule.

e Les ligands
Les ligands sont des protéines transmembranaires subdivisées en deux classes, Delta ou Delta-
like (DI1) et Jagged, caractérisées par un domaine N-terminal DSL (Delta, Serrate et LAG-2)

essentiel aux interactions avec le récepteur Notch (figure 37)(65).
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Figure 37 : Structure des ligands Delta-like et Jagged(64)

Le domaine extracellulaire des ligands se compose d'un domaine DSL, de séquences répétées EGF et
d'une région riche en Cys dans les ligands Jagged 1 et Jagged 2, qui est absente dans les ligands de type
Delta (D111, DII3 et D114) (64).

Abréviations : DSL : Delta, Serrate and LAG-2 ; EGF : Epidermal growth factor

1.2.4.3 L’activation de la voie Notch

La voie de signalisation Notch est initiée par une trans-interaction entre un récepteur Notch et
le ligand Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) d'une cellule adjacente (64). Les événements associés a
cette interaction, perturbent l'interface entre les deux sous-unités Notch associées par liaison
non covalente (62). Cela permet le clivage protéolytique au niveau du site S2 de la NECD par
la métalloprotéase 10 (ADAMI10) ou 17 (ADAMI17)/TACE, produisant la protéine de
troncature extracellulaire de Notch liée a la membrane (NEXT). Ensuite, un second clivage
protéolytique a lieu au niveau du site NTM site S3 par la y-sécrétase (64). Ces clivages
protéolytiques successifs libérent la partie intracellulaire (ICN) de la membrane qui se déplace
vers le noyau (62). Au niveau du noyau, le fragment ICN se lie au facteur de transcription CSL

et I’active (figure 38)(64).
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Figure 38 : Schéma de 1'activation du récepteur Notch(64)

L'activation par le ligand déclenche une série de clivages protéolytiques du récepteur qui libérent le
fragment intracellulaire NICD de la membrane (62). Le NICD libéré dans le cytoplasme se déplace dans
le noyau et interagit avec la protéine CSL en remplacant les corépresseurs dans le complexe CSL. Ceci
facilite le recrutement des co-activateurs MAML1 (Mastermind-like 1) et p300, permettant ainsi de
convertir CSL d'un répresseur transcriptionnel en un activateur transcriptionnel des génes cibles (64).
Abréviations : JAG : Jagged ; DLL : Delta-like Notch ligands ; DSL : Delta, Serrate and LAG-2 ;
NECD : Notch extracellular domain ; LNR : LIN-12-Notch repeats ; TACE : TNF-o-converting
enzyme ; NICD : Notch intracellular domain ; ANK : Ankyrin repeats ; PEST : proline (P), glutamic
acid (E), aspartic acid (D), serine (S), and threonine (T) ; CSL : CBF'1, Suppressor of Hairless, Lag-1 ;
NCoR : Nuclear Corepressor Receptor ; MAMLI : Mastermind-like 1

1.2.4.4 Action sur le cycle cellulaire

Les signaux Notch facilitent la transition GO/G1 en activant le géne Myc, qui joue un rdle dans
la progression du cycle cellulaire, ainsi que la cycline D1. En revanche, ces signaux inhibent la
transition G1/S. En conséquence, les cellules au cours d’un cycle restent plus longtemps dans
une phase G1 caractérisée par une synthese protéique amplifiée. La signalisation Notch retarde
¢galement l'entrée en phase S par la régulation négative de l'assemblage du complexe de pré-

réplication de 'ADN (66).
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1.2.5 La voie de signalisation Wnt
1.2.5.1 Définition
Lorsque la voie de signalisation Wnt « Wingless/Integrated » se déroule dans un contexte
homéostatique, elle régule le destin cellulaire, la prolifération et I'auto-renouvellement des
cellules souches et progénitrices tout au long de la vie des individus (67).
Les protéines Wnt sont des glycoprotéines sécrétées qui se lient au domaine extracellulaire N-
terminal riche en cystéine de la famille des récepteurs Frizzled (Fz), qui sont au nombre de dix
chez I'homme(68). La protéine Fz est une protéine a sept domaines transmembranaires et
présente une homologie topologique avec les récepteurs couplés aux protéines G(68). Outre
l'interaction entre Wnt et Fz, des co-récepteurs sont également nécessaires pour la médiation de
la signalisation Wnt(68).
La voie Wnt est généralement divisée en deux catégories : une signalisation canonique
dépendante de la B-caténine et une signalisation non canonique indépendante de la f-
caténine(69).
La B-caténine est une protéine a double fonction, codée par un seul géne chez 'homme. Elle est
un composant essentiel de deux processus fondamentaux a savoir l'adhésion cellulaire et la
signalisation cellulaire Wnt(70). Sa structure primaire consiste en un domaine amino-terminal
de 149 acides aminés, suivi d'un domaine central de 515 résidus composé de 12 répétitions
armadillo (arm), et d'un domaine C-terminal de 108 résidus(71).
1.2.5.2 Activation

e La voie Wnt « canonique » dépendante de la B-caténine
En I'absence de signalisation Wnt, la B-caténine cytoplasmique est dégradée par un complexe
de destruction de la B-caténine qui comprend : I'Axin, 1'adénomatose polyposique coli (APC),
la glycogene synthase kinase 3 (GSK3) et la caséine kinase 1a (CK1a) (68).
Ce complexe de destruction phosphoryle la B-caténine et conduit & son ubiquitination par une
ubiquitine ligase E3 appelée B-TrCP permettant de la cibler pour une dégradation
protéasomique. Par conséquent, la B-caténine n'est pas transloquée vers le noyau (figure

39)(72).
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La voie de signalisation est activée par I’interaction du ligand Wnt avec le récepteur Frizzled et
le co-récepteur LRP5 ou LRP6 (low density lipoprotein receptor-related protein 5/6) (67).

Apres la liaison de Wnt au complexe récepteur, le signal est transmis a la phosphoprotéine
cytoplasmique Dishevelled (Dsh/Dvl) (68). L'assemblage de Dvl fournit une matrice pour la
relocalisation d'Axin/GSK3, favorisant ainsi la phosphorylation de LRP6 par CK1 et GSK3-
B pour initier la signalisation en aval(70,72,73). Le recrutement consécutif des médiateurs de
signalisation en aval entraine le désassemblage du complexe de destruction de la B-caténine
(figure 39) (73). La B-caténine s'accumule ensuite dans le noyau, se lie aux protéines LEF
(lymphoid enhancer-binding factor) et TCF (T cell factor) et agit comme un co-activateur de

transcription pour moduler I'expression de génes cibles (67).

Frizzled

Figure 39 : La signalisation Wnt dépendante de la f-caténine(67)

En l'absence d'un ligand Wnt, la phosphorylation de la B-caténine par le complexe de destruction ,
composé de axin, APC, CK1 et GSK3p, conduit & son ubiquitination par B-TrCP la ciblant pour une
dégradation protéasomique (72). Par conséquent, lorsqu'un faible taux de B-caténine existe, les génes
cibles de Wnt sont réprimés par la famille des répresseurs de transcription Groucho , qui se lient aux
protéines LEF et TCF et empechent ainsi I’expression des genes cibles (67).

En présence du ligand Wnt, un complexe récepteur se forme entre Fz et LRP5/6. Le recrutement de Dvl
par Fz entraine la phosphorylation de LRP5/6, et le recrutement d'Axin(74). Cela perturbe la
phosphorylation/dégradation de la B-caténine médiée par Axin, permettant a la B-caténine de
s'accumuler dans le noyau ou elle sert de co-activateur pour TCF afin d'activer les génes sensibles a
Wnt(74).

Abréviations : LRP : LDL receptor—related protein ; APC : Adenomatous polyposis coli ; CK1 : Casein
kinase 1 ; GSK3B : Glycogen synthase kinase-3f ; LEF : lymphoid enhancer factor ; TCF : T cell factor
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e La voie Wnt « non canonique » indépendante de la B-caténine
Cette voie peut étre divisée en deux branches distinctes, la voie de la polarité cellulaire planaire
ou PCP et la voie Wnt/Ca2+ (figure 40)(68).
» La voie PCP
La voie PCP module le cytosquelette d'actine en activant les petites protéines G, Rho et Rac.
En effet lorsque DAAMI1 (Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1) est associé a
la phosphoprotéine Dishevelled et la petite protéine Rho, il affecte le remodelage de l'actine
médié par la kinase INK (JUN N-terminal kinase) en régulant la protéine kinase 1 associée a la
protéine Rho (RoCkl) et le complexe [GTPase Dishevelled-Rac](67). Il a ét¢ démontré que
cette branche de signalisation joue un rdle dans le modelage dorso-ventral et la séparation des
tissus chez l'embryon (67).
> La voie Wnt/ Ca?*
La voie de Wnt/Ca’*est impliquée dans le cancer, l'inflammation et les maladies
neurodégénératives. La liaison du ligand Wnt a un récepteur Fz entraine l'activation de la
phospholipase C (PLC), qui stimule la production de certaines molécules de signalisation, telles
que le diacylglycérol (DAG) et I’inositol 1, 4, S-triphosphate (IP3). L'IP3 déclenche la
libération intracellulaire de Ca*'et l'activation de molécules effectrices comme la protéine
kinase C (PKC), la kinase II dépendante de la calmoduline (CAMKII) et la calcineurine. Par

conséquent, cela permet d'activer le régulateur transcriptionnel NFAT (72).
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Figure 40 : La signalisation Wnt indépendante de la B-caténine(69)

Dans la signalisation Wnt/PCP, les ligands de Wnt se lient au complexe de récepteurs ROR-Frizzled
pour recruter et activer Dvl. Dvl activée se lie a la petite GTPase Rho par la désinhibition de la protéine
cytoplasmique DAAMI Les petites GTPases Racl et Rho activent en synergie ROCK (Rho kinase) et
JNK qui est alors transloquée dans le noyau agissant comme facteur de transcriptionentrainant des
réarrangements du cytosquelette (69).

D'autre part, la voie WNT/Ca+2 active le PLC pour produire du DAG et de I'IP3, ce qui entraine des
flux de calcium intracellulaire qui activent des isoformes de PKC supplémentaires a la calcineurine et
aux kinases modulées par le calcium (CAMKII). Présentant alors une réponse transcriptionnelle NFAT-
dépendante (72).

Abréviations : Ror : Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor ; Dvl : Dishevelled ; DAAMI :
Dishevelled associated activator of morphogenesis 1 ; Racl : Ras-related C3 botulinum toxin substrate
1 ; RhoA : Ras homolog family member A ; RhoK : Rho-kinase ; InK : Jun N-terminal kinase ; PLC :
Phospholipase C ; DAG : Diacylglycerol ; 1P3 : Inositol 1,4,5-trisphosphate ; PKC : Protein kinase C ;
CaMKII : Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Il ; Cdc42 : Cell division control protein 42
homolog ; NFAT : Nuclear Factor of Activated T Cells
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1.2.5.3 Action sur le cycle cellulaire

Parmi les sites chromosomiques trans-activés par la f-caténine nucléaire figurent deux moteurs

importants de la phase G1 du cycle cellulaire, la cycline-D1 et le géne c-Myec. 1l a également

été démontré que la B-caténine inhibe l'acétylation des histones et l'activité transcriptionnelle
du geéne P53. Le point de contrdle G1/S est ainsi déréprimé, ce qui entraine une transition plus

rapide vers la phase S du cycle cellulaire (66).

1.3  Génes supervisant la multiplication cellulaire

Dans une cellule saine, la prolifération est régulée par I'équilibre entre les signaux favorisant la

croissance provenant des proto-oncogenes et les signaux inhibant la croissance provenant des

genes suppresseurs de tumeurs (75). En effet, pour assurer cette homéostasie proliférative, les
proto-oncogenes et les geénes suppresseurs de tumeurs sont activés, tour a tour, lors de la

régénération, la croissance, la réparation ou la mort cellulaire (76).

1.3.1 Proto-oncogénes

Les proto-oncogeénes codent des protéines régulatrices intracellulaires, des facteurs de

croissance, et des récepteurs qui occupent des sites intracellulaires et membranaires spécifiques.

Ces ¢éléments jouent un role important dans la croissance et la différenciation cellulaire (77).

Lorsque les proto-oncogénes sont altérés, ils peuvent acquérir une activité excessive par

déregulation et se transformer en oncogenes (78). Les mutations qui produisent des oncogenes

sont généralement génétiquement dominantes. Si I'un des chromosomes d'une paire d’all¢les
est porteur d'une mutation génétique, le produit du geéne est susceptible de générer un signal de

division, et une tumeur peut en résulter(Figure 41) (79).

» Les mécanismes d’activation d’oncogénes

Il existe quatre mécanismes principaux par lesquels les proto-oncogenes peuvent devenir des

oncogenes (tableau 2)(80).

e La mutation ponctuelle ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism): il s’agit d’une
substitution d'une seule base azotée dans la chaine d'ADN donnant lieu a une protéine
mutée(80).

e L’amplification génique : Cette 1ésion est associée a un nombre accru de copies d'un proto-

oncogene(80).
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e Le réarrangement chromosomique : Translocations et délétions de parties de
chromosomes conduisent a la juxtaposition de génes qui ne sont normalement pas proches
les uns des autres. Ces réarrangements forment de nouveaux complexes génétiques, dans
lesquels un géne joue le réle de promoteur pour I'autre(80).

e La mutation par insertion : Ce mécanisme d’activation se produit par insertion d'un géne

viral dans I'ADN humain, entrainant un déréglement génétique(80).

Tableau 2 : Exemples de proto-oncogénes et leurs mécanismes d'activation(77)

Proto-oncogéne Fonction de la protéine Mécanisme d’activation
codée
Protéine liant le GTP
KRAS Protéines liant le GTP Mutation ponctuelle
NRAS Protéines liant le GTP
Protéine nucléaire Amplification génique
MYC Protéine nucléaire
KRAS Protéines liant le GTP
Protéine nucléaire Réarrangement
ABL Protéine tyrosine kinase chromosomique
Protéine nucléaire Mutation d’insertion

Récepteur de facteur de

croissance

Abréviations: HRAS : Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog, KRAS : Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog, NRAS : Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene

homolog, MYCN : v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene neuroblastoma derived

homolog, MYC: myelocytomatosis, ABL: Abelson proto-oncogene, FErbB :

Erythroblastic leukemia viral oncogene
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1.3.2 Génes suppresseurs de tumeur

Un géne suppresseur de tumeur génére une protéine qui normalement inhibe la division et la
prolifération cellulaires (81). Les protéines codées par ces génes fonctionnent dans un ensemble
diversifi¢ de processus cellulaires, notamment la division, la différenciation, la mort cellulaire
programmeée et la réparation de 'ADN (82).

L'action inhibitrice du produit de ce gene est perdue ou réduite lorsqu'il est muté. En effet, une
augmentation de la prolifération ou de la division cellulaire se produit par défaut d'activité du
gene suppresseur de tumeur (81).

Les geénes suppresseurs de tumeurs peuvent étre répartis en cingq grandes catégories (83):

1) Les geénes codant des protéines intracellulaires qui régulent la progression du cycle cellulaire
(p. e.pRB et pl6) ;

2) Les geénes codant des récepteurs ou des transducteurs de signaux qui limitent la prolifération
des cellules en réponse a des hormones émises (p. e. APC) ;

3) Les genes codant les protéines qui interviennent au niveau des points de contrdle et qui
déclenchent 1'arrét du cycle cellulaire en réponse a des 1ésions de I'ADN ou a des anomalies
chromosomiques (p. e. pl6 et pl4) ;

4) les geénes codant pour des protéines impliquées dans la réparation des erreurs de 'ADN (p.
e.p53);

5) Les geénes codant des protéines qui induisent l'apoptose (p. e. pS3 et la protéine 2 de

réparation des mésappariements de I'ADN (MSH2)).
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Tableau 3 : Les principaux génes suppresseurs de tumeurs connus(84)

Fonction

Géne suppresseur de

tumeur

Maladie héréditaire

associée

Signalisation par les molécules

d'adhésion

Régulation du cycle cellulaire
Régulation du cycle cellulaire,
apoptose

Réparation des cassures double

brin

Récepteur transmembranaire

Régulation transcriptionnelle
Catalyse l'inactivation de Ras
de la

cellulaire au cytosquelette

Liaison membrane
Régulation de la survie cellulaire
Réparation des mésappariements
de 'ADN

Régulation de  I'¢longation

transcriptionnelle

Polypose adénomateuse

Rétinoblastome

Syndrome de Li-Fraumeni

Cancer du sein

Carcinome épidermoide
cesophagien /
Adénocarcinome colorectal
Tumeur de Wilms
Neurofibromatose de type 1

Neurofibromatose de type 2

Syndrome de Cowden
Syndrome de Lynch

Syndrome de Von Hippel

Lindau

Abréviations : APC : Adenomatous polyposis coli, RB1 : Retinoblastoma 1, PS3 : Tumor

protein 53, BRCA : Breast cancer gene, DCC : Deleted in Colorectal Carcinoma,

WT1 : Wilms' tumor 1,NF : Neurofibromatosis, PTEN : Phosphatase and tensin homolog,
MSH2 : MutS homolog 2, MLH1 : MutL homolog 1, VHL : Von Hippel-Lindau syndrome
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Contrairement aux oncogenes, le développement des tumeurs causées par des geénes
suppresseurs de tumeurs défectueux est génétiquement récessif ; les tumeurs ne se produisent
que lorsque les deux chromosomes d'une paire ont un gene défectueux. En effet, le but de ces
genes est de supprimer la division cellulaire, et si I'un des deux all¢les d'un géne codant une

protéine est sain, la division cellulaire continuera a étre inhibée normalement (Figure 41) (79).

Oncogenes Tumor-suppressor genes
( . . L) 4 .
Dominant-acting mutation Recessive-acting mutation
Homozygous Homozygous
wild type (+/+) Heterozygous (+/-) wild type (+/+) Homozygous (-/~)
Mutationin Mutationin
either allele H - both alleles . -
(or mutation in one
l l 1 l l l and deletion in one) l 1
Normal growth- Hyperactive  Normal Normal growth- No inhibitory No inhibitory
stimulating stimulatory stimulatory limiting factors factor factor
factors factor factor l
Normal cell Excessive cell Normal cell Excessive cell
division proliferation division proliferation
) . _—

Figure 41 : Différence entre oncogénes et génes suppresseurs de tumeur(78)

Les oncogenes et génes suppresseurs de tumeur différent dans leur mode d’action et la dominance de
leurs mutations. Les proto-oncogenes produisent normalement des facteurs qui stimulent la division
cellulaire. Leurs alléles mutants (rouge) ont tendance a étre dominants : une copie de 1'alléle mutant est
suffisante pour induire une prolifération cellulaire excessive. Quant aux génes suppresseurs de tumeur,
ils produisent normalement des facteurs qui inhibent la division cellulaire. Et leurs alléles mutants sont
récessifs : les deux alléles doivent étre mutés pour produire une prolifération cellulaire (78).

2  DESEQUILIBRE DE L’HOMEOSTASIE TISSULAIRE ET REGULATION

2.1 Etapes de ’oncogenése

L’oncogenése ou la carcinogenese est un processus multi-paliers impliquant la modification et
la mutation de geénes qui régulent la fonction cellulaire normale. D'apres les expériences de
cancérogenese chimique menées sur des animaux, trois étapes successives ont été identifiées :

initiation, promotion et progression (85).
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2.1.1 Phase d’initiation

L'initiation est définie par des changements génétiques spontanés ou induits, notamment par

exposition a une substance cancérigene, qui conferent a la cellule un avantage prolifératif (86).

Il est possible de distinguer deux catégories de cancérigénes chimiques qui fonctionnent

comme initiateurs de la cancérogenése (87):

» cancérigénes a action directe, qui sont des substances chimiques pouvant induire une
transformation cellulaire sans subir une activation métabolique préalable, tels que, les
agents alkylants et les agents acylants.

» cancérigeénes a action indirecte ou pro-carcinogenes, qui nécessitent une transformation
métabolique dans 1'organisme pour avoir un pouvoir cancérigéne, comme par exemple, les
hydrocarbures polycycliques aromatiques ou les amines aromatiques.

Cette premiere étape altere le fonctionnement normal de I’ADN de fagon rapide, parfois

irréversible et cumulative suite a I’exposition. C'est souvent a ce stade qu'un carcinogéne

chimique est métaboliquement activé, devenant un carcinogene qui se lie a I'ADN et le modifie

(88). La formation de complexes ADN-carcinogeéne pourrait étre une condition préalable

nécessaire, mais non suffisante, a l'initiation d'une tumeur. Ces complexes de liaison a 'ADN

ainsi formés, responsables de 1'activation d'un proto-oncogene ou de l'inactivation d'un geéne

suppresseur de tumeur, peuvent étre considérés comme un événement initiateur de tumeur(89).

2.1.2 Phase de promotion

11 s’agit d’une période de prolifération et d'accumulation de cellules pré-néoplasiques, qui induit
des dommages génétiques supplémentaires et une amplification des mutations(86). En effet
cette étape consiste en l'instauration d'un état de prolifération soutenue, d'hyperplasie,
d'inflammation chronique et de stress oxydatif. Cela favorise I'expansion clonale des cellules
initiées a ADN muté pour former des tumeurs(90). Les agents exogénes et endogeénes qui
interviennent a ce niveau sont appelés promoteurs de tumeurs. Ces derniers ne sont ni
mutagenes ni génotoxiques(85). Ces agents dépourvus de pouvoir cancérigene se caractérisent
par leur capacité a réduire la période de latence pour la formation de tumeurs apres 1'exposition
d'un tissu a un initiateur de tumeur ou a augmenter le nombre de tumeurs formées dans ce méme

tissu. Par ailleurs, ils induisent la formation de tumeurs en association avec une dose d'un
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initiateur qui est trop faible pour étre cancérigene seul(89). Précisément, I’exposition répétée a

ces promoteurs de tumeur empéche la résolution de la prolifération et de 1'inflammation induites

(90).

Une comparaison des caractéristiques des initiateurs et des promoteurs est illustrée dans le

tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristiques distinctes des agents cancérigénes initiateurs et promoteurs(87)

Caractéristique Cancérigénes initiateurs Cancérigénes promoteurs

Mécanisme

Exposition

Réponse

Changement

Ordre

Effet

Modifications moléculaires

Exemples

2.1.3 Phase de progression

Instauration de mutations

Exposition unique pendant une
courte durée
Réponse rapide

Permanent, irréversible

Appliqué d'abord, puis suivi
par le promoteur

Efficace seul si expos¢ a une
forte dose

Mutation fréquente de
l'oncogene RAS, du gene
suppresseur de tumeur TP53
La majorité des cancérigénes
chimiques, les radiations

Non mutagene

Exposition a doses répétées,
pendant une longue période
Réponse lente

Le changement peut étre
réversible

Appliqué apres une
exposition  préalable a
l'initiateur

Inefficace en soi

Expansion  clonale des

cellules mutées

Hormones, esters de phorbol

Cette période est caractérisée par une expansion néoplasique, avec une augmentation du taux

de croissance tumorale, de l'invasivité et des métastases (86).

Elle est essentiellement réglée par des mécanismes génétiques, et constitue la période entre la

pré-malignité et le cancer(88). Il s'agit d'une phase caractérisée par la lente émergence de

cellules modifiées sur le plan génotypique et phénotypique, en raison de l'instabilité¢ génétique

des cellules en croissance(91). Au sein d'une tumeur, ce processus aboutit au développement de

I'hétérogénéité cellulaire(91). Une sélection préférentielle permet l'expansion d'un clone

cellulaire par rapport a un autre(91). Ceci, grace a son avantage de croissance dans les tissus de
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I'héte par rapport aux autres clones ou a sa capacité d'échapper au systeme de défense

immunitaire de I'hote, ou encore a une combinaison de ces facteurs (figure 42)(91).

2.1.3.1 Phase d’invasion de la membrane basale et de migration cellulaire

Au cours de l'invasion, les cellules cancéreuses franchissent la membrane basale et se déplacent

individuellement ou collectivement, respectivement, dans le microenvironnement stromale(92).

Les cellules remodelent mécaniquement la matrice extracellulaire (MEC) par un cycle de

protrusion et de contraction cellulaire(92). Tout au long de leur migration, ils endommagent

chimiquement la matrice(92). Les cellules cancéreuses naviguent ainsi dans le stroma modifié

par la tumeur via des gradients chimiotactiques et durotactiques vers un systéme vasculaire

naissant et non étanche (92).

2.1.3.2 Phase d’angiogenése et d’intravasation

L'angiogenese tumorale désigne la formation de capillaires sanguins naissants au cours de la

progression de la tumeur, permettant I'apport de nutriments et d'oxygene ainsi que 1'élimination

des déchets(92). En raison de 1'absence du revétement périvasculaire et de la membrane basale,

le systéme vasculaire tumoral nouvellement créé est immature et hyperperméable(92). Ceci

permet aux protéines plasmatiques de s'écouler, facilitant ainsi la création de nouveaux

vaisseaux et l'intravasation des cellules tumorales dans le systéeme vasculaire ou lymphatique

adjacent (92).

2.1.3.3 Phase d’extravasation et de colonisation secondaire

Une fois dans la circulation sanguine, les cellules cancéreuses sont soumises aux pressions de

cisaillement hémodynamiques, aux stress immunitaires et aux collisions avec les globules

rouges(92). Les cellules tumorales circulantes (CTC) qui survivent a ces contraintes

s'immobilisent dans un vaisseau et s'extravasent par deux mécanismes principaux : occlusion

physique et adhérence apres roulement (92).

» L'occlusion physique se produit lorsque le diamétre de la cellule tumorale en circulation
dépasse le diamétre de la microvasculature et que la cellule y reste logée(92).

» L'adhésion par roulement se produit lorsque les cellules cancéreuses entrent en collision

avec la paroi endothéliale, ont des interactions libres avec les sélectines (roulement), puis
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se fixent plus fermement par la liaison aux protéines d'adhésion cellulaire « Cell adhesion
molecule » CAM (adhésion)(92).
Apres leur arrét dans le vaisseau, les cellules cancéreuses doivent s'extravertir du vaisseau pour
coloniser de nouveaux sites(92). L'extravasation et la colonisation nécessitent une spécificité
tissulaire des différentes CTC, ainsi que la présence des signaux micro-environnementaux et

d’une vascularisation adaptées (92).
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Figure 42 : Déroulement de la genése d'une métastase(93)

Le processus de cancérisation se déroule en plusieurs phases consécutives, commencant par une
expansion clonale in situ de cellules transformées jusqu’a migration a travers le systéme vasculaire et
formation de métastases distantes.
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2.2 Les principaux dysfonctionnements des voies de signalisation

D’apres Hanahan et Weinberg, il existe six caractéristiques du cancer qui, dans leur ensemble,

définissent la biodiversit¢ des maladies néoplasiques : autonomie vis-a-vis des signaux de

croissance, insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, échappement a l'apoptose,
capacité de réplication illimitée, angiogenese continue, et invasion des tissus et métastases(94).

» L’indépendance des signaux de croissance

Il existe trois mécanismes moléculaires communs pour atteindre l'autonomie. Ces derniers

impliquent 1’altération(94) :

- des signaux de croissance extracellulaires : la stimulation autocrine en produisant les
facteurs PDGF et TGFa lors des glioblastomes et des sarcomes,

- des transducteurs des signaux de croissance extracellulaires: la surexpression des
récepteurs EGF-R et HER2 dans le cancer du sein,

- des circuits intracellulaires qui traduisent ces signaux en réponse cellulaire : I’altération des
protéines Ras qui leur permet de libérer un flux de signaux mitogenes dans les cellules, sans
stimulation continue(94).

» L’insensibilité aux signaux anti-croissance

Au niveau moléculaire, de nombreux signaux antiprolifératifs, voire tous, sont transmis par la

protéine du rétinoblastome « pRb » qualifiée de « suppresseur de tumeur ». La pRb a I’état

déphosphorylée bloque le cycle cellulaire en phase Gl par séquestration du facteur de
transcription E2F. Dans les cellules d’un organisme adulte sain se divisant de manicre trés
limitée, pRb y est plutdt hypophosphorylée. Lorsque la cellule entreprend une division active,
les complexes Cdk/cyclines phosphorylent la pRb qui libére D’activité du facteur de
transcription E2F autorisant la cellule a franchir la phase S (94). Le TGFa permet d'empécher
la phosphorylation qui inactive pRb ; de cette facon, le TGFa bloque I'avancement dans la phase

G1. Le circuit de signalisation pRb, régi par le TGFa et d'autres facteurs extrinseques, peut étre

perturbé de diverses maniéres dans différents types de tumeurs humaines. Certaines perdent

leur réactivité au TGFa par la régulation négative de leurs récepteurs TGFa, tandis que d'autres

présentent des récepteurs mutants et dysfonctionnels(94).
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» L’échappement a ’apoptose

La résistance a 1'apoptose peut étre acquise par les cellules cancéreuses par diverses stratégies.
Le plus souvent, la perte d'un régulateur pro-apoptotique par mutation implique le géne
suppresseur de tumeur TP53, ce qui entraine la suppression du capteur de dommages de I'ADN
avec la cascade des effecteurs apoptotiques. De plus, la voie PI3 kinase-Akt/PKB, qui transmet
des signaux de survie anti-apoptotiques, est probablement impliquée dans la réduction de
I'apoptose dans une fraction importante des tumeurs humaines. Et ce, par perte du suppresseur
de tumeur PTEN qui normalement atténue le signal de survie déclenché par I'Akt(94).

» La capacité de réplication illimitée

Le racourcissement continu des télomeres aux extrémités des chromosomes, causé par les
cycles de réplication consécutifs finit par leur faire perdre leur capacité a préserver les
extrémités de I'ADN chromosomique. Ceci entraine un désordre caryotypique et, presque
souvent, la mort de la cellule atteinte. Ce mécanisme est rompu dans presque toutes les formes
de cellules malignes par le maintien des télomeéres, ce qui permet la réplication sans fin des
cellules descendantes(94).

» L’angiogenése continue

Les tumeurs sont susceptibles d'activer le processus angiogénique en modifiant I'équilibre entre
les inducteurs de I'angiogenése et les inhibiteurs compensatoires. De nombreuses tumeurs
présentent une augmentation de I'expression des facteurs initiateurs de 1'angiogenese, comme
le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et/ou les FGF (acidic and basic Fibroblast
Growth Factors) par rapport a leurs homologues des tissus normaux ; tandis que dans d'autres
cas, l'expression des inhibiteurs endogenes tels que la thrombospondine-1 ou l'interféron béta
est diminuée(94).

» L’invasion des tissus

Dans les cellules ayant des propriétés invasives, plusieurs groupes de protéines impliquées dans
l'ancrage des cellules a leur environnement dans un tissu sont modifiés. L'altération la plus
largement observée parmi ces protéines concerne la E-cadhérine. Le couplage entre cellules
adjacentes par des ponts de E-cadhérine entraine la transmission de signaux anti-croissance via
un contact cytoplasmique avec la B-caténine. Dans une majorité de malignités épithéliales, la

fonction de la E-cadhérine semble étre perdue en raison de processus tels que l'inactivation par
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mutation des genes de la E-cadhérine ou de la B-caténine, la répression transcriptionnelle ou la
protéolyse du domaine extracellulaire de la cadhérine(94).

2.3 Meécanismes de réparation de ’ADN

L'organisme humain compte un nombre important de cellules affectées par des lésions de
I'ADN, qui se produisent a un rythme estimé de 10*a 10° de 1ésions moléculaires par cellule
chaque jour (95). En effet, 'ADN est vulnérable aux dommages causés par les métabolites
endogénes, les carcinogeénes environnementaux et alimentaires et les thérapies génotoxiques
(96). Ces facteurs peuvent causer une addition ou une perturbation chimique d'une base de
I'ADN ou une rupture d'une ou des deux chaines de I’ADN double brins (97). L'instabilité
génomique générée par ces mutations augmente la possibilit¢ de développement d'un
cancer(95). Afin de prévenir cet effet néfaste, les cellules ont développé un systéme spécialisé
de réparation de I'ADN. Ce dispositif de réparation peut étre subdivisé en plusieurs mécanismes
distincts en fonction du type de 1ésion de 'ADN(98).

2.3.1 Réparation des cassures simple brin

2.3.1.1 Réparation par excision de bases « BER » (Base Excision Repair)

Il s’agit d’une voie essentielle de réparation de I'ADN qui corrige les dommages causés par
I'oxydation, l'alkylation et la désamination de I'ADN (95). Dans le noyau, ce processus de
réparation est particuliérement actif au cours de la phase G1 du cycle cellulaire (99).

Le fonctionnement de cette voie repose sur quatre protéines, notamment 'ADN glycosylase,
I'endonucléase AP (Apurinic/apyrimidinic endonuclease), ' ADN polymérase et 'ADN ligase
(95).

Le processus de BER est généralement initié¢ par I’action des ADN glycosylases spécifiques de
la 1ésion qui éliminent la base endommagée en clivant la liaison N-glycosidique reliant la base
a son désoxyribose correspondant. La région vacante de I'ADN, correspondante au site de
suppression de la base, est appelée site AP ou site abasique (98). Ce dernier est le substrat de
I'endonucléase AP (APE1 dans les cellules humaines), qui clive la liaison phosphodiester en 5'
du site abasique et génére un résidu hydroxyle a I'extrémité 3' et un désoxyribose phosphate

(dRP) a l'extrémité 5'(99). Ensuite, La polymérase comble le vide dans 'ADN en ajoutant les
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nucléotides appropriés, et le processus de réparation compléte la structure hélicoidale de 'ADN,

qui est conservée lorsqu'une ADN ligase scelle la cassure (figure 43) (95).
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Figure 43 : La voie de réparation par excision de base(95)

BER est initié par une ADN glycosylase qui reconnait et élimine la base endommagée, laissant un site
abasique(100). L'élimination de la base est suivie d'une incision du brin du site apurinique ou
apyrimidinique (AP) par I'endonucléase AP(100). L'ADN polymérase I remplace ensuite la séquence de
nucléotides éliminée, et I'ADN ligase traite les extrémités de 'ADN et permet la ligature de I'ADN(101).
Abréviations : AP site : apurinic/apyrimidinic site; AP endonuclease : apurinic/apyrimidinic
endonuclease
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2.3.1.2 Réparation par excision de nucléotide « NER » (Nucleotid Excision Repair)

En cas de 1ésions extensives dans la structure de ' ADN double brin, le systéme réparateur BER
est remplacé par des substrats NER afin de restaurer I'intégrité de I’ADN (95).

Ce mécanisme de réparation se déroule en plusieurs étapes : la reconnaissance de la 1ésion de
I'ADN, l'ouverture locale de I'hélice d'ADN autour de la 1ésion, I’excision d'un court segment
d'ADN simple brin couvrant la Iésion puis la syntheése séquentielle de réparation et la ligature
des brins (98). 1l existe deux grandes branches de la NER : la NER globale du génome « GG-
NER » et la NER couplée a la transcription « TC-NER »(99). Mise a part 1'étape initiale de
reconnaissance des dommages aboutissant a des objectifs différents, poursuite de la réplication
pour la GG-NER et poursuite de la transcription pour la TC-NER, les deux voies sont identiques
concernant le mécanisme fonctionnel (figure 44) (98).

La voie GG-NER ¢limine les 1ésions de I'ADN sur l'ensemble du génome(98) et son principal
détecteur de Iésions est la protéine XPC (Xeroderma Pigmentosum, complementation group C)
qui forme un complexe avec la protéine RAD23B (UV excision repair Radiation sensitive 23B)
et la protéine CETN2 (Centrine 2)(99). Ces deux derniéres protéines accessoires augmentent
l'affinité et la spécificité de la liaison de XPC aux liaisons de 'ADN(98).

La voie TC-NER, quant a elle, est destinée a réparer les lésions bloquant la transcription et
situées uniquement sur le brin codant des geénes activement transcrits (98). Ce processus est
initié par une ARN polymérase II fixée sur une 1ésion, qui amorce le recrutement de protéines
spécifiques CSA (Cockayne syndrome group A) et CSB (Cockayne syndrome group B),
essentielles a I'assemblage additionnel d'autres composantes de TC-NER (99).

Aprés la reconnaissance des dommages, les deux voies GG-NER et TC-NER procedent en
recrutant le complexe de facteurs de transcriptions TFiH (7Transcription Factor II Human) au
site de la 1ésion (98). Ce facteur est associ¢ a deux hélicases qui assurent le déroulement
asymétrique de 1'hélice d'ADN. Deux endonucléases spécifiques XPG (Xeroderma
Pigmentosum group G) et XPF/ERCC1 (Xeroderma Pigmentosum group F/ Excision repair
cross-complementing group 1), clivent ensuite I'ADN respectivement aux positions 3° et 5 de

I’oligonucléotide 1és€, permettant ainsi son excision. Puis I'ADN polymérase resynthétise la
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lésion en utilisant le brin intact comme matrice. Enfin, 'ADN ligase suture la lacune sur le brin

en réparation (98).

GG-NER TC-NER
uv uv
uv-DDB / CSA CsB / RNApol2
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Figure 44 : La voie de réparation par excision des nucléotides(102)

La NER est exécutée par deux mécanismes différents de détection des dommages. La NER couplée a la
transcription (TC-NER) se déclenche par la liaison de ' ARN polymérase 2 sur une 1ésion présente dans
le brin transcrit des génes actifs, et dépend du recrutement des protéines CSA et CSB. Tandis que la
NER globale du génome (GG-NER) est initiée par le complexe ubiquitine ligase UV-DDB et le
complexe hétéro-trimérique XPC/RAD23/CETN2. Aprés la détection, le complexe du facteur de
transcription TFiH est recruté et déroule un segment de nucléotides autour du dommage, ce qui permet
a d'autres facteurs de réparation d'y accéder. Ensuite, les endonucléases XPF/ERCC1 et XPG, incisent
I'ADN autour du dommage. Aprés l'excision du brin endommaggé, le vide résultant est comblé par la
synthése de I’ADN par une ADN polymérase et la ligature de I'ADNpar une ADN ligase(102).
Abréviations : XPC : Xeroderma Pigmentosum, complementation group C; RAD23 : UV excision
repair Radiation sensitive 23B ; CETN2 : Centrine 2 ; CSA et CSB : Cockayne syndrome group A/B ;
TFIH : the transcription initiation factor I H; XPG: Xeroderma Pigmentosum group G,
ERCCI1/XPF : Xeroderma Pigmentosum group F/ Excision repair cross-complementing group 1 ; GG-
NER : Global genome Nucleotide Excision Repair; TC-NER : Transcription coupled Nucleotide
Excision Repair ; UV-DDB : UV-damaged DNA binding protein ; PCNA : Proliferating cell nuclear
antigen ; RNA pol 2 : RNA polymerase 2
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2.3.1.3 Réparation des disparités « MMR » (Mismatch Repair)

La voie MMR est responsable d'éliminer les mésappariements de bases qui se produisent
pendant la réplication, ainsi que les boucles d'insertion-délétion IDL (Insertion/Deletion Loops)
a l'intérieur des séquences d'ADN répétitives causées par des événements de glissement des
brins (99). Ce processus comporte trois €tapes principales : la reconnaissance au cours de
laquelle les bases mal appariées sont identifiées, I'excision au cours de laquelle le brin contenant
l'erreur est dégradé, ce qui entraine une lacune, et la synthese réparatrice de I’ADN au cours de
laquelle la lacune est comblée (figure 45) (98).

En raison de leur homologie avec les protéines MMR de la bactérie Escherichia coli, de
nombreuses protéines MMR humaines ont été¢ identifiées. Il s'agit notamment d’homologues de
MutS (Siegel Mutator), MutL (Salmonella LT7 Mutator), Exo 1 (Exonucleasel), la protéine de
liaison a I'ADN simple brin Rpa (Replication protein A), l'antigéne nucléaire cellulaire
proliférant Pcna (Proliferating cell nuclear antigen), ' ADN polymérase et I'ADN ligase 1 (103).
L'étape initiale de reconnaissance des mésappariements est assurée par deux variétés MutS qui
fonctionnent comme des hétérodimeres. MutSa, reconnait préférentiellement les
mésappariements base-base et les petites IDL d'un ou deux nucléotides, tandis que MutSp
reconnait de plus grandes IDL (98). Ensuite, MutL interagit physiquement avec MutS pour
améliorer la reconnaissance des mésappariements et faciliter 1'assemblage des composants
MMR en aval (103). L'assemblage du complexe MutS-MutL-ADN, dépendant de I'ATP,
permet d’activer la dégradation par exonucléase du brin contenant l'erreur. En effet, L'activité
endonucléase liée au Pcna génere un site d'entrée pour Exol, en réalisant une scission a brin
unique(98). Selon la position de la rupture de brin par rapport au mésappariement, Exol effectue
l'excision du mésappariement orienté¢ vers 3’ou 5°(103). La lacune ainsi créée est ensuite
resynthétisée par I'ADN polymérase, qui est accompagnée d'au moins deux protéines
supplémentaires, Pcna et Rpa. Enfin, la MMR est achevée en scellant la cassure résiduelle a

l'aide de 'ADN ligase I (98).
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Figure 45 : La voie de Réparation des disparités « MMR »(104)

Un mésappariement de bases est reconnu par MutS (o ou ). MutS se lie au mismatch de maniére ATP-
dépendante et est chargée sur I'ADN par PCNA/RFC. MutLa est recruté et forme un complexe ternaire
avec MutS au niveau du mismatch d'ADN. Le PCNA stimule I'endonucléase latente dans le MutLa, qui
se déplace loin du mésappariement et fait une coupure d'ADN en 5' du mésappariement. Exol est recruté
et catalyse l'excision de 'ADN de 5' a 3' du brin d'ADN naissant jusqu'au mismatch et 1égérement au-
dela. Le PCNA stimule la re-synthése d'ADN catalysée par la Pol § ; la coupure est scellée par I'ADN
Ligase 1 (105).

Abréviations : MutS : Siegel Mutator ; MutL : Salmonella LT7 Mutator ; PCNA : Proliferating cell
nuclear antigen ; RFC : Replication Factor C; Pol & : DNA polymerase o ; Exol : Exonucleasel
Ligasel : DNA ligase 1
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2.3.2 Réparation des cassures de double brin
Les cassures double brin « DSB » (Double-strand breaks) font partie des types de lésions
génétiques les plus dangereuses sur le plan biologique (98). Malgré la capacité des cellules a
s'adapter a de faibles niveaux de dommages irréparables, une seule 1ésion DSB peut suffire a
tuer une cellule si elle inactive un geéne essentiel ou déclenche l'apoptose (106).
Deux mécanismes sont principalement utilisés pour réparer ces cassures, notamment la
recombinaison homologue « HR » (Homologous Recombination) et la jonction des extrémités
non homologues de I'ADN « NHEJ » (Non-Homologous End-Joining) (figure 46) (95).
2.3.2.1 La recombinaison homologue « HR » (Homologous Recombination)
En HR, les extrémités de I'ADN sont d'abord réséquées par des nucléases dans le sens 5' vers
3'(106). La résection est orientée par le complexe protéique hétéro-trimérique MRN (Mrel I-
Rad50-Nbsl) et la protéine CtIP (C-terminal Interacting Protein)(98). Les fragments
monocaténaires 3' qui en résultent envahissent ensuite la double hélice d'ADN d'une molécule
d’ADN homologue non endommagée et ce, a travers Rad51 qui forme des filaments le long du
brin d'ADN déroulé pour faciliter 1'invasion du brin (106). Ensuite, 'ADN polymérase
synthétise I'ADN a partir de l'extrémité 3' du brin envahissant, puis I'ADN ligase 1 procede a
une ligature séquentielle pour produire une structure intermédiaire de jonction a quatre voies
appelée « Holliday junction » (98). Aprées la migration des branches, la structure intermédiaire
est résolue pour donner deux molécules d'ADN intactes (106).
2.3.2.2 La jonction des extrémités non homologues « NHEJ » (Non-Homologous End-
Joining)
Le NHEJ est initié¢ par la liaison d'un complexe hétéro-dimérique Ku, composé de Ku70 et
Ku80, aux deux extrémités de la cassure double brin. Cette association peut servir de support
pour l'assemblage de la matrice NHEJ. En effet, le complexe Ku-ADN recrute « DNA-PKcs »
(DNA-dependent protein kinase catalytic subunit). Ku se déplace alors vers l'intérieur de
I'ADN, permettant a la protéine kinase dépendante de ' ADN « DNA-PKcs » d'entrer en contact
avec 'ADN. Ceci entraine l'activation de l'activité sérine/thréonine kinase de DNA-PKcs. La
translocation de Ku vers l'intérieur permet également a deux molécules de DNA-PKcs

d'interagir a travers la DSB, formant ainsi une synapse entre les deux extrémités de 'ADN
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(107). La re-synthese des nucléotides manquants a été associée a deux membres de la famille
X des ADN polymeérases, Pol p et Pol A (98). NHEJ est complétée par la ligature des extrémités
de I'ADN, une étape qui est réalisée par X4-L4. Il s’agit d’un complexe contenant « XRCC4 »
(X-Ray Repair Cross Complementing 4), ' ADN ligase 4 et « XLF » (XRCC4-like factor). Dans
ce complexe, les protéines XRCC4 et XLF augmentent effectivement l'activité ligase de 'ADN
ligase 4 (107).
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Figure 46 : Les voies de réparation des cassures doubles brins(106)

HR nécessite la présence de Rad52, une protéine de liaison a I'ADN, ainsi que de Rad51, qui forme des
filaments de déroulement le long du brin d'ADN pour aider a l'invasion du brin homologue non
endommagé(106). L'ADN polymérase prolonge I'extrémité 3' réséquée en envahissant un duplex d'ADN
homologue. Les extrémités des brins d'ADN (jonctions de Holliday) sont ligaturées par ' ADN ligase 1
dans les cellules méiotiques, donnant lieu a des produits de conversion génique croisés ou non
croisés(106).NHEJ lie directement les deux extrémités cassées, et ce par l'intermédiaire de Ku, une
protéine qui se lie aux extrémités libres de I'ADN et recrute DNA-PKcs. Ensuite, le recrutement de
Xrce4 et de 'ADN ligase 4 survient afin de resynthétiser 'ADN et sceller les extrémités(106). Le
complexe Rad50-Mrel1-Nbs1, qui posséde une activité hélicase et exonucléase, peut jouer un réle dans
le NHE]J, surtout si les extrémités de 'ADN doivent étre traitées avant la ligature(106).

Abréviations : DNA-PKcs : DNA-dependent protein kinase catalytic subunit ; Xrccd : X-Ray Repair
Cross Complementing 4 ; Rad 50-Mrel1-Nbsl : MRN ;Rad 51 : RADS51 Recombinase ; Rad 52 : RADS52
Recombinase ; HR : Homologous Recombination ; NHE] : Non-Homologous End-Joining
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2.4 Intervention du systéme immunitaire
2.4.1 Réponse immunitaire anti-tumorale
Le systtme immunitaire joue trois rdles principaux dans la prévention des tumeurs.
Premiérement, le systtme immunitaire peut protéger I'hote contre les tumeurs induites par les
virus en ¢liminant ou en supprimant les infections virales(108).
Deuxi¢mement, I'¢limination rapide des agents pathogenes caractéristique de I’immunité innée
et la résolution rapide de I'inflammation peuvent empécher 1'établissement d'un environnement
inflammatoire propice a la tumorigenése(108).
Troisiémement, le systéeme immunitaire adaptif peut identifier et ¢liminer spécifiquement les
cellules tumorales en se basant sur leur expression d'antigénes ou de molécules spécifiques au
stress cellulaire induit par la tumeur(108).
Ce troisieéme processus est appelé surveillance immunitaire des tumeurs, par lequel le systéme
immunitaire identifie les cellules cancéreuses et/ou précancéreuses et les élimine avant qu'elles
ne puissent causer des dommages (108).
2.4.2 Notion de ’immuno-surveillance
Le processus d'élimination comprend les réponses immunitaires innées et adaptatives aux
cellules tumorales (109). Le systéme immunitaire distingue le soi du non soi, considéré ici
comme le contingent des cellules tumorales, par reconnaissance des antigénes tumoraux avec
restriction par le systéme majeur d’histocompatibilité (CMH) (110).
Ces processus d’élimination se déroule en quatre phases (figure 47) (109).

1. Production des antigénes tumoraux
Des cytokines inflammatoires sont secrétées au sein du micro-environnement tumoral par les
cellules tumorales elles-mémes, les macrophages et les cellules stromales. Ces cytokines
activent plusieurs cellules effectrices, telles que les cellules Natural Killer (NK), Natural Killer
T cell (NKT), les macrophages et cellules dendritiques (DCs) jouant le role central de cellules
présentatrices d’antigene (APCs) (109). Celles-ci phagocytent les cellules tumorales et libérent
les antigénes tumoraux (AT) (109). Ces Ag sont issus de la fragmentation des cellules
tumorales. Il peut s’agir de produit d’oncogeénes ou de genes suppresseurs de tumeur apres

mutation ou translocation. Il peut également s’agir de protéines « saines » surexprimées ou
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d’expression inappropriée selon le tissu ou le stade de développement. Il peut également s’agir
de produits viraux dans les tumeurs induites par les virus oncogenes.

2. Présentation des antigénes tumoraux par les APCs au SI adaptatif
Les AT sont ensuite apprétés par les APCs et présentés par les molécules de classe I et de classe
I du CMH qu’elles portent.
Dans un contexte synergique, les cellules NK favorisent la maturation des APCs de type DCs
et leur migration vers les ganglions lymphatiques drainant les tumeurs. Par conséquent, il en
résulte I'amélioration de la présentation des AT par les APCs aux lymphocytes T naifs si¢geant
au niveau des ganglions péritumoraux, en vue de l'expansion clonale des lymphocytes T
cytotoxiques (LTc)(109).

3. Expansion clonale des lymphocytes T spécifiques des AT aprés "cross-priming"
La double reconnaissance restreinte au CMH de classe I et 11, respective, par les LT CD8+ nalfs
etles LT CD4+ des AT que présentent les APCs assure I’activation des LT CD8+ naifs en LTc
effecteurs grace a la costimulation des LT CD4+ spécifiques(109). 1l s’agit du phénomene
"cross-priming" qui entraine une croissance clonale de ces lymphocytes spécifiques(109).

4. Eradication des cellules tumorales
Les LTc effecteurs issus du "cross-priming" acquiérent la capacité de tuer directement les
cellules tumorales portant un AT particulier sans nouvelle costimulation ou collaboration
lymphocytaire(109). Les LT CD4+ et CD8+ spécifiques de I'AT se rendent sur le site de la
tumeur primaire et produisent l'interféron cytotoxique (IFN-c), qui attaque et tue directement
les cellules tumorales. Ce processus sélectionne également les cellules tumorales a

immunogénicité réduite(109).
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Les cellules dendritiques, étant des cellules présentatrices d’antigénes, identifient les antigenes
tumoraux exogenes et les présentent sur les molécules du CMH a leur surface(111). Ensuite, ces cellules
se déplacent a travers les canaux lymphatiques jusqu'au ganglion lymphatique(111). A ce niveau, les
cellules dendritiques exposent les antigénes tumoraux aux lymphocytes T CD4 auxilliaires ainsi qu’aux

lymphocytes CD8 naives qui s'activent

et se transforment en lymphocytes T CDS8 effecteurs

cytotoxiques(111). Ces derniérs se déplacent ensuite dans la circulation jusqu'a I'emplacement de la
tumeur, ou ils accomplissent leurs tiches effectrices pour éradiquer les cellules tumorales(111).

2.5 Echappement a la régulation

2.5.1 Echappement de la tumeur au systéme immunitaire

L'évasion immunitaire du cancer est un obstacle majeur a la conception de stratégies

thérapeutiques anticancéreuses efficaces. Plusieurs mécanismes qui contribuent a la persistance

des tumeurs malgré un systéme immunitaire sain de I'hote permettent aux cancers d'échapper a

I'immunité destructrice (figure 48) (112).
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Figure 48 : Mécanismes d’échappement de la tumeur au systéme immunitaire d’apreés(111)

1. Les mutations des cellules tumorales peuvent entrainer l'absence d'expression des antigénes tumoraux
ou des molécules du CMH 1. Le systéme immunitaire est alors incapables d'identifier les cellules
cancéreuses(111).

2. Un microenvironnement tumoral immuno-suppresseur contient des cellules T régulatrices et des
cytokines anti-inflammatoires. Ces cellules et ces substances chimiques suppriment I’action du systéme
immunitaire(111).

3. A la surface des cellules tumorales, des ligands inhibiteurs comme PD-L1 peuvent se lier & des
récepteurs inhibiteurs comme PD-1 qui sont produits par les cellules T CD8+ activées. Par conséquent,
ces derniéres subissent une apoptose, ce qui entraine leur mort(111).

Abréviations . CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité ; LT : Lymphocyte T

» Mutation des cellules cancéreuse

La capacité du systétme immunitaire a distinguer les cellules normales des cellules malignes
repose, en partie, sur la conservation par les cellules malignes d'une antigénicité suffisante. Les
tumeurs peuvent exprimer une variété d'antigénes qui ont le potentiel de susciter des réponses
immunitaires spécifiques a la tumeur ou immunogénicité(113). Cependant, pour éviter
I'élimination par le systéme immunitaire, les cellules cancéreuses peuvent perdre leur
antigénicité, perturbant ainsi l'activation des cellules T par le complexe CMH-antigéne. La perte
d'antigénicité peut étre due a la sélection immunitaire de cellules cancéreuses qui n'ont pas
d'antigénes tumoraux immunogeénes ou qui ont muté, ainsi qu'a l'acquisition de défauts ou de
déficiences dans la présentation de I'antigéne par perte de l'expression du CMH ou par
déréglement des mécanismes de traitement de l'antigéne(113). Ainsi, 1'expression de l'antigéne

tumoral est diminuée, ce qui peut entrainer une augmentation de l'incidence des tumeurs et des
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métastases car les lymphocytes T cytotoxiques ne peuvent plus reconnaitre les antigénes cibles
sur les cellules tumorales(112).

» Modification du micro-environnement tumoral

La capacité¢ des tumeurs a instaurer un microenvironnement immunosuppresseur dépend des
interactions réciproques entre la tumeur et I'hdte. Ce microenvironnement a des implications
évidentes dans la détermination du destin cellulaire des lymphocytes infiltrant la tumeur(113).
Les tumeurs peuvent échapper a la surveillance immunitaire en paralysant la fonctionnalité des
LTc via la production de plusieurs cytokines immunosuppressives, ¢émanant des cellules
cancéreuses ou des cellules non cancéreuses présentes dans le microenvironnement tumoral,
notamment les cellules immunitaires et les cellules stromales. Le TGF-p est le principal
médiateur de cette activité, ainsi que le TNF-a (Tumor necrosis factor-a), 1'lL-1, I'IL-6, 1'TL-8,
I'IL-10 et les interférons de type I (112).

De plus, les LT régulateurs sont attirés dans le microenvironnement tumoral par la production
de cytokines médice par les cellules tumorales (112). Plusieurs études ont montré que les LT
régulateurs dérivés de tumeurs ont une activité suppressive comparativement plus élevée que
les LT régulateurs naturels (112).

» Inhibition du systéme immunitaire par apoptose des LT induit par PD-1/PD-L1

La protéine de mort cellulaire programmée « Programmed Cell Death Protein 1 » (PD-1) agit
comme un récepteur immunitaire inhibiteur qui est exprimé sur différents types de cellules du
systeme immunitaire, en particulier les cellules T cytotoxiques(114). Elle joue un rdle essentiel
dans l'inhibition des réponses immunitaires et la promotion de I'autotolérance en modulant
l'activité des cellules T, en activant 1'apoptose des cellules T spécifiques de I'antigéne et en
inhibant l'apoptose des cellules T régulatrices(115). Le ligand 1 de la mort cellulaire
programmeée « Programmed death-ligand 1» (PD-L1) est une protéine transmembranaire
exprimée par la cellule tumorale et considérée comme un facteur co-inhibiteur de la réponse
immunitaire. Il peut se combiner avec PD-1 des LT pour réduire leur prolifération , inhiber leur
sécrétion en cytokines et induire leur apoptose(115). La liaison de PD-L1 avec PD-1 dans les
tissus normaux s'est avérée cruciale pour le maintien de I'homéostasie du systéme immunitaire

et la prévention de l'auto-immunité pendant une infection ou une inflammation(114). 4
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contrario, leur interaction dans le microenvironnement tumoral revét un caractére délétere
puisqu’il fournit un mécanisme d'échappement immunitaire pour les cellules tumorales (figure

49) (114).

Cellule tumorale ou
cellule immunitaire

Inhibition de
I'activité des  PD-L14
lymphocytes T  pp-1

Figure 49 : Mécanisme d'action de PD-1 et PD-L1 sur I'activité des cellules T (116)

La liaison de PD-1 a son ligand, PD-L1 présent a la surface de plusieurs cellules immunitaires ainsi que
de cellules tumorales, inhibe la signalisation en aval du TCR, ce qui réduit I'activité des cellules T(116).
Abréviations : PD-1: Programmed Cell Death Protein 1; PD-L1: Programmed death-ligand 1 ;
MHC : Major Histocompatibility Complex ; TCR : T-cell receptor

2.5.2 La théorie des 3E : de l'immuno-surveillance a 1'évasion tumorale

L'immuno-édition du cancer est le processus par lequel l'immunité protége contre le
développement du cancer d’une part, mais favorise la croissance de cancers capables d'échapper
au contrdle immunitaire, d’autre part. En tant que suppresseur extrinséque de tumeur,
I'immunité exerce une pression sélective sur les cancers en développement qui peut favoriser la
croissance de cellules cancéreuses moins immunogenes (117). Cette théorie, également appelée
théorie des 3E, a été énoncé par Robert Schreiber en 2001 décrivant la relation entre le systéme
immunitaire et le cancer (118). Sont retrouvées les phases des "3E": "¢limination", "équilibre"

et "échappement" (figure 50) (119).
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2.5.2.1 La phase d’élimination

La phase d'élimination, comme détaillé précedemment, survient au début de la croissance de la
tumeur, lorsque I'immunité anti-tumorale productive peut éradiquer efficacement les cellules
malignes. Ceci empéche ainsi la croissance des tumeurs cliniquement apparentes (119).
2.5.2.2 La phase d’équilibre

A ce stade, I'immunité anti-tumorale réussit a supprimer la progression mais n'élimine pas
completement la malignité, ce qui donne lieu a une période stable d'élimination et de croissance
équilibrées de la tumeur(119).

En effet, le systétme immunitaire maintient la tumeur dans un état de "dormance fonctionnelle".
Certaines cellules tumorales subissent des modifications génétiques et épigénétiques et en
raison de la pression immunitaire constante, des variantes de cellules tumorales évoluent. Ces
dernieres résistent a la reconnaissance immunitaire et peuvent induire une immunosuppression.
Durant la phase d'équilibre, s’établit donc un équilibre entre les cytokines anti-tumorales (IL-
12, IFN-v) et celles qui favorisent la tumeur (IL-10, IL-23)(120).

2.5.2.3 La phase d’échappement

Pendant cette phase, le systéme immunitaire se révele incapable de limiter la croissance de la
tumeur car celle-ci est susceptible de développer différents mécanismes d’adaptation pour
échapper a la réponse immunitaire. Les cellules tumorales émergentes poursuivent
progressivement leur croissance pour aboutir in fine a une maladie cliniquement apparente.
L'échappement des cellules tumorales peut faire appel a :

» une reconnaissance immunitaire réduite

» une résistance accrue ou une meilleure survie tumorale

» le développement d'un microenvironnement tumoral immunosuppressif(119,120).
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Figure 50 : L'immuno-édition du cancer : de la surveillance immunitaire a 1'évasion (121)

L'élimination, 1'équilibre et 1’évasion sont les trois étapes constituant I’immuno-modulation du cancer.
Dans la phase d'élimination, les immunités innée et adaptative collaborent pour éliminer les tumeurs
malignes en croissance avant qu'elles ne deviennent cliniquement visibles. Si une variante rare de
cellule cancéreuse n'est pas éliminée pendant la phase d'élimination, elle peut atteindre la phase
d'équilibre, dans laquelle les mécanismes immunologiques empéchent sa croissance. En effet, les
cellules T, I'IL-12 et I'lFN-y sont tous nécessaires pour maintenir les cellules tumorales dans un état
de dormance. Cependant, en raison de la pression de sélection immunitaire constante exercée sur les
cellules tumorales génétiquement instables maintenues en ¢équilibre, des variantes de cellules
tumorales peuvent apparaitre. Ces cellules tumorales peuvent alors entrer dans la phase d'échappement,
au cours de laquelle leur croissance n'est plus bloquée par I'immunité. Ces cellules tumorales émergent
et provoquent une maladie cliniquement apparente(121).

Abréviations : M® : Macrophage ; NK : Natural Killer ; NKR : Natural Killer cell Receptor ; Tregs :
regulatory T cells ; IL : Interleukin ; 1'IFN : Interferon ; TGF-B : Transforming Growth Factor-f ;
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 ; PD-1 : Programmed Cell Death Protein-1 ; MDSC :
Myeloid-Derived Suppressor Cell
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3 MEDECINE DE PRECISION ou MEDECINE STRATIFIEE
ANTICANCEREUSE

3.1 Définition, historique et contexte actuel

3.1.1 Définition

La médecine de précision ou médecine personnalisée est une approche thérapeutique qui vient
compléter 1’arsenal thérapeutique anticancéreux en adaptant le traitement aux caractéristiques
de chaque tumeur et aux variations inter-individuelles. Elle repose actuellement sur deux types
de traitements, les thérapies ciblées et I'immunothérapie spécifique(122). Une classification des
traitements de précision, proposée par I’institut national francais du cancer INCa, est illustrée

dans la figure 51.
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Figure 51 : Classification des traitements anticancéreux et place de la médecine de
précision(123)
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3.1.2 Historique et contexte actuel
Apres le développement de la radiothérapie au début des années 1900, la premiere approche
pharmacologique révolutionnaire a été représentée par l'utilisation de médicaments
antitumoraux chimiothérapeutiques vers 1904, cytotoxiques pour diverses tumeurs(124). Les
médicaments de chimiothérapie agissent en modifiant le processus de division cellulaire, afin
de traiter le cancer(125). Plus précisément, la plupart des agents de chimiothérapie
endommagent les cellules dont le taux de division est plus élevé. Mais en plus de détruire et
d'endommager les cellules cancéreuses, la chimiothérapie affecte également d'autres cellules
saines et normales dont le taux de croissance est physiologiquement élevé(125).

En fonction de leur structure et de leur mécanisme d'action, les chimiothérapies

conventionnelles sont divisées en plusieurs classes (figure 52)(126). Elles comprennent :

- les agents alkylants et les analogues du platine, qui induisent des liaisons transversales inter-
brins (intercalants) ou intra-brins (scindants) de 1'ADN, ce qui déstabilise 'ADN et
provoque sa rupture(126) ;

- les antimétabolites qui inhibent la synthése de 1'ADN, de I'ARN ou de leurs
composants(126) ;

- les inhibiteurs de la topoisomérase qui bloquent les enzymes de déroulement de
I'ADN(126) ;

- et les poisons fusoriaux ou microtubulaires qui agissent sur la tubuline, entravant le fuseau

mitotique et bloquant la division cellulaire(126).
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Figure 52 : Classes thérapeutiques de médicaments anticancéreux et leur cibles(127)
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Le tableau 5 illustre des exemples de médicaments qui composent ces chimiothérapies
cytotoxiques.

Tableau 5 : Classification pharmacologique des médicaments cytotoxiques(128)

| el TS - Anti-pyrimidiques 5-fluoro-uracile, tégafur, capécitabine,

azacitidine, gemcitabine

Anti-puriques mercaptopurine, fludarabine, azathioprine,
cladribine, pentostatine

Anti-foliques méthotrexate, pémétrexed, pralatrexate

| PR TRl LU BT Moutardes azotées cyclophosphamide, ifosfamide, melphalan,

chlorambucil, estramutine

Nitroso-urées fotémustine, streptozotocine
Dérivés du platine cisplatine, carboplatine, oxaliplatine
Les intercalants Inhibiteurs des topo- irinotécan, topotécan

isomérases I
Inhibiteurs des topo- étoposide

isomérases 11

Anthracyclines doxorubicine, daunorubicine

Autres bléomycine
| PR T D RS [ Vinca-alcaloides vincristine,  vinblastine,  vinorelbine,
fuseau : les T
antimitotiques - .

Taxanes paclitaxel, docétaxel, carbitaxel

Ensuite, et comme approche plus spécifique, I’hormonothérapie anticancéreuse pour les cancers
hormono-dépendants a été introduite. Le tamoxiféne, premier traitement ciblé contre le cancer
du sein a recepteurs estrogeniques positifs (ER-positif), a été approuvé dans les années 1970. 11
s’agit d’un modulateur sélectif des récepteurs des cestrogénes constituant une option
thérapeutique efficace, interférant avec I’action proliférative des oestrogenes sur les cellules

cancéreuses (129).
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Ces thérapies souffraient d’'un manque de spécificité. La cytotoxicité touchant également les
cellules saines causant une morbi-mortalité importante en plus des phénomenes de résistances
observées, les recherches se sont dirigées sur de nouvelles approches tentant de pallier ces
limites. Le concept de thérapie ciblée ou de médecine de précision est apparu parallelement a
la découverte d'oncogénes, de genes suppresseurs de tumeurs et de voies de
cancerogénese(130). Ceci a permis aux chercheurs d'identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pouvant étre bloquées par de petites molécules inhibitrices sélectives ou des
anticorps monoclonaux au début des années 1980. Ces nouveaux inhibiteurs sélectifs peuvent
donc cibler uniquement les cellules cancéreuses mutées tout en ayant des effets indésirables
mineurs sur les cellules saines par rapport aux thérapies anti-cancéreuses
conventionnelles(124). A c6té de cette thérapie ciblée, une autre approche visant a « booster »
le systtme immunitaire dans sa riposte anti-cancéreuse a enrichi 1’arsenal thérapeutique.
L’immunothérapie anticancéreuse et la thérapie ciblée constituent des stratégies relativement
nouvelles de la médecine de précision qui viennent compléter les outils conventionnels dans la
lutte contre les cancers.

Un bref apercu chronologique sur les avancées en matiére de thérapie anti-cancéreuse est

rapporté dans la figure 53 (131).
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> Thérapie ciblée >

Immunothérapie
spécifique

Figure 53 : Chronologie d'apparition des traitements anticancéreux réalisé par
BioRender.com(131)
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3.1.3 Régles de nomenclature

Un certain nombre de régles ont été adoptées pour les appellations des nouvelles thérapies, eu
égard a leur structure ou leur origine, qu’il s’agisse des anticorps monoclonaux ou de molécules
inhibitrices de petite taille. En effet, le nom d'un agent ciblé fournit des indices sur le type de
'agent et sa cible cellulaire(132). La formule commune de dénomination de ces agents ciblés

comporte trois éléments : le préfixe, le radical ou infixe et le suffixe (figure 54) (132).

Dénomination =préfixe+ infixe(s) + suffixe —|_mab monoclonal antibody

J/ -ib petite molécule inhibitrice
variable

Figure 54 : Formule générale de dénomination des thérapies ciblées anticancéreuses(132)

La dénomination des thérapies ciblées découle d’un préfixe pouvant etre variable, d’un infixe décrivant
la cible moléculaire et d’un suffixe —mab pour les anticorps monoclonaux et —ib pour les inhibiteurs de
protéines kinases.

» Pour les anticorps monoclonaux utilisés en thérapie ciblée ainsi qu’en immunothérapie :
- IIs se terminent par le suffixe "-mab" et posseédent un suffixe supplémentaire désignant la
source du composé, notamment : "-ximab" pour les anticorps chimériques homme-souris, "-
zumab" pour les anticorps de souris humanisés et "-mumab" pour les anticorps entierement
humains(132).
- IIs contiennent un radical au milieu du nom décrivant la cible de la molécule ; les exemples
incluent "-ci-" pour une cible du systéme circulatoire et "-tu-" pour une cible tumorale(132).
- Le préfixe qui figure au début du nom générique est unique pour chaque agent(132).

» Pour les petites molécules inhibitrices utilisées en thérapie ciblée :
- IIs se terminent par le suffixe "-ib" indiquant que l'agent possede des propriétés d'inhibition
des protéines(132).
- Ils contiennent un radical supplémentaire décrivant la cible de la molécule ; a titre d'exemple,
citons "-tin-" pour les inhibiteurs de tyrosine kinase et "-zom-" pour les inhibiteurs de
protéasome(132).

- Au début du nom générique se trouve un préfixe qui est unique pour chaque agent(132).
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» Les thérapies cellulaires a cellules CAR-T utilisées en immunothérapie spécifiques,
quant a eux, possédent un suffixe —leucel.

3.2 Immunothérapies spécifiques

L'immunothérapie désigne un traitement visant a réparer ou a renforcer la réponse immunitaire

d'un patient(133). En fonction de l'agent thérapeutique utilisé et de 1'état du systéme immunitaire

du patient, on distingue deux types d'immunothérapie du cancer :

- L'immunothérapie passive qui consiste a utiliser des molécules ou des cellules qui, une fois
administrés, sont capables de compenser le déficit immunologique du patient(133). Cette
méthode n'entraine pas la formation d'une mémoire immunologique.

- L'immunothérapie active qui vise a stimuler les fonctions effectrices du systéme
immunitaire du receveur(133). Cette approche permet d’induire une mémoire immunitaire
dans I’organisme du patient.

3.2.1 Sans mémoire immunitaire induite

L’immunothérapie spécifique sans mémoire immunitaire induite recourre majoritairement a

I’'usage des anticorps monoclonaux (AcM) dont nous présentons les principales

caractéristiques.

- Définition des anticorps monoclonaux (AcM)

Les anticorps monoclonaux sont des immunoglobulines produites par un seul clone
plasmocytaire, qui ont la caracteristique de reconnaitre et de se lier toutes a un seul motif
épitopique de I’antigéne (134).

- Structure des AcM

Parmi les cinq classes isotypiques des immunoglobines (IgM, IgD, IgG, IgE, et IgA), l'isotype
IgG est l'anticorps le plus efficace pour le traitement du cancer. Les IgG sont composées de
deux chaines lourdes identiques "Heavy Chains" (HC) et de deux chaines légéres identiques
"Light Chains" (LC) qui sont maintenues ensemble par quatre liaisons disulfure inter-chaines
et disposées en forme de Y (figure 55) (135). Chacune des chaines lourdes et 1égeres possede
un domaine constant, qui est identique pour toutes les immunoglobulines de méme isotype et
un domaine variable unique contenant le site de liaison a 1’épitope de I'antigéne cible, situé sur

les deux bras courts de la molécule (136).
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Figure 55 : Structure de I'immunoglobuline G (IgG)(137)

La molécule d'IgG est composée de domaines constants (C) et variables (V) pour chaque chaine 1égere
(L) ou lourde (H). La chaine lourde comprend trois domaines constants (CH) et un domaine variable
(VH), et la chaine 1égére contient un domaine constant (CL) et un domaine variable (VL). Cette molécule
peut étre divisée en régions Fc et Fab. Cette derniére comprend les régions variables, appelées régions
déterminant la complémentarité « CDR » (complementarity-determining regions)(137).

Les premiers anticorps monoclonaux (AcM) ont été produits par Milstein et Kohler, qui ont
recu le prix Nobel de physiologie ou de médecine en 1984. Ces anticorps €taient initialement
des protéines murines (suffixe : -omab).Par conséquent, ils étaient immunogenes chez 'homme
et ne convenaient pas a un traitement chronique(138). Les anticorps chimériques souris-
humains (suffixe : -ximab) ont été congus pour contourner cette immunogénicité intrinséque et
cette activité¢ effectrice limitées. Pour cela, 1'ensemble du domaine variable spécifique de
l'antigéne d'un anticorps de souris a été greffé sur les domaines constants d'un anticorps humain,
ce qui a permis d'obtenir des molécules qui sont a peu pres 65 % humaines (figure 56)(139).
Chez I'homme, ces AcM chimériques ont une demi-vie plus longue et sont moins immunogeénes.

Quant aux AcM humanisés (suffixe : -zumab), ils ont été créés en greffant uniquement les
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régions hypervariables murines sur une structure d'’AcM humain, ce qui donne des molécules
qui sont a 95 % humaines (figure 56)(139). La production d'AcM thérapeutiques humains a
100 % (suffixe : -umab) est désormais envisageable grace au développement de plateformes de
phage-display et, plus récemment, de plateformes de souris transgéniques(140). Les AcM
humanisés et entiecrement humains ont tous deux un potentiel immunogeéne beaucoup plus faible

et présentent des caractéristiques similaires aux IgG endogenes humaines(139).

Muring Chimeric Humanized Fully Human
(0% human) (65% human) (= 80% human) {100% human)

N7 NI N\ \

Generic suffix -omab -ximab -zumab umab

Figure 56 : L'humanisation des anticorps monoclonaux et leur potentiel immunogéne(140)

Le potentiel immunogéne d'un anticorps diminue parallélement a 1'augmentation de la proportion de
fragments humains dans sa structure(138). Ceci implique, qu'avec un anticorps murin a 0% de fragments
humains une forte immunogénicité est constatée. Et au fur et 8 mesure de I'humanisation de l'anticorps,
passant de 65% jusqu'a atteindre 100%, I'immunogénicité s'avere minimale(140).

3.2.1.1 Anticorps dirigés contre les marqueurs de surface

Les AcM de cette catégorie sont synthétisés avec un paratope susceptible de reconnaitre des
épitopes d’un antigeéne-cible présents a la surface de la membrane de la cellule tumorale. La
réponse immunitaire est alors déclenchée spécifiquement a la surface de la cellule tumorale
(141). Dans I’idéal, un antigéne-cible parfait d’un anticorps devrait avoir une expression

abondante, homogeéne et exclusive sur les cellules tumorales, avec une expression nulle ou

quasi-nulle sur les cellules normales(142).
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> Dénominations communes internationales et structures

Des exemples d’anticorps ciblant les marqueurs de surface tumorale sont énoncés dans le
tableau 6.

Tableau 6 : Structures des anticorps monoclonaux dirigés contre les marqueurs de surface(134)

Daratumumab
(Darzalex®)

Dinutuximab Anticorps Neuroblastome
(Unituxin®) monoclonal
chimérique

Elotuzumab
(Empliciti®)

Isatuximab Anticorps CD38 Myélome multiple
(Sarclisa®) monoclonal
chimérique

Mogamulizumab
(Poteligeo®)

Obinutuzumab Anticorps CD20 Leucémie
monoclonal lymphocytaire

(Lot o chronique
humanisé

Ofatumumab
(Kesimpta®)

Rituximab Anticorps CD20 Lymphome a
(Rituxan®) monoclonal cellules B
chimérique
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> Pharmacodynamie

Les immunothérapies a base d'anticorps sont des agents thérapeutiques spécifiques qui reposent
sur l'affinit¢ de la région Fab de I’anticorps pour le ciblage des régions épitopiques sur
'antigéne, ainsi que sur la capacité de la région Fc a interagir avec les composants du systéme
immunitaire de 1'hote(143). Les anticorps monoclonaux agissent selon différents mécanismes
qui assurent la lyse des tumeurs, notamment : la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante
des anticorps « antibody-dependent cellular cytotoxicity » (ADCC) et la cytotoxicité
dépendante du complément « complement-dependent cytotoxicity » (CDC)(figure 57) (143).
- La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)
L’ADCC est un mécanisme effecteur immunitaire dans lequel les anticorps spécifiques de
l'antigene dirigent les cellules effectrices de I'immunité innée vers la destruction des cellules
cancéreuses exprimant l'antigéne(144). Au cours de I'ADCC, le domaine Fc de I'anticorps se lie
aux récepteurs FcR activateurs sur les cellules immunitaires FcR-positives comme les cellules
NK, les monocytes, les macrophages et les granulocytes(145). Cette interaction anticorps-FcR
déclenche la libération de cytokines comme I'IFN-y ainsi que des molécules cytotoxiques
comme la perforine et les granzymes qui lysent la cellule tumorale ciblée(145).
- La cytotoxicité dépendante du complément (CDC)

La CDC est déclenchée par la liaison de la protéine du complément Clq au domaine Fc des
AcM opsonisant une cible cellulaire(145). Cela entraine une cascade de réactions
d'amplification enzymatique, aboutissant a la formation du "complexe d'attaque membranaire"
qui s'insére dans la membrane cellulaire pour former un pore et une perte d'intégrité

cellulaire(146).
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Figure 57 : Mécanismes effecteurs des anticorps monoclonaux(145)

(A) Lors du mécanisme ADCC, les AcM se lient d'abord aux antigénes a la surface des cellules cibles,

telles que les cellules tumorales(143). Ensuite, les récepteurs Fc des cellules immunitaires telles que les
cellules NK reconnaissent les AcM liés aux cellules tumorales. La liaison croisée des récepteurs entraine
la libération d'agents cytotoxiques tels que la perforine et le granzyme dans une synapse lytique. Ceci
entraine la mort cellulaire par apoptose(143).
(B) Le mécanisme CDC est déclenchée par la liaison du facteur de complément Clq aux cellules
opsonisées par des anticorps, suivie de la formation du complexe Cl1 qui initic la cascade du
complément(145). Schématiquement, le clivage de C4 et C2 entraine la formation du complexe C4b-
C2a qui agit comme une C3-convertase. La liaison de C3b au complexe C4b-C2a conduit a la formation
de C5b, la protéine initiatrice du complexe d'attaque membranaire. Ce dernier comprend C5b, C6, C7,
C8 et C9 et forme un pore dans la membrane cellulaire qui favorise la lyse de la cellule cible(145).
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3.2.1.2 Anticorps dirigés sur les checkpoints immunitaires

Les AcM de cette catégorie sont dirigés contre les points de contrdle immunitaires
« checkpoints ». Ils interrompent la transmission de signaux inhibiteurs aux lymphocytes T et
reprogramment 1'immunité adaptative pour participer a l'élimination du cancer(147). Ces
inhibiteurs appartiennent a différentes classes. On note principalement les AcM dirigés contre
CTLA-4 défini comme récepteur inhibiteur de LT et ceux dirigés contre le systéme PD-1/PDL-
1 constitué¢ d’un récepteur inhibiteur a la surface du LT ainsi que son ligand exprimé par les
cellules tumorales(147).

> Dénominations communes internationales, structures et indications

Jusqu’a présent, il existe un inhibiteur de CTLA-4 et cinq inhibiteurs de PD-1/PD-L1 approuvés
par la FDA (tableau 7) (147).

Tableau 7 : Les anticorps anti CTLA-4, anti-PD1, anti-PDL1 approuvés par la FDA(148)

Checkpoint ciblé Type d*AcM

CTLA4 Ipilimumab AcM humain (100%) M¢élanome
(Yervoy®)

PD-1 Nivolumab AcM humain (100%) M¢élanome

(Opdivo®) Cancer du poumon
Cancer du rein
Lymphome de Hodgkin
Cancer ORL
Cancer de la vessie

Pembrolizumab AcM humanisé Mélanome

(Keytruda®) Cancer du poumon
Lymphome de Hodgkin
Cancer de vessie

Atezolizumab AcM humanisé Cancer de vessie Cancer

(Tecentriq®) du poumon

Avelumab AcM humain (100%) Carcinome de Merkel

(Bavencio®)

Durvalumab AcM humain (100%) Cancer du poumon

(Imfinzi®)

Abréviation : AcM : Anticorps monoclonal
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> Pharmacodynamie des anticorps dirigés sur les checkpoints

L’expression accrue de ligands capables de se lier aux récepteurs inhibiteurs des lymphocytes
T constitue un mécanisme central de 1'immunosuppression induite par les tumeurs. Ces ligands
connus sous le nom de points de controle immunitaire agissent dans des conditions
physiologiques pour empécher le développement de l'auto-immunité lors de la réponse
immunologique (figure 58 et 59) (147).
a) Anticorps anti CTLA-4

La molécule CTLA-4 a constitué¢ le premier récepteur de contréle immunitaire a étre ciblé
cliniquement. Ce récepteur joue un role essentiel dans le maintien de I'homéostasie
immunologique normale en réduisant la fonction des cellules T par divers mécanismes,
notamment en empéchant la costimulation par compétition avec le CD28 pour son ligand, le
B7 (figure 58)(149).

L'ipilimumab, un anticorps monoclonal humain IgGlk anti-CTLA4, a ¢été approuvé par
I’administration américaine, «Food and drug administration » (FDA) en 2011 pour le
traitement du mélanome non résécable de stade III/IV, aprés avoir démontré qu'il provoquait
une puissante nécrose tumorale et conférait un avantage de 3,6 mois de survie supplémentaire

a court terme (150).

103



Lymph nodes

MHC  TCR

‘@)
_—

CD28

Inhi%nal : y
g!! CTLA-4 gl

anti-CTLA-4 mAbs
- Ipilimumab
- Tremelimumab

Figure 58 : Mécanisme d'action des anticorps monoclonaux anti-CTLA-4(151)

Les cellules T reconnaissent les antigénes spécifiques des tumeurs présentés par le CMH a la surface
des cellules présentatrices d'antigénes ou des cellules cancéreuses via leur TCR. Ensuite, un signal
déclenché par la liaison de molécules co-stimulatrices B7 et CD28 permet l'activation des cellules T.
L'expression de CTLA-4 a la surface des cellules T permet de réguler cette activation car il a une plus
grande affinité pour B7 que le CD28.Ceci déclenche un signal inhibiteur, qui peut étre lui-méme inhibé
par les anticorps anti-CTLA-4, restaurant 'activation des cellules T(151).

Abréviations : CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; PD-1 : programmed cell death 1; PD-LI :
programmed cell death-ligand 1.

b) Anticorps dirigés contre le systéme PD-1/PDL-1
Les anticorps inhibent l'interaction entre PDI et ses ligands et augmentent la réponse
immunitaire contre les cellules cancéreuses. Ils sont efficaces contre le cancer du poumon non
a petites cellules, le cancer des cellules rénales, le cancer de la vessie et le lymphome de
Hodgkin(152). Le pembrolizumab et le nivolumab ont été approuvés par la FDA pour le
traitement des patients déja traités par ipilimumab pour un mélanome non résécable ou
métastatique et une progression de la maladie (152). Actuellement, il existe trois inhibiteurs de

PD-L1 approuvés par la FDA pour diverses tumeurs malignes allant du cancer du poumon non
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a petites cellules au carcinome a cellules de Merkel : 1'atezolizumab, le durvalumab et

I'avelumab (figure 59)(153).

| Peripheral tissus

anti-PD-1 mAbs anti-PD-L1 mAbs

- Nivolumab - Atezolizumab
Pembrolizumab - Avelumab
- Cemiplimab - Durvalumab

Figure 59 : Mécanisme d'action des anticorps monoclonaux anti-PD1 et anti-PD-L1(151)

L'activation prolongée des cellules T entraine 1'expression du récepteur PD-1 a la surface de ces cellules.
Ce récepteur se lie aux protéines-ligands PD-L1 et PD-L2, exprimées notamment par les cellules
cancéreuses et le microenvironnement tumoral et génére un signal inhibiteur pour les cellules T. Les
anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1 bloquent cette interaction, ce qui réactive les cellules T spécifiques
de la tumeur(151).

Abréviations : CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; PD-1 : programmed cell death 1; PD-L1 :
programmed cell death-ligand 1.

3.2.1.3 Thérapies cellulaires adoptives

La thérapie cellulaire adoptive « Adoptive Cell Therapy » (ACT) est une immunothérapie
passive et personnalisée, basée sur la reinfusion de LT cytotoxiques autologues dirigés
spécifiquement contre les cellules tumorales(154).

La thérapie cellulaire adoptive consiste a utiliser les propres cellules T du patient, dotées d'une
activité antitumorale, mises au point in vitro, puis a les réinjecter au patient atteint d'un cancer

(figure 60) (155).
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Figure 60 : L.a génération de cellules T anti-tumorales utilisées pour la thérapie cellulaire

adoptive(155)
Une tumeur est excisée. De multiples cultures individuelles sont réalisées. Des LT sont cultivées

séparément par I'IL2 et testées pour la reconnaissance spécifique de la tumeur(155). Les cultures
présentant des LT avec une forte réactivité anti-tumorale subissent une expension a un grand nombre de
cellules (>10'cellules) et sont réinjectées au patient cancéreux aprés l'administration d'une
chimiothérapie de conditionnement entrainant une déplétion lymphatique(155).

Abréviation : 1.2 : interleukin 2

Cette approche en constante évolution, se décline actuellement en trois axes principaux
(156,157) :
- la réinfusion les lymphocytes infiltrant la tumeur «tumor infiltrating
lymphocytes »(TIL) (156,157).
- laréinfusion de LT avec les récepteurs TCR soumis a une thérapie génique (156,157).

- laréinfusion de LT modifiés par un récepteur d'antigéne chimérique (CAR) (156,157).
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a) Approche avec lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL)
» Définition des TILs

Les TILs désignent les lymphocytes qui ont quitté la circulation sanguine pour pénétrer dans la
tumeur(158). Il s'agit d'une population hétérogene de cellules polyclonales qui reconnaissent
largement les antigénes des cellules tumorales(158).

» Principe général de production et d’administration des TILs
Cette approche consiste a récolter des TILs d'origine naturelle, a les développer ex vivo, puis a
les réinfuser au patient pour induire une réponse antitumorale efficace 8 médiation immunitaire
(figure 61)(159).
Les protocoles de production et d’administration des TILs varient 1égérement d’une spécialité
a une autre mais restent globalement similaires(154). En voici un exemple(154) :
1. Exérese chirurgicale d’une 1ésion métastatique, de quelques centimetres de diametre(154).
2. Fragmentation de la tumeur en picces de quelques millimétres cubes(154).
3. Mise en culture des lymphocytes extraits et expansion par l'interleukine 2 ex vivo(154).
4. Chimiothérapie lympho-déplétive a base de cyclophosphamide sur deux jours et fludarabine
sur cing jours.
5. Réinfusion de TILs a JO (154).
6. Administration de l'interleukine 2 haute dose trois fois par jour, pour une durée variable selon
la tolérance clinique et le protocole choisi(154).
Il est important de noter que ce type d’approche nécessite I’intervention de plusieurs structures
spécialisées en milieu hospitalier avec une étroite surveillance du patient et aux effets
indésirables susceptibles de se manifester tels qu’un laboratoire de thérapie cellulaire certifié et

une équipe médico-infirmiere formée(154).

107



s Culture et expansion
9 Fragmentation 9 T2
o

e~

&
© I
o Lyn‘phodéplétnLJ
< O <

Conditionnement

TR NeprorTeYY

0

Jours
Q Soutien cytokinique par IL-2

Figure 61 : Les étapes de transfert cellulaire utilisant des TILs(154)

La thérapie cellulaire basée sur I’utilisation des lymphocytes infiltrants la tumeur se déroule en plusieurs
étapes successives. Aprés une résection chirurgicale de la tumeur en (1), celle-ci est fragmenté en(2),
permettant la culture et expansion des TILs en (3). Ensuite le patient subit un conditionnement par
chimiothérapie lympho-déplétive avec le cyclophosphamide et la fludarabine en (4), avant la réinfusion
des TILs et le soutien cytokinique par interleukine-2 en (5) et (6) respectivement(154).

Abréviations : 1L2 : Interleukine 2 ; C : Cyclophosphamide ; F : Fludarabine

» Quelques caractéristiques des TILs
Le traitement par TILs n'est pas encore approuvé par la FDA mais de nombreux essais cliniques
sont actuellement men¢s, principalement pour le mélanome métastatique(160). Les tentatives
actuelles pour obtenir l'approbation se concentrent sur I'optimisation du processus de
fabrication et l'extension de son application au traitement d'autres types de cancers (tableau

8)(160).
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Tableau 8 : Essais cliniques en _cours sur la thérapie TIL(161)

Nom de la thérapie Description la | Indication
thérapie TIL

LN-145

Lifileucel (LN-144)
Moffitt TILs

LN-145-S1

ATL001

Young TILs

TILs + vaccin DC

TILs génétiquement
modifiés

Procédé Gen 2 :

-temps de culture réduit,
-omission de I'étape de
sélection de la réactivité
tumorale,

- cryoconservation du
produit final.

Idem ci-dessus

TILs standards ; produits
avec une culture
prolongée et une mesure
de I'TFNy pour

sélectionner la réactivité
tumorale.

TILs sélectionnés pour la
réactivité PD-1

TILs sélectionnés pour la
réactivit¢  clonale au
néoantigéne

TILs produits avec une
durée de culture réduite
-pas d’étape de sélection
de la réactivité tumorale
omise.

TILs standard

-avec DCs du patient
exprimant le peptide
MART-1  ciblant le
mélanome

TILs  exprimant le

TGFbDNRII  immuno-
stimulateur et le NGFR
ciblant le mélanome
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-Carcinome épidermoide de la
téte et du cou

-Cancer du poumon non a
petites cellules

-Cancer du col de I'utérus
-Cancer du sein triple négatif
-Cancer de la thyroide
M¢élanome

M¢lanome

Cancer du poumon non a petites
cellules

Sarcome des tissus mous

-Mélanome

-Carcinome épidermoide de la
téte et du cou

-Cancer ovarien

-Sarcomes

-Mélanome

-Cancer du poumon non a
petites cellules

-Mélanome

-Cancer du poumon non a
petites cellules
-Autres tumeurs
stade avancé
M¢lanome

solides de

M¢élanome



Tableau 8 : Essais cliniques en cours sur la thérapie TIL (suite) (161)

Nom de la thérapie Description de la | Indication
thérapie TIL

MDA-TILs TILs cultivés avec Cancer ovarien, colorectal ou 2
l'anticorps monoclonal pancréatique

CD137 costimulateur

10V-2001 LT réactifs aux tumeurs Leucémie lymphocytaire 1-2
provenant du sang chronique

périphérique

LT de la moelle osseuse Cancer du poumon non a petites 2
sensibles aux tumeurs  cellules

Carcinome a cellules rénales, 1
carcinome urothélial
Abréviations : DC : Dendritic Cell ; IFN : Interferon ; MART-1: Melanoma Antigen
Recognized by T cells 1 ; TGFbDNRII : dominant-negative form of the TGF-p receptor ;

TIL : Tumor infiltrating lymphocyte

» Pharmacotoxicité

Les effets secondaires les plus fréquents du traitement par TILs sont causés par les régimes
préparatoires de lymphodéplétion et par I'lL-2 qui suit la perfusion de TILs(162). En effet la
lymphodéplétion expose le patient a un risque infectieux(154). La toxicité liée a I’IL-2, quant a
elle, se manifeste sous forme d’état fébrile, de frissons, d’hypotension, d’oligurie et d’cedéme
pulmonaire sur syndrome de fuite capillaire(154). La toxicité liée aux TILs est rare, mais les
patients peuvent présenter une dyspnée, des frissons et une fiévre transitoires peu apres avoir
recu des TIL(162).

b) Les LT avec modification des récepteurs TCR soumis a une thérapie génique

Les cellules T modifiées sont de plus en plus utilisées en clinique pour les patients pour lesquels
les TILs ne sont pas disponibles(163). Une des approches consiste a utiliser des cellules T

autologues du sang périphérique avec modification du TCR par transfert génétique(163).
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» Définition
La thérapie adoptive basée sur les récepteurs des cellules T utilise des lymphocytes
génétiquement modifiés afin qu’ils soient dirigés contre des marqueurs tumoraux
spécifiques(164).
Les cellules effectrices T a récepteur TCR modifié sont capables de mieux reconnaitre les
épitopes spécifiques des tumeurs présentés par les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilit¢ (CMH) a la surface des cellules tumorales(164).

» Principe général de production et d’administration
La premicere étape dans la fabrication de cellules T a TCR modifiées consiste a isoler et a obtenir
des TCR qui reconnaissent spécifiquement les épitopes des antigenes spécifiques des tumeurs
(TSA) « tumor-specific antigen » ou des antigénes associés aux tumeurs (TAA) « tumor-
associated antigen »(165). Les TCR peuvent étre isolés a partir de cellules T infiltrant la tumeur
dans les tissus tumoraux des patients ou a partir de cellules T de donneurs sains induites par les
CMH V11 des peptides TSA ou TAA atténués(165). Apres 'obtention d'un clone de cellule T
présentant la plus grande affinité, les TCR correspendants sont ensuite isolés et insérés dans un
vecteur lentivirus ou rétrovirus(166). Ce vecteur viral modifie les cellules T isolées du sang
périphérique du patient pour coder les séquences TCR souhaitées(166). Ensuite, ces cellules T
modifiées sont développées in vitro afin d'obtenir un nombre suffisant pour procéder au
traitement et a la ré-infusion au patient(166).

» Quelques caractéristiques
La FDA a approuvé le tebentafusp, la premiére thérapie basée sur les récepteurs des cellules T
(TCR), pour le traitement du mélanome uvéal le 25 janvier 2022(167).

Tableau 9 : La thérapie a TCR approuvée par la FDA(168)

Nom de la thérapie Description de la thérapie

Tebentafusp Engagement bispécifique de Mélanome  uvéal non
cellules T CD3 dirigé contre résécable ou métastatique

le peptide gp100 présenté par

une CMH de classe I
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» Pharmacocinétique

Les propriétés pharmacocinétiques du Tebentafusp sont résumées dans le tableau 10.

Tableau 10 : Propriétés pharmacocinétiques du Tebentafusp(169)

Tebentafusp

Posologie 20 microgrammes le premier jour, 30

microgrammes le huitiéme jour, 68
microgrammes le quinziéme jour et par la
suite 68 microgrammes une fois par semaine.
Administration Intraveineuse

Volume de distribution 525L

Temps de demi-vie (t}%) 6a8h

Tmax 35h

Abréviations : T'>: Temps de demi-vie; Tmax : Temps nécessaire pour atteindre la

concentration maximale

» Pharmacotoxicité

Les effets indésirables identifiés lors d'une thérapie adoptive utilisant des cellules T issues du
génie génétique peuvent tre divisés en trois catégories(170) :

1- La toxicité ciblée « on-target » est due a I'expression de l'antigéne cible reconnu par le CAR
ou le TCR dans les tissus normaux(170). On a relevé, par ailleurs, une toxicité ciblée avec un
TCR spécifique de l'antigene MART-1 associé¢ au mélanome car cet antigéne est également
exprimé dans les tissus pigmentés et les mélanocytes normaux(170). Par conséquent, les
patients ont développé des éruptions cutanées, une perte d'audition et une uvéite, ce qui est
cohérent avec l'atteinte antigénique de ces tissus(170).

2- La toxicité hors cible « off-target » est due aux dommages causés aux tissus et aux organes
qui n'expriment pas l'antigéne reconnu par le CAR ou le TCR modifié¢(170). Par exemple, il a
été démontré qu'un peptide généré a partir de la protéine musculaire Titine peut avoir une

réaction croisée avec un TCR soluble dirigé contre un antigéne cancéreux, a savoir un peptide
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dérivé de MAGE3. Lors d'une expérience clinique, cela a entrainé le décés de deux personnes
par arréts cardiaques(171).

3- La toxicité du conditionnement est due aux effets indésirables du traitement de déplétion
lymphatique utilisé pour faciliter la prise de greffe des cellules T transférées par adoption(170).

Il s'agit notamment de la neutropénie fébrile et de 1'anémie(172).

¢) Les LT modifiés par un récepteur d'antigene chimérique (CAR)

> Définition

Les thérapies cellulaires & base de LT autologues modifiés génétiquement in vitro en
laboratoire, par transduction d’un geéne codant un récepteur artificiel dit « chimérique » qui
cible un antigéne tumoral ou « chimeric antigen receptor-T cell s » (CAR T cells), constituent
une approche prometteuse particulierement pour les hémopathies malignes touchant la lignée
lymphocytaire B (163).

Ainsi, depuis 2017, six thérapies par cellules CAR T ont été approuvées par la FDA. Ces
traitements sont autorisé€s pour le traitement des cancers du sang, notamment les lymphomes,
certaines formes de leucémie et, plus récemment, le myélome multiple(173).

Les récepteurs antigéniques chimériques (CAR) sont des récepteurs synthétiques qu’expriment
les LT et qui les orientent vers 1'identification et I'¢limination des cellules exprimant un ligand
cible correspondant(174). La liaison des CARs aux antigeénes cibles exprimés a la surface des
cellules reste indépendante du récepteur du CMH. Par ailleurs, les cellules CAR T peuvent
reconnaitre directement des protéines intactes antigéniques sans apprétement par les cellules
présentatrices d'antigénes (175,176).

La structure de la premicre génération de CAR implique un fragment variable extracellulaire
d'un anticorps monoclonal spécifique d'un antigene de surface d'une cellule tumorale, 1i¢ par un
domaine transmembranaire a une queue intracellulaire composée de la sous-unité CD3( de la
protéine CD3 qui facilite la signalisation intracellulaire et I'activation des lymphocytes T(figure
62)(177). La capacité des récepteurs a stimuler la production de cytokines, 1'expansion et la
prolifération des lymphocytes T a ensuite ét¢ améliorée par l'ajout d'un seul domaine

costimulateur dans la deuxiéme génération, puis par l'ajout d'une paire de domaines
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costimulateurs dans la troisiéme génération (figure 62)(177). La conception de la quatriéme
génération s’est basée sur la structure des CARs de la deuxieéme génération, qui ont été couplés
a des exprimeurs de cytokines (par exemple, l'interleukine 12) sous le contrdle du facteur de
transcription « Nuclear factor of activated T-cells » (NFAT) (figure 62)(178). Les CAR de cette
génération ont €té congus pour libérer l'interleukine 12 transgénique lors de la signalisation du
CAR dans le tissu tumoral afin de surmonter 1'immunosuppression et d'obtenir de meilleurs

résultats thérapeutiques(178).

1st 2nd 3rd 4th
Generation Generation Generation Generation
Linker VH
Extracellular
A ®
30 ®
inge .
Transmembrane
domain )
T cell membrang_
Costimulatory .
Costimulatory domain 1 Costimulatory ..
CD37 domain 1 Costimulatory domain 1 - .
D3¢ domain 2 cp3y | / Cytokines
‘ €D37 l Intracellular

NFAT

Figure 62 : Structure des CARs au niveau de la membrane des L. T(177)

La structure extracellulaire est identique pour tous les récepteurs antigéniques chimériques (CARs), il
s'agit du fragment variable d'un anticorps spécifique d'un antigéne tumoral cible(177). La molécule
CD3( est le seul composant de signalisation intracellulaire présent dans les CARs de premicre
génération(177). Les CARs de deuxiéme génération ont été produits en ajoutant un domaine
costimulateur au CD3{(177). Quant aux CARs de troisiéme génération, ils comportent deux domaines
co-stimulateurs, en plus du CD3{(177). Les CARs de quatrieme génération peuvent activer des facteurs
de transcription en aval, comme le NFAT, aprés la reconnaissance de l'antigéne, ce qui entraine la
production de cytokines(177).

Abréviations : CAR : Chimeric Antigen Receptor ; CD3( : Cluster of Differentiation 3 { chain ; NFAT :
Nuclear Factor of Activated T-cells
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Les antigénes ciblés actuellement sont le CD19 et le BCMA (B Cell Maturation Antigen)
spécifiques de la lignée lymphocytaire B (figure 63)(173).

Linker

CD19 binding domain

Extracellular

Hinge Region
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Cell membrane i Transmembrane domain
e SOt

Intracellular i

Figure 63 : Structure du CAR dirigé contre le CD19(179)

En remplacant les domaines charniére et transmembranaire et en changeant le domaine de liaison du
CD19 d'un fragment de protéine identifié chez la souris a un fragment comparable trouvé chez I'homme,
les chercheurs du NCI ont remodelé leur CAR anti-CD19 original(179).

Abréviations : NCI : National Cancer Institute (USA)

» Production et administration des CART cells

Plusieurs étapes sont nécessaires pour la production de cellules CAR-T (figure 64)(180).

Tout d'abord, le processus consiste a utiliser la leucaphérese pour recueillir le sang du corps du
patient et séparer les leucocytes(181). Ensuite, les cellules T sont enrichies et lavées pour les
séparer des leucocytes(180). Cet enrichissement des lymphocytes est réalisé par élutriation
centrifuge a contre-courant, qui sépare les cellules par taille et densité et maintient la viabilité
cellulaire(181). Une mise en culture est ensuite nécessaire pour activer les cellules T. Ce
processus nécessite la purification des APCs autologues ou hétérologues, ou de billes
recouvertes d'anticorps monoclonaux anti-CD3/anti-CD28(180). Le traitement des cellules T
avec des anticorps monoclonaux anti-CD3 et des anticorps anti-CD28 fournit un signal co-
stimulateur qui engage le TCR pouvant étre utilisé pour l'activation induite par l'antigéne(182).
Au cours du processus d'activation, les cellules T sont incubées avec le vecteur viral encodant
qui utilise sa machinerie pour se fixer aux cellules T du patient et y pénétrer. Le vecteur introduit

alors le matériel génétique codant le CAR, sous forme d'ARN(181). Cela permet a 'ARN de se
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rétro-transcrire en ADN et de s'intégrer de facon permanente dans le génome des cellules T du
patient(180). Apres transfection du géne codant le CAR, les cellules T sont amplifiées en culture
puis récoltées afin de formuler le produit final de la perfusion des cellules CAR T(183). Des
tests de controle de la qualité sont effectués tout au long de ces opérations pour garantir sécurité
et efficacité du produit fabriqué(180,183).

Les CART cells sont considérées comme des organismes génétiquement modifiés nécessitant
surveillance et veille dans le temps pour déceler toute anomalie a moyen et long terme et

améliorer la sécurité d’emploi(184).

CAR
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Cancer cell Fesmmnen Antigen

Figure 64 : Les étapes de traitement par cellules CART(173)

Les lymphocytes T (LT) sont extraits du sang du patient, et le géne codant un récepteur spécifique appelé
récepteur antigénique chimérique (CAR) est ensuite incorporé dans les LT extraits. En laboratoire, des
millions de cellules CAR T sont générées. Elles sont ensuite administrées au patient par perfusion
intraveineuse. Les cellules CAR T se lient aux antigénes a la surface des cellules cancéreuses et les
tuent(173).

Abréviations : CAR : Chimeric Antigen Receptor
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» Quelques caractéristiques des CART cells
Les principales caractéristiques des thérapies CART cells approuvés par la FDA sont rapportées

dans le tableau 11. L’essentiel ont pour cible CD19, un marqueur spécifique de la lignée
lymphocytaire B. L’antigéne de maturation des cellules B (BCMA) constitue également une
cible thérapeutique. Elles sont principalement indiquées lors d’hémopathies malignes touchant
la lignée lymphocytaire B.

Tableau 11 : Les thérapies a cellules CAR T approuvés par la FDA(173)
Indication

Nom de I hérapie

Tisagenlecleucel

Axicabtagene ciloleucel -

Brexucabtagene autoleucel

Lisocabtagene maraleucel

Idecabtagene vicleucel BCMA Myélome multiple

Abréviation : BCMA : Antigene de maturation des cellules B

» Pharmacotoxicité
En plus de la classification commune des effets indésirables rapportés ci dessus pour les
lymphocytes T a TCR modifié, a savoir(170) :
1- La toxicité ciblée « on-target » : Par exemple, une cholestase a été observée chez des
patients atteints d'un carcinome des cellules rénales et traités avec des cellules T dotées d'un
CAR spécifique de I'anhydrase carbonique IX, qui est physiologiquement exprimé sur les

cellules épithéliales du canal biliaire(185).
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2- La toxicité hors cible « off-target » : La toxicité cardiaque documentée chez un patient
traité avec des cellules T anti-CD19 issues de la technologie CAR, par exemple, n'est
probablement pas liée a l'expression de CD19 dans le tissu cardiaque et refléte un type de
toxicité hors cible(170).

3- La toxicité du conditionnement due aux effets indésirables du traitement de déplétion
lymphatique (170). Il s’agit essentiellement de 1'anémie, la coagulopathie et la septicémie
neutropénique(185).

La toxicité la plus importante et la mieux décrite des cellules CAR T est le syndrome de
libération de cytokines, une constellation de symptomes, dont la fievre et I'hypotension, causée
par les cytokines libérées par les cellules T perfusées(186). Un syndrome de neurotoxicité
associ¢ aux cellules immunitaires effectrices est également liée a ces thérapies(173).

d) Echappement au traitement par thérapies cellulaires adoptives (ACT)

Malgré les bénéfices cliniques obtenus grace aux différentes approches ACT décrites ci-dessus,
certaines d'entre elles présentent des rémissions de courte durée et développent une résistance
au traitement en raison de plusieurs facteurs (187). En effet, les données cliniques indiquent
que la résistance aux thérapies a base de cellules T s'explique par des facteurs intrinséques aux
cellules T, un microenvironnement tumoral immunosuppressif et des mutations des cellules
tumorales qui entrainent la perte de l'antigéne cible(188).

1. Facteurs intrinséques des cellules T
L’¢état hyporéactif des cellules T est largement caractérisé par une diminution de I'expression
des cytokines effectrices et une augmentation de l'expression des récepteurs inhibiteurs des
points de contréle immunitaires, qui, en combinaison, provoquent une signalisation inhibitrice
et réduisent la cytotoxicité des cellules T(189). Par conséquent, une activité anti-tumorale
insuffisante et de courte durée des immunothérapies anticancéreuses en résulte(188).

2. Microenvironnement tumoral immunosuppressif
La résistance adaptative au traitement anticancéreux induite par le microenvironnement tumoral
peut jouer un role essentiel dans la récidive et les métastases des tumeurs(190). L'hyperplasie,
le remodelage métabolique, la prolifération maligne et l'inhibition de l'apoptose dans les

cellules tumorales contribuent a I'hypoxie, au stress oxydatif et a l'acidose dans le
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microenvironnement tumoral. Ces conditions anormales modulent en outre la matrice
extracellulaire pour induire I'angiogenese ou la rigidité mécanique, ce qui entraine finalement
des métastases et une résistance au traitements(190)

3. Caractéristiques de la tumeur
L'échappement de 'antigéne di a I'hétérogénéité de la tumeur et a la pression de sélection, en
particulier sous des immunothérapies a haute efficacité, est un facteur déterminant chez les
patients recevant des immunothérapies ciblées(188). En effet, 1'activité des cellules CAR T au
niveau des tumeurs peut étre compromise par des variations dans 1'expression des antigenes.
Cette diversification des antigenes des cellules malignes rend difficile la reconnaissance des
antigeénes spécifiques des cellules tumorales(191).
3.2.2 Avec mémoire immunitaire induite : notion de vaccins personnalisés
L’immunothérapie spécifique avec mémoire immunitaire induite par la rencontre avec un Ag
recourre a I’usage de vaccins susceptibles d’éduquer le systéme immunitaire a reconnaitre des
épitopes antigéniques et a en détruire spécifiquement la cellule porteuse de ’Ag.
Les cellules tumorales étant génétiquement instables, elles peuvent exprimer une série de
protéines aberrantes dont I'expression est limitée ou nulle sur les cellules saines, respectivement
a travers les antigénes associés a la tumeur et les néoantigénes tumoraux de mutation de
novo(192). Ces antigénes dérivés de tumeurs constituent des cibles potentielles pour la
vaccination contre le cancer(192).

> Notion de vaccins personnalisés
Les vaccins basés sur les néoantigenes sont des thérapies individualisées spécifiques aux
tumeurs, ciblant généralement plusieurs antigénes tumoraux uniques a chaque patient(193).
En effet, Les néoantigénes spécifiques du cancer sont traités et présentés sur les molécules du
CMH et ces ¢épitopes mutés qui sont reconnus par les lymphocytes T sont appelés
"néoépitopes"(194). Ces derniers, étant absents au niveau des tissus normaux, sont donc
reconnus comme étrangers par le systéme immunitaire de 1'hote. Ceci permet de déclencher une

réponse immunitaire spécifique contre les tumeurs(194).
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Pour identifier et confirmer I'expression de mutations somatiques dans la tumeur en vue de leur
inclusion dans un vaccin personnalisé, une biopsie du tissu tumoral est réalisée pour un
séquencage de I'exome entier et de I'ARN tumoral (193).

> Différentes stratégies vaccinales
On distingue quatre types de vaccins contre le cancer(195) :

1. Les vaccins a base de cellules tumorales ou immunitaires

Les vaccins cellulaires peuvent étre divisés en deux catégories : les vaccins a cellules tumorales

entieres et les vaccins a cellules dendritiques(196).

- Les vaccins a cellules tumorales enti¢res utilisent des cellules cancéreuses qui ont été
atténués ou tuées. L'identification préalable de la cible n'est pas nécessaire et par conséquent
le ciblage du cancer n'est pas spécifique(196).

- Les vaccins a cellules dendritiques, en revanche, utilisent des cellules dendritiques
autologues dérivées de patients et chargées d'antigénes peptidiques ou transfectées avec des
genes codant des antigénes tumoraux(196).

2. Les vaccins a base d’acides nucléiques

Les vaccins anticancéreux a base de génes utilisent I'ADN et ' ARN pour produire des antigénes

spécifiques du cancer. Ces vaccins agissent en délivrant des génes codant des antigénes

tumoraux, ce qui renforce spécifiquement la réponse immunitaire contre les cellules exprimant
ces antigenes(196).
3. Les vaccins a base de peptides

Les vaccins peptidiques ou protéiques peuvent €tre composés d'antigénes associés a la tumeur

ou de néoantigénes spécifiques a la tumeur(196). Cette stratégie repose sur le fait que les

lymphocytes T reconnaissent les antigénes associés au cancer en reconnaissant les peptides

antigéniques intracellulaires présentés par les molécules du CMH a la surface des APCs (194).
4. Les vaccins a base de vecteurs viraux

Ce type de vaccin cellulaire comprend des virus qui permettent a la fois de stimuler une réponse

immunitaire et de délivrer des antigénes tumoraux. Les poxvirus, les adénovirus et les

alphavirus sont les trois vecteurs viraux de vaccination les plus souvent utilisés(194).
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3.2.2.1 Différents vaccins personnalisés en essai clinique

Le tableau 12 résume les principales caractéristiques des vaccins personnalisés en essai

clinique

Tableau 12 :

Essais cliniques en cours sur les vaccins anticancéreux personnalisés menés par des

instituts de recherche et des hopitaux entre 2010 et 2021(192)

Type de vaccin

[Identifiant]

Peptides
synthétiques

[NCT02600949]

Cellules
tumorales
autologues MVX-
ONCO-1
[NCT02999646]
Vaccin peptidique
[INCT03121677]

Néoantigénes
dérivés de
tumeur
[INCT03568058]
Vaccin
personnalisé a
ARNm codant des
néoantigénes
[INCT03468244]

la

néo-

Vaccin
antigénique
[INCT03558945]

Agents associés Indication

Voie

Phase
d’administration

Sous-cutanée Intervent
ionnelle

Carcinome
épidermoide de la
téte et du cou

Perfusion intraveineuse Tumeur solide Sous-cutanée 1
concomitante de 200 mg incurable

de pembrolizumab

toutes les 3 semaines.

Apres la chirurgie et au Cancer du Sous-cutanée 1
moins un cycle de pancréas

chimiothérapie.

Avec Poly ICLC comme

adjuvant.

121



Tableau 12

: Essais cliniques en cours sur les vaccins anticancéreux personnalisés menés

par des instituts de recherche et des hopitaux entre 2010 et 2021 (suite) (192)

Type de vaccin Agents associés Indication \
[Identifiant] d’administration

Peptide
synthétique
[INCT03606967]

Vaccin dérivé de
biopsies de sang et
de moelle osseuse
du patient
[INCT03631043]
Cellules
dendritiques
autologues pulsées
avec un lysat de
cellules tumorales
entieres
autologues
INCT03671720]
Vaccin ¢
antigénique
NeoPepVac
[NCT03715985]

Peptides
antigéniques
autologues
NeoVax
[INCT04024878]
Vaccin néo-
antigénique Neo-
Vac-Mn
[INCT04072900]

En plus de Nab-
Paclitaxel, Durvalumab
et Tremelimumab en
intraveineux
Associé a la
Iénalidomide

En association avec le
cyclophosphamide oral
(50 mg)

En association avec un
anticorps anti-PD-1 ou
anti-PD-L1 approuvé.
Avec CAF09b comme
adjuvant

En association avec la
perfusion intraveineuse
de Nivolumab.

Avec Poly ICLC comme
adjuvant.

Associ¢ a 3 mgkg
d'anti-PD-1
Toripalimab, 3 pg/kg de
GM-CSF humain
recombinant, et
application topique sur
le site d'injection

d'Imiquimod 5% créme
topique.

Cancer du sein de
stade IV, carcinome

mammaire invasif,
carcinome
mammaire triple
négatif métastatique
My¢élome multiple
Tumeurs solides
avancées ou
métastatiques
M¢élanome malin,

cancer du poumon
non a petites cellules
métastatique,
carcinome urothélial
métastatique

Cancer de 'ovaire

Mé¢lanome
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Sous-cutanée

Sous-cutanée

Injection intranodale

Intrapéritonéal/
intramusculaire

Sous-cutanée

Sous-cutanée

Phase 1
précoce
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Tableau 12 : Essais cliniques en cours sur les vaccins anticancéreux personnalisés menés

par des instituts de recherche et des hopitaux entre 2010 et 2021 (suite) (192)

Type de vaccin [ Agents associés Indication Voie

[Identifiant] d’administration

Vaccination néo-
antigéne avec des
cellules
dendritiques
autologues
[NCT04105582]

Cellules Cancer gastrique, Sous-cutanée
dendritiques carcinome
autologues hépatocellulaire, cancer
[INCT04147078] du poumon non a petites

cellules  métastatique,

cancer colorectal

Cellule
dendritique
autologue chargée
avec des

peptides
personnalisés
[INCT04627246]

(*) Imiquimod : il s’agit d’un médicament immunomodulateur par stimulation de ’immunité innée et adaptive a travers le

« Toll-Like Receptor 7 » TLR7 provoquant la sécrétion des cytokines avec une action antitumorale profonde(197).

(**) Poly ICLC : il s'agit d’'une molécule synthétique d'ARN double brins qui stimule le syst¢tme immmunitaire. Cet
adjuvant imite les infections virales et suscite des réponses immunitaires de 1'hote principalement a travers le « Melanoma
Differentiation-Associated protein 5 » MDA-5 et le « Toll-Like Receptor 3 » TLR3(198).
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3.2.2.2 Aspects pharmacologiques et toxicologiques des vaccins personnalisés

» Pharmacodynamie
Les vaccins thérapeutiques anticancéreux reconstruisent le systéme immunitaire de I'organisme
qui tolérait auparavant les antigénes tumoraux(199). En exploitant le systtme immunitaire des
patients, ces vaccins activent la cascade de réponses immunitaires spécifiques a I'antigéne et
permetent finalement de tuer les cellules tumorales (figure 65)(199).
L'objectif des vaccins thérapeutiques contre le cancer est d'induire une régression tumorale,
d'éradiquer la maladie résiduelle minimale, d'établir une mémoire antitumorale durable et
d'éviter les réactions non spécifiques ou indésirables des thérapies conventionnelles(200).
En effet, le syst¢tme immunitaire humain est caractérisé par une mémoire immunologique
capable de se rappeler des antigénes de la primo-infection et de construire une réponse
immunologique plus importante avec une cinétique plus rapide lors d'une nouvelle rencontre
avec les mémes antigenes(201). L'immunité humorale est principalement médiée par les
lymphocytes B et génére des anticorps spécifiques aux antigénes. L'immunité a médiation
cellulaire, quant a elle, est principalement dirigée par les lymphocytes T matures, les
macrophages et la production de cytokines en réponse a un antigéne(202).Plus précisément, les
lymphocytes B et lymphocytes T mémoires issus de l'immunité humorale et cellulaire,

respectivement, constituent une mémoire qui peut persister pendant des décennies dans

' .
'organisme(201).
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Figure 65 : Cascade immunitaire tumorale induite par les vaccins anticancéreux(203)
Aprés la vaccination, les antigénes tumoraux sont transportés vers les ganglions lymphatiques, ou ils
activent les cellules B et T spécifiques de l'antigéne(203). Les cellules B reconnaissent directement les
antigénes, tandis que les cellules T sont activées par les cellules dendritiques (DC) qui apprétent
l'antigéne en association avec les molécules du CMH(203). Les anticorps produits par les cellules B
activées et les LT effecteurs activés infiltrent les tumeurs et induisent la mort des cellules
tumorales(203).
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» Pharmacotoxicologie des vaccins personnalisés
Dans I'ensemble, les vaccins anticancéreux sont bien tolérés, avec des toxicités prédominantes
de grade 1, notamment des frissons, de la fiévre, de la fatigue, des douleurs dorsales, des
nausées, des érythémes et des démangeaisons au site d'injection, mais des effets indésirables
séveres de grade supérieur a 3 sont également observés occasionnellement, comme le syndrome
de Stevens Johnson et la toxicité hépatique(204). Généralement, la majorité des vaccins
anticancéreux ne produisent qu'une faible toxicité. Cela pourrait s'expliquer par le fait que de
nombreux antigénes associés aux tumeurs sont fortement surexprimés dans les cellules
cancéreuses, mais rarement exprimés ou indétectables dans les cellules normales(204).
3.2.2.3 Echappement aux vaccins personnalisés anticancéreux
Bien que la majorité de ces approches expérimentales aient démontré la génération de réponses
spécifiques au vaccin, elles ne semblent pas se traduire par des avantages cliniques. Le principal
probléme des antigénes tumoraux surexprimés est qu'il s'agit en fin de compte d'auto-anticorps,
et que les mécanismes centraux et périphériques de tolérance sont congus pour empécher
précisément la génération de cellules autoréactives B et T qui reconnaissent fortement ces
séquences(205). Le développement de vaccins efficaces, capables de briser la tolérance,
d'inverser I'immunosuppression, de détruire les tumeurs et de produire des réponses durables,
est toujours en cours pour atteindre 1’efficacité clinique souhaitée (205).
3.3 Inhibiteurs de mécanismes oncogéniques : Thérapies ciblées
Les tyrosines kinases constituent une cible thérapeutique particuliérement importante, en raison
du rdle essentiel de phosphorylation qu'elles jouent dans la modulation des voies de
signalisation cellulaire (206).
En effet, comme rapporté dans les chapitres précédents (cf. chapitre 1.2 page 36), il s’agit de
structures chimiques dotées d’activité enzymatique capable de phosphoryler un substrat ou
méme de s’auto-phosphoryler. Notons que les protéines kinases eucaryotes catalysent
généralement la méme réaction, a savoir le transfert du gamma-phosphate de I'ATP au groupe
hydroxyle d'une sérine, thréonine ou tyrosine contenu au niveau du site catalytique de ces

protéines (Figure 66)(207).
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Figure 66 : La réaction enzymatique catalysée par les protéines kinases(208)

La protéine kinase catalyse le transfert du groupement phosphate (rouge) en position y de I’ATP vers le
groupement hydroxyl du substrat tyrosine(208).

Les tyrosines kinases interviennent dans des cascades de réactions qui aboutissent a I’activation

ou la désactivation d’une voie de signalisation ou d’une voie métabolique. Ces voies de

signalisation constituent une architecture de réseaux réactionnels complexes qui préside, entre

autres, a la division cellulaire, a 1’homéostasie tissulaire et plus généralement a la

communication inter-cellulaire et intracellulaire.

Ce ciblage s’est concrétisé par la mise au point de deux stratégies distinctes mais aboutissant

au méme objectif de bloquer spécifiquement les voies de transduction de signal distinguant les

cellules tumorales :

- tout d’abord, la syntheése de molécules relativement petites et agissant comme inhibiteurs
intracellulaires de protéine kinases dont les tyrosines kinases.

- ¢également la production de biomédicaments sous forme d’ AcM agissant comme inhibiteurs
extracellulaires dirigés contre les récepteurs tyrosine kinases membranaires (Figure 51 :

Classification des traitements anticancéreux et place de la médecine de précision(123)page 90).

En fonction de leur structure, de leur fonction et de leur localisation, les tyrosine kinases se
divisent en deux classes : les tyrosine kinases non réceptrices « Non-receptor Tyrosine
Kinases » (NRTK), situées dans le cytoplasme, et les tyrosine kinases réceptrices « Receptor

Tyrosine Kinases » (RTK), des récepteurs transmembranaires a part entiere (209).
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3.3.1 Les tyrosine Kinases : une cible de choix

3.3.1.1 Les récepteurs tyrosine kinases (RTK)

Cette classe de tyrosine kinases en plus de posséder une activit¢é enzymatique de
phosphorylation posséde une structure réceptrice intrinséque correspondant a un domaine
extracellulaire qui se lie a un ligand spécifique(210). Via une région transmembranaire, le
domaine extracellulaire est 1i¢ au domaine kinase intracellulaire possédant un site catalytique
et fixant sélectivement un substrat pour le phosphoryler et initie la cascade réactionnelle des
voies de signalisation(210). Il existe 58 RTK connus chez I'Homme, qui se répartissent en une

vingtaine de sous-familles (figure 67)(211).
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Figure 67 :

Familles de récepteurs a tyrosine kinase(211)

Les récepteurs tyrosine kinases (RTK) humains contiennent 20 sous-familles. Celles-ci sont
caractérisées par leurs domaines tyrosine kinases intracellulaires représentés par des rectangles rouges.
Les domaines structuraux dans les régions extracellulaires sont marqués selon la clé présentée (211).
Abréviations : ErbB ou HER2 : epidermal growth factor receptor ; Ins : Insulin receptor ; PDGF :
Platelet-derived growth factor receptor ; VEGF : Vascular endothelial growth factor receptor ; FGF:
Fibroblast growth factor receptor; PTK7: Protein-tyrosine kinase 7 ; Trk: Tropomyosin receptor
kinase ; Ror: Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor ; MuSK: Muscle Specific Kinase ; Met:
Mesenchymal-epithelial transition factor receptor; Axl: AXL Receptor Tyrosine Kinase ; Tie:
Tyrosine kinases with immunoglobulin and epidermal growth factor homology domains ; Eph: Ephrin
receptor ; Ret: Rearranged during transfection ; Ryk: Receptor Like Tyrosine Kinase; DDR:
Discoidin domain receptors ; Ros: Reactive oxygen species receptors ; LMR: Lemur kinase ; ALK:
Anaplastic lymphoma kinase receptor ; STYK1: Serine/threonine/tyrosine kinase 1
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3.3.1.2 Les tyrosine kinases non réceptrices (NRTK)

Cette classe de tyrosine kinase ne posséde pas de structure extracellulaire réceptrice. Pour
transduire un signal elle interagit avec une structure réceptrice susceptible de fixer un ligand
exterieur. Ces NRTK sont retrouvées généralement dans le cytoplasme ou attachées a la
membrane cellulaire(210). Elles sont classées en 9 sous-familles a partir de leurs similitudes

séquentielles, principalement dans les domaines kinases (figure 68) (212).
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Figure 68 : Structures de diverses familles de tyrosine kinases non réceptrices(212)

FES Kinases

Les NRTK présentent une variabilité considérable dans leur structure, avec un domaine kinase commun
et de nombreux autres domaines tels que SH2 et SH3, qui sont des domaines d'interaction protéine-
protéine(212).

Abréviations : N: Amino terminus ; SH3 : SRC Homology 3 domain ; SH2 : SRC Homology 2 domain;
Kinase : Catalytic kinase domain; DNA: Domaine de liaison a 'ADN; Actin: Domaine de liaison a
l'actine; FCH : Fes/Fer/Cdc-42-Interacting Protein homology domain ; CC : Coiled coil motif ; FERM :
Four-point-one, ezrin, radixin, moesin domain ; JH2 : Janus homology domain 2 ; CRIB : Cdc42/Rac-
interactive domain ; PH : Pleckstrin homology domain ; Btk :Btk-type zinc finger motif ; pr : Proline
rich region ; FAT : Focal-adhesion targeting domain ; SH4 : SRC Homology 4 domain ; C: Carboxy
terminus.

3.3.2 Inhibiteurs intracellulaires

I1 s’agit de petites molécules de syntheses susceptibles d’inhiber des enzymes impliqués dans
les voies de signalisation générant croissance et prolifération cellulaire dont les :

- Tyrosines kinases (TK)

- Poly (ADP-ribose) polymerases (PARPs)

- Histone désacétylases (HDACs)
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3.3.2.1 Les inhibiteurs des protéines kinases

Il existe 68 agents thérapeutiques désormais approuvés par la FDA (USA) qui ciblent
différentes protéines kinases, dont 58 sont prescrites pour le traitement des néoplasmes. Ces
protéines kinases ciblées incluent des sérines/thréonines kinases, des tyrosines kinases non
réceptrices et réceptrices (213).

Pour chacune des cibles, ont ét¢ rapportées les chefs de file ou les molécules les plus anciennes
pour lesquels la littérature disposait de données étoffées avec davantage de recul.

3.3.2.1.1 Les inhibiteurs de tyrosines kinases (ITK)

A- Dénominations communes internationales, structures et relation structure activité

a) Les inhibiteurs des tyrosine kinases non réceptrices
La protéine de fusion « Breakpoint cluster region/abelson » (Bcr-Abl) retrouvée dans la
leucémie myé¢loide chronique représente la premiere cible thérapeutique des inhibiteurs
synthétisés. Il s'agit d'une tyrosine kinase chimérique multidomaine, constitutivement active,
qui résulte d'une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22, t(9;22) (q34;ql1),
formant le « chromosome Philadelphie »(214). La fusion des séquences BCR avec ABL
résultante de cette translocation augmente l'activité tyrosine kinase d'Abl et lui apporte de
nouveaux domaines de régulation (215). Trois principales isoformes de Ber-Abl peuvent étre
formées en fonction du point de cassure sur le chromosome 22 : les protéines 185kDa, 210kDa
et 230kDa(214). L’isoforme 210kDa est celui qui est suréxprimé dans les leucémies myéloides

chronique(Figure 69)(214).

Figure 69 : Structure linéaire de la protéine de fusion Ber-Abl p210(214)

La protéine de fusion Bcr-Abl contient dans sa partic BCR : le domaine d'oligomérisation (CC), le
domaine kinase Ser/Thr et le domaine Rho/GEF(216).Tandis que la partie ABL est constituée des
domaines d'homologie src (SH), du signal de translocation nucléaire (NTS) et des domaines de liaison
aI’ADN et a I'actine respectivement (DB) et (AB)(216).

Abréviations : CC : Coil-Coiled oligomerization domain ; STK : Serine/Threonine kinase domain ;
Rho/GEF: Ras homolog gene family/Guanine nucleotide Exchange Factors domain ; SH : SRC
Homology domain ; NTS : Nuclear Translocation signal ; DB : DNA Binding domain ; AB : Actin
Binding domain(214).
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La cible précise au sein de la protéine correspond au site catalytique acceuillant une molécule
d’ATP qui intervient dans une éventuelle phosphorylation de protéine, visible en structure
tertiaire de la protéine de fusion Bcr-Abl (Figure 70).

N-terminal lobe

Hinge \TP-bindi Activation
"=/ segmgnt

C-terminal lobe

Figure 70 : Structure tertiaire de la protéine de fusion Ber-ABI(217)

La structure cristallographique de la protéine Ber-Abl met en évidence un domaine catalytique a deux
lobes(218) .Le lobe N-terminal composé de feuillets [} et le lobe C-terminal a prédominence hélicoidale
a. Une région charnicre relie les deux lobes et contient la poche de liaison a I’ATP ciblée par les
inhibiteurs de Ber-Abl(218).

Des exemples d’inhibiteurs de tyrosine kinases intracellulaires sont rapportés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Exemples de structures des inhibiteurs NRTK(219-221)

DCI IMATINIB DASATINIB NILOTINIB
(Gleevec®) (Sprycel®) (Tasigna®)

Protéine de fusion Ber-Abl

Structure

chimique

Nom

scientifique

Description

4-[(4-méthylpipérazin-1-
yl)méthyl]-N-(4-méthyl-3-
{[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-
2yl]amino } phényl)benzami
de

En noir : structure

fondamentale: dérivé
aminophénylpyrimidine

En bleu : groupe pyridyle en
position 3’ de la pyrimidine.
En rouge: groupe amide
attaché au cycle phényle.

En violet: " flag méthyle "
attaché au cycle
diaminophényle. En vert:
molécule N-méthyl

pipérazine(219).

N-(2-chloro-6-methyl-phenyl)-
2-(6-(4-(2-hydroxy¢éthyl)-
pipérazin-1-yl)-2-
méthylpyrimidin-4-
ylamino)thiazole-5-
carboxamide monohydraté

En

rouge : groupement

hydroxyéthyl-pipérazine ;

En vert : groupement
pyrimidine ;

En bleu : groupement
aminothiazole ;

En noir : groupement amide ;
En orange: groupement 2-

chloro-6-méthylphényle(220)
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N-(2-méthylphényl)-4-(3-
pyridinyl)-2-pyrimidin-amine

En noir: fraction commune

entre 1’imatinib et le nilotinib;
En

rouge : fragments

spécifiques de la nilotinib.

Molécule dotée d’un
groupement 3-
méthylimadazole et d’un

groupement trifluorométhyle

(221)



L'imitanib, étant le chef de file de cette famille d’ITK, présente les relations structures-activités
suivantes :
I1 est issu d’une série d’optimisations a partir d’une molécule qui visait initialement a inhiber
la protéine kinase C (PKC). Il s’agit d’un dérivé de la phénylaminopyrimidine présentant un
potentiel de diversité élevé contre de multiples kinases avec une puissance et une spécificité
augmentées (218,219) :
= Une forte inhibition de la PKC a été obtenue en introduisant un groupement pyridyle en
position 3’ de la pyrimidine.
» La présence d'un groupement amide sur le cycle phényle a fourni une activité inhibitrice
contre les tyrosine kinases, notamment la kinase Bcr-Abl.
= Une substitution en position 6 du cycle diaminophényle abolit complétement 1'activité
inhibitrice de PKC
» L'ajout d'une chaine latérale hautement polaire (une N-méthylpipérazine) a amélioré de
manicre significative la solubilité et la biodisponibilité orale.
= Pour éviter le potentiel mutagene des fragments d'aniline, un espaceur a été introduit entre
le cycle phényle et I'atome d'azote.
b) Les inhibiteurs des récepteurs tyrosines kinases
Des molécules ciblant ’EGFR et le VEGFR ont ét¢ synthétisées afin de bloquer les voies de
signalisation respectives déclenchées par ces récepteurs. Des exemples de molécules
inhibitrices ont été évoqués pour chacune des types de récepteurs dans les tableaux 14 et 15.
- Les inhibiteurs des récepteurs de la famille de PEGFR
Trois voies de signalisation principales ont ét¢ identifiées comme étant les voies par lesquelles
les effets en aval de I'EGFR sont médiés (Figure 71)(223). La premicre voie implique la voie
MAPK, qui a un impact sur l'invasion tumorale, les métastases et la prolifération cellulaire (Cf.
chapitre 1.2.1 page 38)(223). La deuxiéme voie implique la voie PI3K/AKT, qui, en activant
des facteurs de transcription nucléaires comme le NF-KB, active les principaux signaux de
survie cellulaire et d'anti-apoptose (Cf. chapitre 1.2.2 page 45)(223). La troisiéme voie implique
la voie JAK/STAT, qui est également impliquée dans la stimulation de la transcription des

genes liés a la survie cellulaire (Cf. chapitre 1.2.3 page 52)(223).
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En entrant en compétition avec I'ATP pour la liaison au domaine catalytique de la kinase, les
inhibiteurs de 1'EGFR, dont l'erlotinib, le géfitinib et le lapatinib, empéchent
I'autophosphorylation de I'EGFR et la signalisation qui en découle(223).

Figure 71 : Voies de signalisations déclenchées par I'EGFR(224)

Losque les récepteurs EGFR sont liés a leur ligands ils activent les voies de signalisation de survie,
notamment les voies RAS/MAPK, PI3K/AKT et JAK/STAT, ce qui entraine la croissance et la
prolifération des cellules(225).

Abréviations : EGF : Epidermal Growth Factor ; EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor ; TKIs :
Tyrosine Kinase Inhibitors ; GRB2 : Growth factor Receptor Bound protein 2 ; SOS: Son Of
Sevenless ; RAS : Rat sarcoma ; RAF : Rapidly accelerated fibrosarcoma ; MEK : Mitogen-activated
protein kinase kinase ; MAPK : Mitogen-activated protein kinase ; STAT : Signal Transducer and
Activator of Transcription ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; AKT : Ak strain transforming ; PTEN :
Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10 ; P : phosphate.
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Tableau 14 : Exemples de structures des inhibiteurs des RTK ciblants P’EGFR(226-231)

DCI Erlotinib Gefitinib Lapatinib
(Tarceva®) (Iressa®) (Tykerb®)

Structure

chimique

N-(3-éthynylphényl)-6,7-bis(2-

UGS méthoxyéthoxy)-4-

quinazolinamine(228)

IETuye Ce  compos€  possede  un

n fragment aminoquinoléine
similaire a celui du géfitinib,
differe

substitutions ; notamment, les

mais par ses
chaines alcoxy et le cycle

phényle cyano-substitué(231)

N-(3-chloro-4-fluorophényl)-7-
méthoxy-6-[3-(morpholin-4-
yl)propoxy] quinazolin-4-amine

(229)

Le noyau quinazoline est
représenté en bleu et numéroté a
titre de référence. Il est substitué
en position 4 par ’aniline ; et en
position 6 et 7 par des
groupements alkoxy : methoxy

et propoxymorpholine.
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N-(3-chloro-4-
{[(3fluorophényl)méthyl]oxy
}phényl)-6-[5-
({[2(méthylsulfonyl)éthyl]am
ino} méthyl)-2-furanyl]-4-
quinazolinamine bis(4-

méthylbenzénesulfonate)mon

ohydrate(230)

Le lapatinib est caractérisé par

un noyau quinazolamine
substitu¢ par deux composés
hydrophobes notamment le 3-
chloro-4-[(3-

fluorophenyl)methoxy]phenyl
ainsi que le
methylsulfonylethylaminomet

hylfuran-2-yl




L’erlotinib, étant le chef de file de cette famille d’ITK, présente les relations structures-activités
particulicres suivantes :

I1 est issu d’une recherche exhaustive d'inhibiteurs de I'EGFR kinase, qui a permis d'identifier
des dérivés de 4-anilinoquinazolines en tant qu’inhibiteurs trés puissants et sélectifs(232). Les
¢léments suivants d'une anilinoquinazoline sont ceux qui lui conférent une forte inhibition
enzymatique (229,233):

- des substituants électro-donneurs de type alcoxy aux positions 6 et 7 du noyau quinazoline
- un petit substituant lipophile a la position méta de 1'aniline ;

- un NH libre en position 4 ;

- etun CH libre en positions 2, 5 et 8.

La substitution de ce composés bicyclique a amélioré la puissance tout en maintenant la
sélectivité(232), notamment par les chaines alcoxy et le cycle phényle cyano-substitué(231).

- Les inhibiteurs des récepteurs pro-angiogéniques VEGFR

La signalisation médiée par le facteur « Vascular Endothelial Growth Factor » VEGF joue un
role clé dans la formation et la croissance des vaisseaux sanguins(234). Ce facteur est impliqué
dans l'activation de l'expression génétique, le contrdle de la perméabilité vasculaire et la
stimulation de la migration, de la prolifération et de la survie des cellules au cours du
développement de nouveaux vaisseaux sanguins(234). Ces effets sont déclenchés par
l'activation des diverses voies de signalisation en aval, notamment la voie PI3K (Cf.
chapitrel.2.2 page 45) et la voie MAPK (Cf. chapitrel.2.1 page 38)(Figure 72)(235). Parmi
toutes les interactions ligand-récepteur des membres de la famille du VEGF, Ia liaison du
VEGF-A au VEGFR2 est reconnue comme cruciale pour le controle de I'angiogenése tumorale,

et la suppression de cette interaction est la cible principale des traitements anti-VEGF(235).

136



Extracellular space

bbb bbb & G

_)J,)JJ\)"""’)‘ IR R RN
Y SRNNNN S

J))JJ

‘\ i

&
ZE
2

Cell
proliferation
v
v - Cytoskeletal
Cell rearrangement  Gane expression Vascular cell
suive O onization Cell migration  Cell proliferation N pe—
Angiogenesis

Intracellular space

Figure 72 : Voies de signalisations déclenchées par le VEGFR(236)

La cascade de signalisation du VEGF comprend : la voie Ras/MAPK régulant la prolifération cellulaire
et I'expression des génes, la voie FAK/paxilline impliquée dans le réarrangement du cytosquelette ; la
voie PI3K/AKT régulant la survie cellulaire et la voie PLCy contrélant la perméabilité vasculaire(234).
Abréviations : EGF : Epidermal Growth Factor ; EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor ; TKIs :
Tyrosine Kinase Inhibitors ; GRB2 : Growth factor Receptor Bound protein 2 ; SOS: Son Of
Sevenless ; RAS : Rat sarcoma ; RAF : Rapidly accelerated fibrosarcoma ; MEK : Mitogen-activated
protein kinase kinase ; MAPK : Mitogen-activated protein kinase ; STAT : Signal Transducer and
Activator of Transcription ; PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; AKT : Ak strain transforming ; PTEN :
Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10 ; PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate ; FAK : Focal adhesion kinase ; DAG : Diacylglycerol ; PKC : Protein kinase C ; NOS :
Nitric oxide synthase ; NO : Le monoxyde d'azote.
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Tableau 15 : Exemples de structures des inhibiteurs des RTK ciblants le VEGFR(237-241)

DCI Sunitinib Sorafénib Pazopanib
(Sutent®) (Nexavar®) (Votrient®)

Structure

chimique

N-(2-Diethylaminoethyl)-5-  4-[4-[[4-chloro-3- 5-({4-[(2,3-Dimethyl-2H-

Nom [(Z)-(5-fluoro-2-oxo0-1H- (trifluoromethyl)phenyl]carba  indazol-6-
ety indol-3-ylidene)methyl]-2,4- moylamino]phenoxy]-N- yl)methylamino]pyrimidin-
dimethyl-1H-pyrrole-3- methyl-pyridine-2- 2-yl}amino)-2-
carboxamide carboxamide methylbenzenesulfonamide

Description
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Le sunitinib, étant le chef de file de cette famille d’ITK, présente les relations structures-

activités particuliéres suivantes :

Il s’agit d’un inhibiteur multikinase de type indol-2-one ciblant VEGFR-1 et VEGFR-2,

PDGFRp et d'autres kinases (240). L’ optimisation de ce composé a été réalisée en modifiant le

noyau indolin-2-one substitué par un pyrrole en position 3 (241).

» La diversification en position 4’ sur le cycle pyrrole sert de support a I'amélioration des
propriétés pharmacocinétiques de I’indolin-2-one. Corrigeant ainsi la faible solubilité et la
forte liaison aux protéines qui limitent I’activité de ces composés(242). D'autre part, la
nature chimique de la chaine latérale, incorporée en C-4’ du noyau pyrrole, peut influencer
la sélectivité vis-a-vis des kinases. Il a été démontré qu'un analogue basique posséde une
meilleure action inhibitrice envers les kinases VEGFR et le PDGFR qu'un analogue neutre
ou acide.

» La substitution en halogene sur le noyau Indolinone a peu d'effet sur I’activité biochimique,
mais affecte le profil de cytotoxicité. Etant plus encombrants que le fluor, le chlore et le
brome présentent une cytotoxicité accrue (242).

B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques des ITK

» Pharmacodynamie

Malgré les différences entre les kinases humaines en termes de séquence primaire, il existe des
similitudes dans leurs structures tridimensionnelles, notamment dans le domaine kinase
catalytiquement actif, qui contient la poche de liaison a 'ATP (243).

C'est en interagissant avec la fente produite entre les lobes N et C que la plupart des inhibiteurs
de kinase perturbent la liaison de I'ATP(243). D'autre part, le motif Asp-Phe-Gly (DFG), qui
apparait au début de la boucle d'activation, joue un role important dans la régulation de l'activité
kinase(244). En effet, il adopte une conformation "in" dans les kinases actives, avec le résidu
Asp dirigé vers I'ATP lié, permettant a 1'ion magnésium de se coordonner avec les groupes f-
et y- phosphate de I'ATP. En revanche, le motif DFG est tourné vers I'extérieur "out" dans les
kinases inactives, de sorte que 1'Asp ne coordonne plus le magnésium au niveau du site

catalytique(244).
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Les inhibiteurs de kinases peuvent étre classés en quatre types principaux, en fonction de la

conformation de la poche de liaison et du motif DFG (figure 73) (243):

» Les inhibiteurs de type I qui sont des inhibiteurs compétitifs de I'ATP et qui se lient aux
formes actives des kinases ;

» Les inhibiteurs de type II qui sont des inhibiteurs compétitifs de I'ATP et qui se fixent sur
les formes inactives de la kinase ;

» Les inhibiteurs de type III qui sont des inhibiteurs allostériques et qui se fixent
exclusivement dans une poche adjacente a I'ATP ;

» Et les inhibiteurs de type IV qui sont des inhibiteurs allostériques et qui se fixent sur un

site ¢loigné de la poche de liaison a I'ATP.

Typel Type ll Type Il Type IV

Figure 73 : Les quatre types d’inhibiteurs reversibles de kinases(243)

Les inhibiteurs de type I se lient & la conformation active de la de la kinase, le résidu aspartate (squelette
blanc) du motif DFG étant orienté vers la poche de liaison a I'ATP. Les inhibiteurs de type II se lient et
stabilisent la conformation inactive de la kinase, le résidu aspartate retourné étant orienté vers I'extérieur
de la poche de liaison. Les inhibiteurs de type III occupent une poche allostérique adjacente a la poche
de liaison a I'ATP mais ne la chevauche pas. Les inhibiteurs de type IV se fixent a une poche allostérique
¢éloignée de la poche de liaison a I'ATP(243). Les structures en bleu sont des protéines kinases, et ceux
en mauve sont des petites molécules inhibtrices des protéines kinases.
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Nous presentons des exemples d’ITK selon leur mécanisme d’inhibition dans le tableau 16
suivant :

Tableau 16 : Classification de quelques exemples d'ITK selon leurs mécanismes
d'inhibition(245)

;
Dasatinib 1
Nilotinib II
Erlotinib I

Gefitinib

Lapatinib
Sunitinib 141!
Sorafénib II
I
L’imatinib est pris comme exemple pour décrire le mécanisme d’action des ITK dans la figure

74.

N-terminal lobe

Phe382
) Activation
segmegnt

C-terminal lobe

Figure 74 : La structure du domaine catalytique de cAbl en complexe avec I'imatinib(217)

Le lobe N-terminal consiste en un feuillet et une hélice conservée (hélice C). Le lobe C-terminal est
largement hélicoidal et contient un segment d'activation. Celui-ci comprend les résidus qui, dans de
nombreuses kinases, sont phosphorylés pour ’activité. La région charniére (Hinge) relie les deux lobes.
L’imatinib est représenté 1ié au site de liaison a I'ATP, a partir duquel il s'étend sous 1'hélice C. Thr315,
le résidu " gatekeeper ", et Phe382, la phénylalanine conservée qui marque le début du segment
d'activation, sont également marqués dans le schéma(217).
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» Pharmacocinétique
- Absorption
La concentration plasmatique maximale de la plupart des ITK est atteinte rapidement en 3 a 6
heures, le sunitinib étant la seule exception a I’atteindre plus tardivement de 6 a 12 heures
(tableau 17,18) (246). La biodisponibilité absolue du nilotinib a révélé une augmentation non
proportionnelle de I'exposition par rapport a I'augmentation de la dose. Ceci pourrait étre di a
un certain nombre de facteurs, notamment la saturation du site d'absorption, la solubilité et les
interactions avec les transporteurs. Cette non-proportionnalité le distingue des autres ITK(246).
- Distribution
Les ITK sont largement distribués dans les tissus et sont fortement li€s aux protéines, ce qui se
traduit par un grand volume de distribution et une longue demi-vie terminale (tableau 17,18)
(246). Le volume de distribution, 'affinité pour les protéines plasmatiques spécifiques et la
pénétration dans le SNC ne sont pas encore rapportés pour tous les ITK. Cependant, comme les
ITK partagent un certain nombre de caractéristiques pharmacocinétiques, des comparaisons
entre elles peuvent étre établies(246). L'effet de la protéine plasmatique «A4/pha Glycoproteiny»
(AGP) sur la pharmacocinétique et I'efficacité des ITK est particulierement intéressant(246).
Les ITK présentent une affinité importante par rapport a cette protéine plasmatique. Or ' AGP
étant souvent ¢levée chez les patients cancéreux, cela interfére avec la réussite du
traitement(246).
- Métabolisme
Les ITK sont tous métabolisés de maniére similaire (tableau 17,18). Ils sont largement
métabolisés au niveau hépatique par le CYP3A4, les autres enzymes CYP et 'UGT ne jouant
qu'un réle mineur pour certaines ITK (sorafénib, dasatinib)(246).
- Elimination
Les ITK sont tous principalement excrétés par voie biliaire et seule une fraction mineure est
¢liminée par voie urinaire. La fraction du médicament inchang¢ dans les féces peut varier
considérablement d'un ITK a l'autre. Une fraction importante de médicament inchangé dans les
feces peut étre le résultat soit d'une fraction relativement importante qui n'est pas absorbée et

directement ¢liminée, soit d'un métabolisme hépatique peu efficace(246).
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Tableau 17 : Pharmacocinétique des inhibiteurs des TK non receptrices type Ber Abl(247)

Administration orale

Liaison 95 96 98
protéines
plasmatiques (%)
Volume

distribution (L)

Métabolisme CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4
CYP2D6
Temps  nécessaire 2-4 0.5-6 -

pour atteindre la

Cmax (h)

Elimination
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Tableau 18 : Pharmacocinétique des inhibiteurs des RTK(247,248)

Dosage
standard

Administration orale

Biodisponibilité
(%)
Liaison aux 92-95 90-95 >99.9

protéines
plasmatiques
)

Volume de

distribution (L)

Métabolisme CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4
CYP2C19 CYPIA2 CYP2C8  UGTIA9
3-7 1-7 3-6 3 6-12 3

Temps

nécessaire pour

atteindre la
Cmax (h)

Elimination
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» Pharmacotoxicologie des ITK
Les protéines kinases sont largement distribuées et elles remplissent des rdles physiologiques
variés dans différents organes et systémes corporels. Par conséquent, on peut prévoir que leur
inhibition, a moins qu'elle ne soit tres sélective pour une seule voie médiée par un ligand et tres
spécifique a un organe, aura a la fois des effets souhaités (efficacité) et indésirables
(toxicité)(249). Ainsi, les profils de toxicité des inhibiteurs de kinases peuvent varier de maniére
significative en fonction de la cible exacte inhibée, et peuvent se développer de manicre

insidieuse (Tableau 19) (250).
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Imatinib (Gleevec®)

Dasatinib (Spycel®)

Nilotinib (7asigna®)

Gefitinib (Iressa®)

Erlotinib (7arceva®)

LMC, LAL et LLC a
chromosome Philadelphie
positif. SMD, trouble
my¢éloprolifératif
chronique. Leucémie
chronique  éosinophile.
Syndrome
hyperéosinophilique.
Dermatofibrose
protuberans et TSGI.

LMC et LAL a
chromosome Philadelphie
positif.

LMC a chromosome de
Philadelphie positif

CBNPC métastatique avec
délétions de l'exon 19 ou
mutations de substitution
de I'exon 21 de 'EGFR

CBNPC métastatique ou
localement avancé, avec
délétion de l'exon 19 de
I'EGFR ou substitution
L858R

Cancer du  pancréas
métastatique ou avancé en
association  avec la
gemcitabine

Effets indésirables
communs

Eruption cutanée,
diarrhée, vomissements,
arthralgie, ccdéme,

céphalées, prise de poids.

Rétention de liquide
corporel, éruption cutanée,
maux de téte, dyspnée,
anomalies électrolytiques.

Prurit, sueurs nocturnes,
éruption cutanée, diarrhée,
nausées, vomissements,
arthralgies, myalgies,
céphalées, toux, fatigue,

alopécie.

Eruption acnéiforme ou
pustuleuse, folliculite,
inflammation
paronychiale, diarrhée.
(Edeéme, diarrhée, nausées,
vomissements, perte
d'appétit, douleurs
abdominales, éruption

cutanée, alopécie, toux,
dépression, fatigue, fievre.
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Tableau 19 : Indications et effets indésirables des ITK(250)

Effets indésirables
graves
Dysfonctionnement
ventriculaire gauche,
insuffisance cardiaque
congestive, tamponnade
cardiaque, choc

cardiogénique, perforation
gastro-intestinale,  perte
auditive neurosensorielle,
insuffisance respiratoire
aigué, augmentation de la
pression intracranienne.
Insuffisance cardiaque
congestive, épanchement
péricardique/pleural,
intervalle QT prolongg,
colite hémorragique.

Allongement de
l'intervalle QT,
cytopénies,  hémorragie
gastro-intestinale,
hémorragie
intracranienne,
artériopathie  oblitérante
périphérique.

Atteinte respiratoire (en
particulier  chez  les

patients ayant déja subi
une chimiothérapie ou une

radiothérapie),
pneumopathie
interstitielle, hémorragie
tumorale.

Eruption cutanée,
syndrome de Stevens-
Johnson, nécrolyse
¢épidermique toxique,
dysrythmie cardiaque,
infarctus du myocarde,
syncope, occlusion
intestinale, maladie
pulmonaire interstitielle,
perforation/ulcération de
la cornée, croissance

anormale des cils.



Tableau 19 : Indications et effets indésirables des ITK (suite)(250)

Médicament Indication Effets indésirables | Effets indésirables
communs graves

Lapatinib (7ykerb®)

Sorafenib (Nexavar®)

Sunitinib (Sutent®)

Pazopanib (Votrient®)

SMD :

leucémie myéloide chronique ; CBNPC :
carcinome a cellules rénales ; CHC : carcinome hépato-céphalique

Cancer sein
surexprlmant HER—2

CCR avancé. CHC non
résécable. Cancer de la
thyroide localement
avancé ou métastatique
réfractaire au traitement
a l'iode radioactif.

CCR avancé, TSGI.
Tumeur neuroendocrine
pancréatique non

résécable ou avancée.

CCR avancé.
Sarcome des
mous avance.

tissus

Diarrhée, nausées,
vomissements, réaction
cutanée main-pied,
éruption cutanée,
anémie, transaminite,
hyperbilirubinémie,
fatigue.

Diarrhée, nausées, perte
d'appétit, douleurs

abdominales, anomalies
¢lectrolytiques, fatigue,
éruption cutanée,
réaction cutanée main-
pied, alopécie.

Diarrhée, nausées,
vomissements,  perte
d'appétit, altération de la
perception  gustative,
coloration jaune de la
peau, €ruption cutanée,

¢lévation de l'acide
urique, hypothyroidie,
toux, fatigue.
Hypertension,

changement de couleur
des cheveux, diarrhée,
nausées, vomissements,

perte d'appétit,
arthralgies, myalgies,
céphalées, anomalies
¢électrolytiques,

dyspnée, fatigue.

Allongement
l'intervalle
dysfonctionnement
ventriculaire  gauche,
hépatotoxicité,
pneumopathie
interstitielle.
Hémorragie,
insuffisance cardiaque
congestive, infarctus du
myocarde, allongement
de [l'intervalle QT,
réactions cutanées
graves, tumeurs
épithéliales cutanées.
Thrombocytopénie,
hémorragie  tumorale,
allongement de
l'intervalle QT,
dysfonctionnement du
ventricule gauche,
nécrose tissulaire,
nécrose aseptique de la
machoire, hémoptysie,
hépatotoxicité.
Hémorragie,
hépatotoxicité,
insuffisance cardiaque
congestive, infarctus du
myocarde,
hypothyroidie,
syndrome
leucoencéphalopathie
postérieure  réversible,
pneumothorax.

QT,

de

Abréviations : LAL : leucémie aigué lymphoblastique ; LLC : leucémie lymphocytaire chronique ;
syndrome myélodysplasique ; TSGI :

tumeurs stromales gastro-intestinales ; LMC :
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C- Echappement au traitement par ITK

En général, la résistance aux ITK peut étre classée en deux catégories (251) :

- Résistance intrinséque ou dite « primaire », lorsque la tumeur ne répond pas au
traitement(251). Les bases de cette résistance de novo sont généralement moins
connues(252). Si les concepts fondamentaux de certaines formes de résistance intrinséque
peuvent étre essentiellement comparables a ceux de la résistance acquise, d'autres
mécanismes intrinséques uniques, comme la variation germinale des voies de réponse
cancéreuse, peuvent ¢galement exister(252).

- Résistance acquise ou dite « secondaire », lorsque la résistance survient aprés une réponse
initiale au traitement par ITK et une sélection progressive de cellules tumorales
résistantes(251). Les mécanismes a 1'origine de cette résistance et qui conduisent a 1'échec
du traitement par les ITKs peuvent étre énoncés comme suit (figure 75) :

» Mutations

Le principal mécanisme est la présence de mutations ponctuelles au niveau méme du site de

liaison de la kinase avec I’ITK, induisant une diminution d’affinité¢ des ITKs pour le site(253).

D’autres mutations peuvent se produire autour du site de liaison entrainant d'importants

changements de conformation, empéchant l'approche des ITKs par encombrement stérique.

D’autres mutations encore peuvent conférer a 1'ATP une prédominance dans la liaison

compétitive a la kinase, par rapport aux ITKs (253).

> Modification du nombre de copies de génes et du niveau d'expression des protéines

L'amplification du gene MET représente la preuve la plus solide que les cellules traitées par des

ITK ont tendance a acquérir des altérations génétiques pour tolérer I'inhibition. Le géne MET

code un récepteur tyrosine kinase qui agit comme un récepteur du facteur de croissance HGF

(Hepatocyte Growth Factor) et est impliqué dans I'invasion, les métastases et I'angiogenese des

tumeurs. L'amplification de MET induite par le Gegitinib et I’Erlotinib entraine une

surexpression du récepteur et une activation indépendante du ligand (253). L'amplification du
gene BCR-ABL ou l'augmentation des niveaux d'ARNm sont d’autres mécanismes connus de

résistance a 1'Imatinib. Ces deux mécanismes sont responsables d'un niveau élevé de protéines
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qui peuvent rétablir la signalisation oncogene en présence d'une concentration donnée de
médicament(253).

> Modification des voies de signalisation

Les cellules cancéreuses peuvent survivre et remplacer I'absence de signal lors de la thérapie
ciblée en activant une voie de signalisation modifiée, ce qui entraine l'acquisition d'une
résistance aux médicaments(253).

» Mécanismes de résistance liés a I'afflux/efflux du médicament

Les petites molécules ITKs ne peuvent fonctionner in vivo que si elles ont un bon acces a leur
cible au sein de la cellule(254). Dans les lignées cellulaires tumorales, la multirésistance est
souvent associée a une diminution de I'accumulation cellulaire de médicaments dépendant de
I'ATP(253). La surexpression des pompes d'efflux multi-médicaments dépendant de I'ATP que
sont les protéines transporteuses A7TP-binding cassette (ABC) réduisent la concentration de
médicaments a l'intérieur des cellules en les expulsant hors de la cellule cible ou des cellules
du tractus gastro-intestinal(253,255). On peut citer I’exemple de la glycoprotéine P ou de la
protéine de résistance du cancer du sein BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) qui
conférent une résistance vis-a-vis de I'imatinib et du Gefitinib (253). Contrairement a ces
transporteurs responsables de I'efflux des ITKs, I'afflux d'imatinib est assuré par le transporteur
human organic cation transporter 1 (hOCT1)(254). Par conséquent, l'expression de ce
transporteur peut étre un modulateur clé du taux intracellulaire du médicament. L'imatinib peut
¢galement se lier a I'a-glycoprotéine acide, diminuant sa concentration plasmatique libre et, par

conséquent, sa concentration intracellulaire(254).
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Figure 75 : Mécanismes de résistance secondaire aux I'TK(254)

(a) Séquestration extracellulaire de l'inhibiteur par liaison a 1’a-glycoprotéine acide(254). (b)
Diminution de I'expression ou de l'activité des pompes d'afflux du médicament(254). (c) Mutation de la
kinase cible. (d) Surexpression de la kinase cible(254). (e) Changement de voie ou activation de
composantes de signalisation en aval. (f) Augmentation de I'expression ou de l'activité des pompes
d'efflux des médicaments(254). Abréviation : « P » : protéine phosphorylée

3.3.2.2 Autres inhibiteurs enzymatiques

3.3.2.2.1 Les inhibiteurs de la poly (ADP-ribose) polymérase

Les poly (ADP-ribose) polymérases (PARP) sont une famille de 17 protéines catalysants les
réactions de : polymérisation de I' ADP-ribose (PARylation) avec pour substrat le NAD+, ce qui
entraine la production de polymeéres d'ADP-ribose (PAR) de tailles variables (Figure 75)(256).
Les PARP sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires, notamment la réponse au stress,
le remodelage de la chromatine, la réparation de I'ADN et I'apoptose(257). La PARP1, membre
le plus connu et le plus étudié de cette famille, a été initialement identifié pour son réle dans la

détection et la réparation des cassures simple brin de 'ADN (SSB) (Cf. chapitre 2.3.1 page 74)

150



(Figure 76)(257). Etant donné que les erreurs de réplication de I'ADN et les déficiences des
voies de réparation sont des caractéristiques du cancer, l'importance des PARP dans la

réparation de I'ADN a motivé la recherche d'inhibiteurs de PARP comme traitements potentiels

du cancer(258).
DBD AD Catalytic domain
a A > <& > <% >
PARP]
DNA strand break
b NP AT detection by PARPI

l

Binding of PARPI to
AYA DNA strand breaks

ADP-ribose ,yAMP + PP,
3 P
Nicotinamide ‘o ATP + PRPP

-8

YA 7. Coly(ADP -ribosyl)ation of PARP]

Figure 76 : Caractéristiques structurelles et fonctionnelles de la protéine PARP1(259)

a) La poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1) est représentée avec ses domaines de liaison a 'ADN
(DBD), d'automodification (AD) et catalytique(259).

b) PARP1 détecte les dommages a I'ADN par l'intermédiaire de son DBD(259). Cela active PARP1 pour
synthétiser le poly(ADP) ribose (PAR ; perles jaunes) sur les protéines acceptrices. En raison de la
charge négative dense de PAR, PARP1 perd son affinité pour ' ADN, ce qui permet le recrutement des
protéines de réparation par PAR sur 'ADN endommagé (cercles bleus et violets) (259). La poly(ADP-
ribose) glycohydrolase (PARG) hydrolyse la PAR en molécules d'ADP-ribose et en PAR libre(259). Le
NAD-+ est reconstitué par la conversion enzymatique du nicotinamide en NAD+ aux dépens du PRPP
et de I'ATP(259).

Abréviations : PARP1 : La poly(ADP-ribose) polymérase 1; DBD : DNA-binding domain ; AD :
Automodification domain ; NAD : Nicotinamide adenine dinucleotide ; ATP : Adenosine triphosphate ;
AMP : Adenosine monophosphate ; PRPP : Phosphoribosylpyrophosphate
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Principe de la l1étalité synthétique

La létalité synthétique est définie comme étant une condition ou I’inhibition isolée de 1'un de
deux genes différents est compatible avec la viabilité de la cellule atteinte, alors que 1’inhibiton
simultanée des deux geénes, rend la cellule incapable de survivre(260). Cette 1étalité peut étre
observée dans le contexte de I’association des inhibiteurs de PARP avec une tumeur présentant
une mutation BRCA(260). En effet, les tumeurs présentant ce type de mutations sont déficientes
au niveau du mécanisme de réparation de type recombinaison homologue (HR), principale voie
de réparation des cassures double-brin pendant la réplication cellulaire(260,261). Lorsque les
inhibiteurs de PARP empéchent la réparation des cassures simple brin (SSB), ces derniers non
réparés peuvent étre convertis en cassures double-brin (DSB) toxiques pour les cellules(261).
Ainsi, c'est ’inhibition simultanée de la réparation de I'ADN induite par les inhibiteurs de PARP
qui peut entrainer la mort des cellules tumorales par apoptose(260).

A- Dénominations communes internationales et structures

Il s’agit de petites molécules inhibitrices de 1’action des PARP agissant au niveau intracellulaire
des cellules cancéreuses (tableau 20) (262). Ils exercent une inhibition compétitive au niveau
de la poche de fixation du NAD+ des enzymes PARP et sont principalement sélectifs pour

PARP-1 et PARP-2(262).
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Tableau 20 : Structures des inhibiteurs de la PARP(263—267)

Structure

chimique

Nom 4-[[3-[4- 6-fluoro-2-[4- 2-[4-[(3S)-piperidin- (11S,12R)-7-fluoro-11-(4-
UG (cyclopropanecarbonyl)piperazine- (methylaminomethyl)phenyl]- 3- fluorophenyl)-12-(2-methyl-
1-carbonyl]-4- 3,10- yl]phenyl]indazole-  1,2,4-triazol-3-yl)-2,3,10-
fluorophenyl|methyl]-2H- diazatricyclo[6.4.1.0*]trideca-  7-carboxamide(266) triazatricyclo[7.3.1.0]trideca-
phthalazin-1-one(264) 1,4,6,8(13)-tetraen-9- 1,5(13),6,8-tetraen-4-one(267)
one(265)

Description
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B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques

» Pharmacodynamie
L'action des inhibiteurs de PARP (PARPi) repose sur le concept de létalit¢ synthétique

synthétique énoncé précédemment (figure 77).

Single-strand break
|

PARP inhibitors l

YNNI\

Double-strand breaks
|

! 1

Normal cell BRCA-mutated cell
Repair by No homologous
homologous recombination
recombination No repair
DNA repaired !
Cell survival Cell death DNA repaired

Figure 77 : Mécanisme d'action des inhibiteurs de la PARP(258)

La PARP se lie aux cassures simple brin de 'ADN et recrute d'autres enzymes pour réparer les 1ésions
de I'ADN. L'incapacité a réparer les cassures simple brin induites par l'inhibition de PARP peut entrainer
des cassures double brin pendant la réplication de I'ADN. Toutefois, ces 1ésions de I'ADN peuvent
également étre réparées par des mécanismes de recombinaison homologue (HR). Les génes BRCA1 et
BRCAZ2 codent des composants clés de ces voies HR et, par conséquent, les tumeurs 8 BRCA mutantes
sont intrinséquement déficientes dans la réparation de 'ADN. Etant donné que les processus de
réparation de I'ADN restent intacts dans les cellules non cancéreuses, qui conservent généralement au
moins une copie fonctionnelle de BRCA1 et BRCA2, on suppose que l'inhibition de la PARP tue
sélectivement les cellules cancéreuses, en épargnant les tissus normaux(258).
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Au cours de la derniére décennie, quatre PARP1 (olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib) ont

¢été approuvés par la FDA (USA) pour un usage clinique (tableau 21)(262).

Tableau 21 : Indications des inhibiteurs de PARP approuvés par la FDA(268)

Indication Cancer du sein et Cancer de Cancer de I’ovaire Cancer du sein

Cancer de 1’ovaire I’ovaire

» Pharmacocinétique
L'administration orale des inhibiteurs de la PARP est pratique et présente une observance
favorable chez la majorité des patients, mais elle peut étre affectée par de nombreux facteurs,
notamment l'alimentation, les enzymes métaboliques et les transporteurs(269). D’autre part, le
métabolisme des inhibiteurs de la PARP, en particulier ceux qui sont métabolisés par les
enzymes du cytochrome P450, est également a Il'origine de nombreuses interactions
médicamenteuses d'ordre pharmacocinétique(269). Le tableau 22 résume les parameétres

pharmacocinétiques des inhibiteurs de la PARP approuvés par la FDA
Tableau 22 : Pharmacocinétiques des inhibiteurs de PARP(260)

300 mg x2/jour 600mg x2/jour 300mg x2/jour

Administration Orale
Biodisponibilité ND 30-45% 73%
| DD R @ D011 Fraction liée dose- 70.2% 83%
plasmatiques dépendante :
Al pg/mL:91%
A 40 pg /mL : 70%
Volume de distribution PSS 113-262 L 1311 L
Métabolisme : Les CYP3A4/5 CYP2D6, CYPIA2 Carboxyesterases
principales enzymes et CYP3A4
11.9h 259h 48-51h
Tmax 1-3h 1.9h ND
Abréviations : T'> : temps de demi-vie ; Tmax : temps nécessaire pour atteindre la
Concentration maximale ; ND : Non déterminée
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» Pharmacotoxicologie des inhibiteurs de la PARP

Malgré leur mécanisme d'action spécifique, les inhibiteurs de la PARP peuvent présenter une
série d'effets indésirables(270).

- Toxicité hématologique

Il s'agit d'effets indésirables communs des PARPis et constituent la cause la plus fréquente de
modification de dose, d'interruption et d'arrét du traitement(271). Parmi ces effets figurent
I'anémie, la neutropénie et la thrombocytopénie(270).

- Troubles gastro-intestinaux

Les symptomes fréquemment constatés dans cette catégorie sont les nausées, la constipation,
les vomissements et la diarrhée(270).

- Toxicité rénale

Une augmentation de la créatinémie, associée aux inhibiteurs de la PARP, est généralement
observée au cours des premicres semaines de traitement et se stabilise ensuite avec la poursuite
du traitement(270).

- Autres

La fatigue et les anomalies biochimiques, telles que I’hypercholestérolémie et I’augmentation
des taux d'aminotransférase sérique, sont d'autres effets indésiranles fréquents des inhibiteurs
de la PARP(270).

C- Echappement au traitement

Malgré le succés des PARPi, l'utilisation croissante de ces médicaments dans la pratique

clinique a soulevé le probléme de la résistance aux PARPi, qui reste un défi

thérapeutique(272).Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de PARP peuvent étre classés
en plusieurs catégories(273).

1. Restauration de la HR : Des mutations qui rétablissent 1’activité des protéines BRCA
annulent l'effet de 1étalité¢ synthétique induit par l'inhibition de la PARP, et peuvent donc
conférer un rétablissement de 1’action de la PARP(273). D'autres changements qui affectent
I'équilibre entre les mécanismes de réparation des cassures double brin d'ADN, sujets aux
erreurs, pourraient également rétablir efficacement les mécanismes de réparation des

cassures de I'ADN, entrainant une résistance aux inhibiteurs de PARP, comme par exemple

156



la perte de fonction de la protéine p53 qui s'est avérée restaurer la recombinaison homologue
(HR), méme dans les cellules déficientes en BRCA(273)

2. La stabilisation de la fourche de réplication : Parallélement a leur role dans la réparation
de I'ADN, la PARP et les protéines BRCA sont également impliquées dans la réplication de
I'ADN et la stabilisation des fourches de réplication(273). Une étude préclinique a montré
que la protection et la stabilisation des fourches de réplication sauvent les cellules souches
déficientes en BRCA, indépendamment de tout effet sur le HR(273). Les PARPis sont ainsi
connus pour induire la dégradation d'une fourche de réplication non protégée et, par
conséquent, une stabilisation accrue des fourches de réplication confeére une résistance aux
PARPis(272).

3. Equilibre de la PARylation : La fonction de la PARP dans la réparation de I'ADN dépend
de sa capacité a catalyser la PARylation des protéines nucléaires. La poly-ADP-ribose
glycohydrolase (PARG) est une enzyme antagoniste de la PARP qui digere les fragments
de poly-ADP-ribose en ADP-ribose et annule efficacement cette PARylation(273). La
PARG endogéene semble étre crucial pour le succes du traitement par inhibiteur de PARP,
d'aprés les études précliniques qui ont montré que la déplétion de la PARG rétablit
partiellement la signalisation de PARP1 dans le cadre d'un traitement par inhibiteur de
PARP(273). Par conséquent, la perte de PARG entraine 1'accumulation de la poly-ADP-
ribose (PAR) dans les cellules traitées par PARPis, avec le sauvetage de la signalisation des
dommages a I'ADN dépendante de PARP1, réduisant ainsi 'activité de piégeage de PARPI
sur I'ADN, ce qui entraine finalement une résistance a PARPis(272).

4. Efflux de médicaments : Certaines données suggerent que la résistance aux PARPis
pourrait étre liée a 1'expression accrue des génes des transporteurs d'efflux de médicaments
engendrant I’augmentation de leur élimination des cellules et donc entamant leur efficacité
(272).

3.3.2.2.2 Les inhibiteurs de 'HDAC

Les histone désacétylases (HDAC) sont des enzymes qui jouent un role clé dans la régulation

épigénétique de l'expression des génes en remodelant la chromatine(274).
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D'aprés 'homologie de leur séquence, les HDAC sont classées en quatre classes(275). Les
HDAC de classe I (HDACI-3 et 8), de classe Ila (HDACA4, 5, 7 et 9), de classe IIb (HDAC6 et
10) et de classe IV (HDACI11) contiennent des domaines de liaison au zinc et appartiennent
donc au groupe canonique des HDAC dépendantes du zinc(275). Cependant, les HDAC de
classe III constituent la famille de protéines NAD+-dépendantes(275). Comme ces dernieres ne
sont pas sensibles a l'inhibition par les inhibiteurs d'HDAC et que leur role dans le cycle
cellulaire n'est toujours pas clair, les HDAC dépendantes du zinc suscitent un intérét particulier
(Figure 78)(276).

SAHA

C-terminus

Figure 78 : Structure cristalline de la protéine HDAC 2 dépendante du zinc(275)

L’HDAC 2 est constitué d’un domaine catalytique dépendent de zinc, d’hélices o représentés en jaune
ainsi que d’un pli central d'arginase coloré en orange, constitué de huit brins [ paralléles
caractéristiques(275). L’inhibiteur SAHA est également représenté lié a I’ion Zn** du domaine
catalytique(275).

Abréviations : HDAC 2 : Histone deacetylase 2 ; SAHA : Soruberoylanilide Hydroxamic Acid ou
Vorinostat

Le site actif des HDACs dépendant du zinc est constitué d'une poche tubulaire courbée dotée
d'une cavité de taille importante. Deux résidus histidine adjacents, deux résidus aspartate et un

résidu tyrosine fonctionnent comme un systeme de relais de charge pour réaliser l'activité
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enzymatique des HDACs. Le fonctionnement de ce mécanisme de relais de charge nécessite

également un ion Zn?" fixé au fond de la cavité de la poche (figure 79)(276).

Acetyl-lysine residue

Asp

Figure 79 : Le site catalytique des HDAC zinc-dépendants(276)

Au niveau de la poche catalytique des HDAC, I’interaction du Zn*" avec le résidu d'acétyl-lysine permet
de réaliser I’activité enzymatique de désacétylation propre aux HDAC zinc-dépendants.

Des protéines de base appelées histones assemblent 'ADN en nucléosomes(276). Ceux-ci
constituent les sous-unités fondamentales de la chromatine. La modification des histones par
des réactions telles que l'acétylation affecte la transcription, la réparation et la réplication de
I’ADN(276). Cette acétylation est contrdlée par 1'équilibre entre les histones désacétylases
(HDAC) et les histones acétyltransférases (HAT)(277). Ces derniers réalisent le transfert du
groupement acétyle de 'acétyl CoA vers un résidu lysine des protéines histones(276). Cela
réduit 'affinité des histones pour 'ADN chargé négativement en neutralisant la charge positive
de l'histone. Par conséquent, cela autorise les processus en aval tels que la transcription(276).
Tandis que les HDAC suppriment le groupement acétyle lorsque la transcription du géne n'est
plus nécessaire, ce qui permet aux histones de se lier a I'ADN et de rétablir un acces restreint a

I'ADN (Figure 80)(276).
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Figure 80 : Régulation de I'expression des génes par 'histone acétylase (HAT) et I'histone

désacétylase (HDAC)(278)

La HAT permet d’obtenir une structure moins condensée de la chromatine a travers 1’acétylation des
résidus lysine des histones. Ceci permet la transcription de I’ADN par interaction avec I’ARN
polymérase 11(278). Tandis que la HDAC entraine la désacétylation des résidus lysine des histones, et
par conséquent la conformation condensée de la chromatine incapable de lier I’ARN polymérase
11(278). Les histones sont représentées par des sphéres vertes foncées. Un tube orange représente ' ADN
enroulé autour des histones. Sur les spheres d'histones, les résidus de lysine d'histone sont représentés
par des queues grises fines et courtes(278).

Abréviations : AC : Acetylation ; HAT : Histone acetylase ; HDAC : Histone deacetylase ; RNA Pol 11 :
RNA polymerase 11

I1 existe une variété de mécanismes par lesquels les HDACs régulent la tumorigenese(279). En
effet, ils jouent un réle important dans la prolifération des cellules tumorales, les métastases,
I'angiogenese, la résistance a I'apoptose et la modification du cycle cellulaire (CF. chapitre 1.1
page 17) (280).

Etant donné que les HDAC induisent une série d'effets cellulaires et moléculaires par
I'hyperacétylation des substrats histones et non-histones, ces enzymes sont susceptibles de
réprimer l'expression des genes suppresseurs de tumeurs ou de réguler les voies de signalisation

cellulaire oncogenes par la modification de molécules clés(279).

160



Des voies de recherche ont abouti a la mise au point d’inhibiteurs de HDAC (HDACH)

susceptibles de rétablir I'hnoméostasie de 1'acétylation cellulaire et de restaurer I'expression et la

fonction normales de nombreuses protéines qui peuvent inverser l'initiation et la progression du

cancer(279)

A- Dénominations communes internationales et structures

Malgré leur diversité structurelle, les médicaments inhibiteurs d'HDAC partagent trois

caractéristiques rapportés dans le tableau 23 (276):

1. Une large région hydrophobe(276).

2. Une chaine aliphatique, généralement composée de cinq a six carbones(276).

3. Un groupe fonctionnel qui interfére avec l'action de l'enzyme en interagissant avec l'ion

zinc(276).

Tableau 23 : Structures des inhibiteurs de 'HDAC(281-286)

Belinostat Tucidinostat Panobinostat
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" 0
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La structure moléculaire des HDACi peut étre décrite par un modele pharmacophore simple de type
coiffe-lieur-chélateur(281). Le chélateur ou groupe de liaison au zinc (en rouge) chélate l'ion zinc

catalytique dans le site actif, le lieur (en noir) occupe le canal hydrophobe étroit a l'intérieur de 1'enzyme




B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques

» Pharmacodynamie
Les agents HDACi agissent en perturbant le systéme de relais de charge décrit ci-dessus. En
interagissant avec l'ion zinc, ils interférent avec la liaison au groupement acétyle, empéchant
ainsi la désacétylation des histones(276). L'inhibition des enzymes HDAC entraine divers
mécanismes résultant de I'hyperacétylation des histones et de protéines non-histones (figure

81)(276).
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Figure 81 : Mécanisme d'action des inhibiteurs de ’HDAC(274)

Les inhibiteurs d'HDAC induisent l'arrét du cycle cellulaire cancéreux, la différenciation et la mort
cellulaire. IIs réduisent également I'angiogenese et modulent la réponse immunitaire(277).

- L’arrét du cycle cellulaire
Il a été démontré que l'inhibition des HDAC a des effets antiprolifératifs en induisant l'arrét du
cycle cellulaire cellulaire en G1 via I'augmentation des inhibiteurs des CDK ou la diminution
des cyclines et des CDK(279).

L'effet antiangiogénique
Les effets anti-angiogéniques des inhibiteurs du HDAC sont associés a la régulation négative
des geénes pro-angiogéniques tels que les génes du facteur de croissance endothélial vasculaire

(VEGF) ainsi que du facteur de transcription pro-angiogénique (HIF-1a)(277).
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- L'induction de I'apoptose

Les inhibiteurs du HDAC peuvent activer I'apoptose(279) :

- Directement par voie extrinséque en augmentant le nombre de récepteurs d'apoptose a la
surface cellulaire, ou par voie intrinseque en diminuant l'expression des protéines
antiapoptotiques, et en augmentant 1'expression des protéines proapoptotiques(279).

- Indirectement en améliorant la sensibilité des cellules tumorales a I'apoptose(279).

- La modulation de la réponse immunitaire

Une diminution de l'activit¢ des HDAC augmente l'expression du complexe majeur
d'histocompatibilit¢ (CMH) et des molécules costimulatrices. L'augmentation de
lI'immunogénicité qui s'ensuit intensifie 1'activation des cellules T(277).

Les inhibiteurs de ’HDAC approuvés par la FDA en oncologie médicale sont : vorinostat,
romidepsin, belinostat, tucidinostat et panobinostat. Les indications retenues pour ces

HDAC: sont rapportées dans le tableau 24

Tableau 24 : Indications des inhibiteurs de HDAC approuvés par la FDA(287)
Molécule Vorinostat Romidepsin Belinostat Tucidinostat Panobinostat

(Zolinza®) (Istodax®) (Beleodaq®) (Epidaza®) (Farydak®)

GHe T lymphome cutané @ lymphome lymphome lymphome myélome
cellules T cutané a cellules périphérique a périphérique a multiple
T, lymphome cellules T cellules T

périphérique a

cellules T

» Pharmacocinétique des inhibiteurs de PHDAC
Un résumé des paramétres pharmacocinétiques de ces molécules est présenté dans le tableau

25.
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Tableau 25 : Pharmacocinétique des inhibiteurs de 'HDAC(288-293)

o e

POSOlogie IIIII

Administration JOJEIE Intraveineuse Intraveineuse Orale Orale

ableau 25 Pharmacocmetl ue des 1nh1b1teurs del' HDAC sulte (288-293)

Liaison aux
protéines
plasmatiques

W\ EEL G glucuronidation CYP3A4,CYP3AS, UGTI1AL CYP3A4,CYP2De,
et  hydrolyse CYPIA1, CYP2B6 hépatique, CYP2C19

suivies de , CYP2C19 CYP2A6,
B-oxydation CYP2C9,
CYP3A4

Temps de

Tmax 4(2-10)h 2(1-12)h  2h

Références _____

Abréviations : T': : temps de demi-vie ; Tmax : temps nécessaire pour atteindre la concentration
maximale ; ND : Non déterminée
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» Pharmacotoxicologie
Les principaux effets indésirables associés a l'utilisation des inhibiteurs d'HDAC sont illustrés
ci-dessous.
- Toxicité gastro-intestinale
Il s’agit des nausées, des vomissements et de I'anorexie qui ont été les effets indésirables les
plus fréquemment observés lors de l'utilisation des inhibiteurs de 'HDAC(294).
- Toxicité non spécifique constitutionnelle
Tous les inhibiteurs de 'HDAC provoquent couramment des effets indésirables, notamment de
la fievre et de la fatigue, qui disparaissent des 1'arrét du traitement. Ces symptomes pourraient
résulter de la libération de cytokines(294).
- Toxicité hématologique
Une thrombocytopénie, une neutropénie et une anémie sont observées apres 'administration
des inhibiteurs de I'HDAC ; toutefois, ces effets sont transitoires et réversibles(294). Des
événements thromboemboliques potentiellement mortels et un syndrome de lyse tumorale ont
¢galement été rapportés(287).
- Toxicité métabolique
Des cas de toxicité hépatique ont été signalés, notamment une augmentation des transaminases
hépatiques, une hyperbilirubinémie et une hypoalbuminémie(294). Il existe également des
effets mineurs d'hypokaliémie, dhypophosphatémie et d'autres anomalies électrolytiques,
notamment 'hypocalcémie ou I'hyponatrémie(294). Dans de rares cas, les inhibiteurs d'HDAC
ont été associés a des manifestations d'insuffisance rénale, notamment une hyperuricémie et
une augmentation des taux de créatinine(294).

C- Echappement au traitement par inhibiteurs de PHDAC

Parmi les facteurs cellulaires reconnus comme déterminants de la résistance des inhibiteurs de
I’HDAC, figurent (295) :

1. Les mécanismes d'efflux
La surexpression des pompes d'efflux de la famille des transporteurs liés a I'ATP est 1'un des
changements moléculaires les plus souvent associés au phénotype de résistance aux HDACi

dans les cellules cancéreuses(295). En effet, la résistance a certains inhibiteurs d'HDAC, en
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particulier la romidepsine, peut résulter de mécanismes d'efflux médiés par I'augmentation du
taux de la glycoprotéine P (Cf.chapitre3.3.2.1.1 page 130)(296).

2. L'altération des HDAC
Selon plusieurs recherches, la diminution de 1'expression et de 'activité de certaines HDAC est
causée par des mutations somatiques associées a des effets tumorigeénes(280). En particulier, il
a ¢été¢ découvert que les mutations somatiques du géne HDAC2 entrainent une diminution de
l'expression de la protéine HDAC2 dans les carcinomes présentant une instabilité¢ des
microsatellites, ce qui rend les cellules plus résistantes aux HDACi(280).

3. Les altérations épigénétiques
Au-dela des altérations génétiques, les mécanismes épigénétiques contribuent également au
processus de résistance et de transformation maligne(295). En effet, La méthylation de I' ADN
dans les régions promotrices, étant un processus biochimique cooperant avec I’hypocetylation,
est souvent un médiateur de I'extinction des geénes suppresseurs de tumeurs(295). Elle entrave
la capacité des inhibiteurs dHDAC a restaurer pleinement I'expression des génes silencieux sur
le plan épigénétique, entre autres les geénes suppresseurs de tumeurs, et représente un
mécanisme de résistance au traitement(295). Par conséquent, cette méthylation empéche la
restauration de I'expression des geénes suppresseurs de tumeurs apres le traitement par
HDACI(295).

4. Le mécanisme de protection contre le stress oxydatif
Le traitement des cellules cancéreuses par des inhibiteurs dHDAC entraine un stress oxydatif
caractérisé par une production accrue d'especes réactives de 1'oxygeéne et une diminution du
rapport entre le glutathion réduit et oxydé(295). Ainsi, les tumeurs ayant des niveaux élevés
d'antioxydants peuvent étre en mesure de surmonter les dommages causés par les inhibiteurs de
HDAC(295). De ce fait, les protéines antioxydantes pourraient constituer des déterminants de
la résistance aux HDACis(295).

5. les mécanismes antiapoptotiques et de survie
Les cellules transformées peuvent devenir résistantes aux inhibiteurs d'HDAC en raison de
changements dans leurs voies de signalisation qui contournent la mort cellulaire induite par les

inhibiteurs(296). Le facteur nucléaire de transcription antiapoptotique kKB (NF-KB) a été
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identifi¢ comme un médiateur de la résistance au traitement par les inhibiteurs d'HDAC.
L'inhibition des HDAC stimule l'activation transcriptionnelle du NF-KB et 1'induction d'une
série de génes qui protegent de la mort cellulaire(295).

3.3.3 Inhibiteurs extracellulaires

Il s’agit essentiellement d’AcM produits par diverses technologies (voir annexe 1 page) avec
des biomédicaments ciblants des RTK et d’autres ciblants des ligands des voies de
signalisations.

3.3.3.1 Anticorps monoclonaux anti RTK membranaires

Il s’agit d’AcM dirigés contre les récepteurs tyrosine kinases que surexpriment les cellules
cancéreuses au niveau membranaire.

A- Dénominations communes internationales et structures

Les AcM peuvent avoir une structure chimérique produite par technologie d’hybridome, c’est
le cas des premiers produits mis sur le marché. Sont apparus plus tard les AcM humanisés
produits par technologie des animaux transgéniques beaucoup mieux tolérés que les AcM
chimériques. Puis, en dernier lieu, sont apparus les AcM humains obtenus par technologie de
change.

Les sites paratopiques de cette classe d’AcM sont dirigés contre les différentes cibles RTK
telles que : EGFR, ERBB2 également appelés HER2/neu, ou IGF1R surexprimés dans
différents cancers.

Les AcM ciblant les RTK, approuvés par la FDA (USA), sont rapportés dans le tableau 26.
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Tableau 26 : Structures des anticorps monoclonaux anti-RTK(297)
Cetuximab | Pertuzumab | Trastuzumab Panitumumab | Ramucirumab

(Erbitux®) | (Perjeta®) (Herceptin®) (Vectibix®) (Cyramza®)

Structure

Cible

Indication

Abréviations : VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor ; EGFR : epidermal

growth factor receptor ; HER : human epidermal growth factor receptor

B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques des anticorps monoclonaux

» Pharmacodynamie des anticorps monoclonaux
L'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine extracellulaire des RTK
constitue une méthode efficace pour tuer sélectivement les cellules tumorales qui surexpriment
ces récepteurs(298).
Les anticorps anti-RTK, en se fixant sur les RTK, annulent la fixation des ligands sur leurs
récepteurs(298). L’internalisation des RTK est bloquée et la transduction du signal
normalement induite par le ligand est inhibée(298). Ce mécanisme est a 1’origine de 1’action

thérapeutique (Figure 82)(298).
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Figure 82 : Structures cibles pour les anticorps monoclonaux dirigés contre les RTK(299)

(A) Signalisation cellulaire des RTK dans les cellules normales. Lorsque les ligands s'attachent aux
RTK, les RTK voisins se dimérisent, activant le domaine tyrosine kinase de chaque RTK pour
phosphoryler le domaine tyrosine kinase du RTK appari¢. Cette phosphorylation déclenche la
signalisation intracellulaire et, par conséquent, des actions cellulaires telles que la prolifération et la
croissance(299). (B) Action des anticorps monoclonaux. Les anticorps monoclonaux peuvent se lier soit
a des ligands ou soit a des récepteurs. Ils empéchent le ligand de se lier aux RTK, ne provoquant ainsi
aucune dimérisation, aucune phosphorylation et aucune signalisation cellulaire(299).

Le récepteur EGFR particulierement surexprimé dans divers cancers, notamment celui du c6lon
et le carcinome épidermoide de la téte et du cou, est la cible du cetuximab (Erbitux®) et du
panitumumab (Vectibix®)(297).
Le récepteur HER2/neu qui est surexprimé dans le cancer du sein mais aussi dans les cancers
gastriques est la cible du trastuzumab (Herceptin®) et du Pertuzumab (Perjeta®)(297).

» Pharmacocinétique
- Absorption
En raison de leur grande taille, de leur faible perméabilité membranaire et de leur faible stabilité
face a l'activité des protéases gastro-intestinales, les AcM ont une faible biodisponibilité

orale(300). Ils sont administrés par voie parentérale, le plus souvent par injection intraveineuse.
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L'injection sous-cutanée (SC) ou intramusculaire (IM) est aussi envisagée, avec une
contribution du systéme lymphatique a l'absorption(301). Aprés une injection IM ou SC,
I'absorption se fait lentement, et le temps nécessaire pour atteindre les concentrations
plasmatiques maximales varie généralement de 2 a 8 jours. La biodisponibilité absolue se situe
généralement entre 50 et 100 % (302).

- Distribution

Les AcM ont une capacité treés limitée de diffusion du compartiment sanguin vers les tissus
périphériques en raison de leur taille(301). Le principal mécanisme par lequel cette
extravasation se produit est le transport convectif. Ce dernier repose sur la différence entre les
pressions hydrostatique et oncotique, qui contribue a la force motrice nette pour l'extravasation
de 'AcM(300). Bien que ces anticorps soient congus pour se lier avec une grande affinité aux
sites tissulaires et que par conséquent de grands volumes apparents de distribution soient
prévus, ceux-ci ne sont généralement pas observés. La grande taille et la nature hydrophile de
ces molécules entravent leur distribution, ce qui entraine un faible volume de distribution (301).
La diffusion des AcM de la circulation vers la plupart des tissus varie de 5 a 15 %, a l'exception
du cerveau, ou elle est nettement inférieure. La distribution au niveau des tumeurs peut différer
de celle des tissus normaux en raison des variations de la physiologie tumorale, ainsi que de
I'expression de la cible et des caractéristiques de la tumeur(303).

- Métabolisme et élimination

Les AcM sont métabolisés en peptides puis en acides aminés qui peuvent étre réutilisés dans
l'organisme pour la synthése de novo des protéines ou qui sont excrétés par le rein
essentiellement sous forme d’urée(301). Le métabolisme des IgG endogenes se produit dans
divers tissus de l'organisme et dans le plasma(301). Et comme les AcM sont des molécules
volumineuses qui se situent au-dessus de la limite de la filtration glomérulaire, ils sont
principalement éliminés par catabolisme protéolytique(303). Si les fragments d'anticorps de
faible poids moléculaire sont filtrés, ils sont généralement réabsorbés et métabolisés dans le
tubule proximal du néphron. L'excrétion biliaire représente une tres faible part de 1'élimination

des anticorps IgG. Ainsi, I'élimination des IgG se fait principalement par catabolisme
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intracellulaire, par dégradation lysosomale en acides aminés, aprés absorption par pinocytose,
endocytose non spécifique en phase liquide ou endocytose médiée par un récepteur (300).

» Pharmacotoxicologie
Les effets toxiques ont constitué un obstacle majeur au développement d'anticorps
thérapeutiques contre le cancer. En effet, la réactivité croisée avec les tissus sains est a 1'origine
d'effets secondaires importants pour les anticorps monoclonaux(304).
Dans leur ensemble, les AcM provoquent une grande variété d'effets indésirables systémiques
et cutanés, y compris toutes les manifestations d'hypersensibilité réelle, le syndrome de lyse
tumorale (SLT), la leucoencéphalopathie multifocale progressive (LMP) et les événements
cardiaques(305). Ci-dessous, quelques exemples détaillés des effets indesirables :

a) Réactions immunologiques
Bien qu'ils soient généralement bien tolérés chez I'homme, les AcM contiennent des ¢léments
qui peuvent étre reconnus comme étrangers au corps humain. Par conséquent, ils peuvent
provoquer l'activation de réactions immunitaires et innées(306). L'hypersensibilité immédiate
peut toucher un seul organe ou un seul tissu comme le nasopharynx (rhinite allergique), les
yeux (conjonctivite), la muqueuse de la bouche/de la gorge/de la langue (cedéme de Quincke),
le tissu broncho-pulmonaire (asthme), le tractus gastro-intestinal (gastro-entérite) et la peau
(urticaire, eczéma) ou plusieurs organes (anaphylaxie)(307).

b) Effets indésirables cardiovasculaires

v Hypertension
L'hypertension pourrait €tre un biomarqueur clinique de l'activité antitumorale. En effet, le
VEGF joue un role clé dans le maintien de I'homéostasie vasculaire par la médiation de la
production de l'oxyde nitrique vasodilatateur et la diminution de la résistance vasculaire.
L'incidence globale de l'hypertension induite par le bevacizumab, anticorps dirigé contre le
VEGTF, est d'environ 12 a 34%, avec une hypertension sévere dans 5 a 18%(307).
v" Troubles plaquettaires et thrombotiques

Un risque accru d'événements thromboemboliques artériels a été 1i¢ a [l'utilisation du
bevacizumab et du ramucirumab. L'incidence globale des thromboembolies induites par le
bevacizumab est <21 % et se compose de thromboembolies veineuses et de thromboses

artérielles(307). En effet, tous les agents ciblant le VEGF ont été associés a un risque accru
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d'hémorragie. Cela inclut I'hémoptysie, les saignements gastro-intestinaux, 1'hématémese,
I'hémorragie intracérébrale et 1'épistaxis. Le risque global d'hémorragie majeure est d'environ 2
a3 %(307).
v' Insuffisance cardiaque congestive

La cardiotoxicité est un effet indésirable survenant chez les femmes traitées par trastuzumab. Il
s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé qui cible 'ERBB2 ou HER2/neu humain et qui est
utilisé pour traiter le cancer du sein métastatique a ERBB2-positif(306). Le dysfonctionnement
cardiaque causé¢ par le trastuzumab se traduit le plus souvent par une diminution
asymptomatique de la fraction d'éjection du ventricule gauche, qui tend a étre réversible(306).

¢) Effets indésirables cutanés
La dermite est considérée comme faisant partie de l'action pharmacodynamique des AcM
spécifiques de I'EGFR, et ce, dans la mesure ou I'EGFR est une glycoprotéine transmembranaire
largement exprimée sur les cellules épithéliales(306). Par ailleurs, il existe une corrélation entre
la présence de 1'éruption et une réponse positive au médicament(306).
Le profil de réaction cutanée le plus courant associé¢ aux inhibiteurs de I'EGFR est une éruption
acnéiforme papulopustulaire diffuse(307).

C- Echappement au traitement par anticorps monoclonaux

Les mécanismes qui sous-tendent l'efficacité relativement faible de certains anticorps
thérapeutiques et la grande variabilité des réponses au traitement ne sont pas bien connus, mais
il est probable qu'ils impliquent de multiples facteurs(308).

La résistance préexistante ou le développement d'une résistance est un probleme fondamental
pour tout traitement. Divers mécanismes peuvent inclure : les mutations, ’activation de
transporteurs multidrogues et la surexpression ou I’activation de protéines de signalisation. Un
autre probléme majeur est la faible pénétration dans les tissus, notamment dans les tumeurs
solides(308).

De nouvelles approches sont mises au point pour accroitre 1'efficacité des AcM, notamment en
améliorant les fonctions effectrices, la demi-vie, 1'accessibilité aux tumeurs et aux tissus et la
stabilité ; les méthodes utilisées font appel a l'ingénierie des protéines et a la glyco-

ingénierie(308).
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3.3.3.2 Autres biomédicaments

Contrairement aux AcM précédents, ces biomédicaments se lient aux ligands et facteurs de
croissances extracellulaires et non aux récepteurs membranaires. Ils permettent ainsi d’inhiber
les événements intracellulaires que ces ligands induisent.

A- Dénominations communes internationales et structures

11 s’agit surtout d’AcM humanisés ou humains ciblant des ligands tels que RANKL, VEGF et
PIGF. Des exemples de biomédicaments ciblants des ligands extracellulaires sont rapportés

dans le tableau 27.

Tableau 27 : Structures et indications des autres biomédicaments dirigés contre des ligands(309—

314)

DCI Denosumab Aflibercept Bevacizumab
(Xgeva®) (Eylea®) (Avastin®)

- ---

Cible Le ligand RANKL Les facteurs de croissances Le facteur de croissance
VEGF-A, VEGF-B et PIGF  VEGF-A

Indication

(309,310) (311,312) (313,314)

Références
Abréviations : RANKL : Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand ; VEGFR : Vascular

Endothelial Growth Factor Receptor ; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; PIGF : Placental
Growth Factor
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B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques

» Pharmacodynamie

Denosumab

En se liant au RANKL « Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand » , le
dénosumab empéche ce ligand d'activer son unique récepteur RANK a la surface des
ostéoclastes et de leurs précurseurs (figure 83)(309). La suppression de l'interaction RANKL-
RANK inhibe la formation, la fonction et la survie des ostéoclastes, diminuant ainsi la
résorption osseuse et interrompant la destruction osseuse induite par le cancer(309). Par

conséquent, le dénosumab est principalement indiqué dans les métastases osseuses des tumeurs

solides ainsi que dans 1’ostéoporose (tableau 27) (309,310).
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Figure 83 : Mécanisme d’action du dénosumab au niveau de I’0s(315)

Le dénosumab se lie a la cytokine RANKL, I'empéchant de se lier a son récepteur, le RANK(315). Ceci
empéche la maturation des précurseurs des ostéoclastes et favorise l'apoptose des ostéoclastes
matures(315). Lorsque le nombre et l'activité des ostéoclastes diminuent, la formation osseuse est
éventuellement ralentie afin de maintenir un équilibre entre la résorption et la formation osseuses(315).
Abreviations : RANKL : Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand ; RANK : Receptor

Activator of Nuclear factor Kappa-B
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Aflibercept

L'aflibercept se lie au VEGF-A, ainsi qu'aux ligands apparentés PIGF et VEGFB, avec une plus
grande affinité que leurs récepteurs naturels (Figure 84)(316). En "piégeant" le VEGF et en
I'empéchant d'entrer en contact avec ses récepteurs sur les cellules endothéliales, l'aflibercept
entrave la voie de transduction du signal initi¢ par le VEGF. Cela bloque 1'activation des
récepteurs du VEGF et la prolifération consécutive des cellules endothéliales, ce qui inhibe le
développement de nouveaux vaisseaux qui alimentent les tumeurs en oxygene et en
nutriments(316). Il est indiqué dans les cancers colorectaux métastatiques mais aussi dans la
dégénerescence maculaire humide. Il inhibe, en effet, la croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins respectivement de la tumeur et dans les choriocapillaires (tableau 27) (311,312).
Bevacizumab

Le bevacizumab cible tous les isoformes du VEGF-A, empéchant la liaison du VEGF-A aux
récepteurs VEGF de surface des cellules endothéliales, a savoir le VEGFR-1 et le VEGFR-2
(Figure 84) (317). L'inhibition du VEGF-A entraine la régression de la vascularisation de la
tumeur et l'inhibition de la formation de nouveaux vaisseaux tumoraux, inhibant ainsi la
progression tumorale(317). Il est a ce titre indiqué dans plusieurs cancers : cancer colorectal
métastatique, cancer du sein métastatique, cancer du poumon non a petites cellules,
glioblastome, carcinome des cellules rénales, cancer de 1’ovaire et cancer du col de I'utérus

(tableau 27) (313,314).
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Figure 84 : Mécanismes d'action du bevacizumab et de I'aflibercept au niveau d'une cellule
endothéliale(318)

L'effet du bévacizumab est obtenu en ciblant le ligand VEGF-A, tandis que 'aflibercept cible un spectre
plus large comprenant le VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF, entrainant une regression de la vascularisation
tumorale.

Abreéviations : VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; VEGFR-1 : Vascular Endothelial Growth
factor Receptor-1 ; VEGFR2 : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 ; PIGF : Placental
Growth Factor

» Pharmacocinétique
Les principaux parametres pharmacocinétique du denosumab, de [Daflibercept et du

bevacizumab sont résumés dans le tableau 28.
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Tableau 28 : Pharmacocinétique des autres biomédicaments dirigés contre des

ligands(313,317,319,320)

Posologie

Administration Sous-cutanée Intraveineuse Intraveineuse

Volume

distribution

Métabolisme ND Catabolisme Catabolisme
protéolytique protéolytique

T

Références (319) (320) (313,317)

Abréviations : ND : Non déterminé ; T : temps de demi-vie

» Pharmacotoxicologie
Les effets indésirables les plus fréquents associés a I'utilisation du Denosumab, de 1’ Aflibercept

et du Bevacizumab sont rapportés dans le tableau 29.

177



Tableau 29 : Effets indésirables des autres biomédicaments dirigés contre des
ligands(317,321,322)

Effets - Infection des voies - Douleurs - Hypertension

indésirables respiratoires et des abdominales artérielle

fréquents voies urinaires - Diarrhée - Fatigue ou asthénie
- Douleurs musculaires, - Stomatite - Diarrhée
articulaires et sciatiques - Fatigue - Douleurs

- Hypercholestérolémie

Hypertension et abdominales

- Constipation maux de téte - Saignement (le plus
- Eruption cutanée - Perte de poids souvent épistaxis)
Références (321) (322) (317)

3.4 Radio-€éléments vectorisés

Il s’agit de radiopharmaceutiques utilisés dans la radiothérapie interne vectorisée dite également
« métabilique ». Cette derniére consiste a administrer des rayonnements courts alpha et béta,
via I'administration d’un médicament porteur d’un ¢lément radio-actif dirigé contre des cibles
associées aux tumeurs(323). Cette nouvelle approche thérapeutique repose sur des
radiopharmaceutiques choisis pour leur ciblage sélectif de cellules tumorales, a l'instar de la
thérapie ciblée(323). Le ciblage tumoral s'explique par le fait que 1'élément radioactif est
impliqué dans des processus biologiques associés a la tumeur ou par le fait que le radionucléide
est conjugué a un vecteur qui permet de cibler la tumeur(324,325).

3.4.1 Radioimmunothérapies

La radioimmunothérapie (RIT) est une radiothérapie vectorisée visant a placer une source
radioactive directement au contact des cellules tumorales. Elle utilise un vecteur
immunologique tel qu’un anticorps monoclonal qui cible spécifiquement un antigene de la
cellule tumorale(326). Cet AcM est couplé a un radionucléide aboutissant a un

radioimmunoconjugué stable(326).
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Cette thérapie permet de traiter des tumeurs localisées et/ou diffuses en délivrant de maniére
ciblée des rayonnements ionisants au niveau de la tumeur tout en limitant la toxicité induite par
I’exposition des tissus sains aux rayonnements ionisants (tableau 30) (326,327).

A- Dénominations communes internationales et structures

La structure générale des produits de radioimmunothérapie consiste en un AcM servant de

vecteur dans lequel s’insére un radionucléide irradiant la cible tumorale (Figure 85)(327).

A -

Anticorps Radionucléide Anticorps
spécifique radiomarqué
d’un antigéne

Figure 85 : Structure générale des radioimmunoconjugués(327)

Le radioimmunoconjugué est constitué d’un radionucléide couplé a I’anticorps monoclonal spécifique
d’un antigéne de la tumeur ciblée(327).

Tableau 30 : Les radioimmunothérapies approuvés par la FDA (USA)(328)
Y -ibritumomab tiuxetan | I-tositumomab

(Zevalin ®) (Bexxar ®)

Vecteur Eirioyess  Ibritumomab Tositumomab

monoclonal)

Isotope Yttrium-90 (Y-90) lodine-131 (I-131)
Cible CD20

Indication Lymphome non hodgkinien

Voie d’administration Intraveineuse
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B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques

» Pharmacodynamie

Dans la radioimmunothérapie, des radionucléides émetteurs de rayons o ou B sont liés a un
anticorps monoclonal ou a un fragment d'anticorps en utilisant un chélateur pour former un
radioimmunoconjugué. Ce dernier se lie systématiquement aux cellules cancéreuses et délivre
une dose de rayonnement cytotoxique directement aux tumeurs (figure 86) (329).

Les cellules irradiées absorbent de grandes quantités d'énergie sous forme de photons ou de
particules chargées, qui favorisent les dommages macromoléculaires directs ainsi que la
production d'espéces réactives constituées d'oxygene et/ou d'azote. Les radicaux libres et
I'oxygeéne moléculaire endommagent les brins d'ADN, ce qui entraine non seulement I'apoptose

mais aussi la nécrose cellulaire(325,328).

premitter a-emitter a) c-omitter “
Range 0.05 - 12 mm Range 50 - 100 ym High LET radiation %ﬁ‘
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o) £
Mt }Lm‘»k
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Figure 86 : Les mécanismes effecteurs des radioimmunothérapies(330)
Le radioanticorps est injecté dans la circulation sanguine pour reconnaitre les cellules exprimant
l'antigene cible. La désintégration caractéristique du radionucléide va générer des rayonnements de
différentes énergies et portées dans les tissus(330).
Les émetteurs a (A) produisent des rayonnements hautement ionisants a haute intensité, avec des
énergies de l'ordre du MeV et une portée de l'ordre du pm dans les tissus, causant des dommages
complexes a I'ADN, ce qui entraine une destruction importante des cellules en raison des dommages
non réparés(330).
Les émetteurs B (B) générent des rayonnements a faible LET avec des énergies de keV-MeV et une
portée de mm dans les tissus, généralement qualifiés de faiblement ionisants, entrainant des dommages
a 'ADN peu complexes, plus facilement réparés par le mécanisme de réparation de ' ADN(330).
Les émetteurs Auger (C) produisent des rayonnements a LET intermédiaire avec des énergies comprises
entre 1 eV et 1 keV, et une portée sub-pum dans les tissus, avec un dépdt d'énergie intense sur une courte
portée, défiant la capacité de réparation cellulaire(330).
Abreviation : LET : Linear energy transfer
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L’antigéne CD20 exprimés a la surface des cellules B constitue la cible thérapeutique des
anticorps monoclonaux couplés a I’'un des deux B-émetteurs approuvés par la FDA (USA)
notament I'yttrium-90 et l'iode-131. Par conséquent, ils sont indiqué en hématologie dans les
lymphomes non hodgkiniens(327).

» Pharmacocinétique
Le radioanticorps est formulé sous forme de médicament stérile et apyrogene qui est injecté par
voie intraveineuse directement dans la tumeur, ou de fagon compartimentée dans une cavité
corporelle telle que le péritoine, la plévre ou l'espace intrathécal(331). Une fois injecté, le radio-
anticorps est distribué par circulation sanguine, diffusion ou convection vers sa cible naturelle
: un site de liaison a I'antigéne sur les cellules tumorales(331).
Contrairement a la radiothérapie externe, la radiothérapie systémique avec des
immunoconjugués radiomarqués délivre une irradiation non uniforme, a faible débit de dose,
sur une période prolongée(330).

» Pharmacotoxicologie
Les radioimmunoconjugués thérapeutiques présentent des effets indésirables divers énoncés

dans le tableau 31.
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Tableau 31 : Effets indésirables des radioimmunothérapies approuvés par la FDA(332)

DCI Y-ibritumomab I-tositumomab
tiuxetan (Zevalin) (Bexxar)

Effets
indésirables

Infections/Inflammations Sepsis Neutropénie fébrile
Neutropénie fébrile Frissons
Pneumonie Pneumonie
M¢éningite
tuberculeuse
Infection a
cytomégalovirus
Choc septique
Inflammation des

muqucuses

Gastro-intestinaux Diarrhée Nausées
Nausées
Tableau 31 : Effets indésirables des radioimmunothérapies approuvés par la FDA (suite)(332)

DCI Y-ibritumomab tiuxetan | I-tositumomab DCI
(Zevalin) (Bexxar)

Effets
indésirables
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3.4.2 Radiopeptidothérapies

La radiopeptidothérapie « Peptide Receptor Radionuclide Treatment » (PRRT) est une méthode
thérapeutique ciblée qui utilise des peptides radiomarqués comme vecteurs de ciblage
biologique pour délivrer des niveaux Iétaux de dose de rayonnement aux cellules cancéreuses
qui surexpriment certains récepteurs(333).

A- Dénominations communes internationales et structures

Les produits constituant la PRRT sont structurés en trois parties. Le radiométal qui émet le
rayonnement est le composant principal, suivi d'un vecteur biologique composé d'un peptide
qui se lie a une cible spécifique et d'un agent chélateur bifonctionnel qui stabilise la liaison du
radiométal tout en permettant sa conjugaison (Figure 87)(334). Le DTPA (acide diéthyléne
triamine penta-acétique) et le DOTA (acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,20- tétra-

acétique) sont couramment utilisés comme chélateurs pour la PRRT(335).

| Radionuclide
Peptide Cyclic
(stabilized) Octapeptide

Figure 87 : Structure générale d'un analogue de somastatine constituant la PRRT(335)

Les analogues de la somatostatine radiomarqués comprennent généralement trois parties principales: un
octapeptide cyclique, un chélateur et un élément radioactif(336)

La seule cible actuellement utilisée dans la pratique clinique est le récepteur de la somatostatine,
qui est surexprimé sur toute une série de cellules tumorales, notamment les tumeurs
neuroendocrines et les tumeurs dérivées de la créte neurale (tableau 33)(337). Par conséquent,
les analogues de la somatostatine sont les seuls peptides thérapeutiques anticancéreux

approuvés sur le marché par la FDA (tableau 32)(336).
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Tableau 32 : Le radiopeptide approuvé par la FDA (USA)(338)

Radiopeptide 177Lu-DOTATATE
Vecteur peptidique DOTATATE

Isotope 177-Lu

Cible Récepteur sst2 de la somatostatine
Indication Tumeurs neuroendocrines inopérables ou

métastasées

Abréviations : Lu : Lutetium ; sst2 : somatostatin receptors subtype 2

Tableau 33 : Analogues peptidiques utilisés pour la PRRT (339)

Statut

DOTATATE DOTA-D-Phe-cyclo(Cys-Tyr-D-Trp-Lys- AMM

Thr-Cys)Thr

DOTATOC DOTA-D-Phe-cyclo(Cys-Tyr-D-Trp-Lys- DMO
Thr-Cys)Thr(ol)

OPS201 erreci iy (DOTA-/NODAGA-)Cpa-cyclo[D-Cys- EC

0) AP A1 A (0 N I Aph(Hor)-D-Aph(Cbm)-Lys-Thr-Cys]-D-
Tyr-NHz

CP04 DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- EC
Asp-Phe-NH>

DOTA-PP-F11N DOTA-(D-Glu)s-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle- EC
Asp-Phe-NH;

RM2* DOTA-4-amino-1-carboxymethyl- EC

piperidine-D-Phe-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-
His-Sta-Leu-NH>

NeoBOMBI1- DOTA-p-aminomethylaniline-diglycolic EC
acid-D-Phe-GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-NH-
CH[(CH2-CH(CH3)2]2

DOTA-/DOTAGA-[Thi8, DOTA-/DOTAGA-Arg-Pro-Lys-Pro-GlIn- EC
Met(O2)!!]-substance P GIn-Phe-Thi-Gly-Leu-Met(O2)

Pentixather Cyclo(D-3-i0do-Tyr-(NMe)-D-Orn(AMBS- EC
DOTA)-Arg-2-Nal-Gly)

Abréviations : Cpa = 4-Cl-phenylalanine; Aph(Hor) = 4-amino-Il-hydroorotyl-
phenylalanine; d-Aph(Cbm) = d-4-amino-carbamoyl-phenylalanine; AMBS = 4-

aminomethyl benzoic acid
AMM : Autorisation de mise sur le marché ; DMO : Désignation de médicament orphelin ;
EC : Etudes cliniques ; PRRT : Peptide Receptor Radionuclide Treatment
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B- Aspects pharmacologiques et toxicologiques

» Pharmacodynamie

La PRRT délivre un rayonnement destructeur aux cellules cancéreuses par l'intermédiaire de
peptides radiomarqués capables de se lier spécifiquement a des récepteurs peptidiques exprimés
en plus grande densit¢ sur la membrane des cellules tumorales que dans les tissus non
tumoraux(339). Afin d'éviter le dépot de radiométaux libres dans les tissus sains, ces
radiothérapies nécessitent ¢galement un chélateur qui chélate systématiquement le radiométal
in vivo (figure 88)(339). La conjugaison d'un chélateur universel, tel que le DOTA, permet le
radiomarquage avec plusieurs radiométaux qui ont des caractéristiques chimiques similaires,
comme les radiométaux trivalents 90-Y, 177-Lu, 225-Ac ou 68-Ga(339).

La liaison du radiopeptide aux récepteurs de la somatostatine exprimés sur la membrane de la
cellule tumorale entraine l'internalisation et la libération de la radioactivité directement dans
l'espace intracellulaire(338). Cette rétention du rayonnement intracellulaire est associée a des
1ésions de I'ADN par émission béta et a une apoptose ultérieure due a l'incapacité de la cellule
a corriger les Iésions. D'autres structures internes, notamment les mitochondries, peuvent étre

détruites par le rayonnement(338).
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Figure 88 : La thérapie par radionucléides a récepteurs peptidiques(336)
Aprés que l'analogue de la somatostatine lié a 1'isotope se lie au récepteur membranaire de la
somatostatine, le complexe radiopeptide/récepteur de la somatostatine est internalisé. Ainsi, la
radioactivité est transportée dans le compartiment intracellulaire de recyclage des récepteurs de la cellule
ou elle exerce son action a proximité du noyau(338).
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» Pharmacocinétique
La PRRT comprend I'administration systémique d'un analogue synthétique de la somatostatine
convenablement radiomarqué, fractionné en cycles séquentiels (généralement 4 a 5) toutes les
6 a 9 semaines, jusqu'a ce que la quantité totale de radioactivité prévue ait été¢ délivrée. La
quantité précise administrée dépend des limites imposées par l'irradiation rénale et, dans une
moindre mesure, de la sensibilité de la moelle osseuse(338).

» Pharmacotoxicologie
Les effets secondaires de la PRRT sont classés par ordre chronologique en trois catégories :
aigus (en quelques heures), subaigus (en quelques jours ou semaines) et a long terme (apres
plusieurs années)(337). La PRRT est reconnue comme étant bien tolérée, avec une toxicité
limitée. Les effets secondaires aigus sont les nausées et les vomissements, causés par la co-
injection d'acides aminés néphroprotecteurs(337). Les effets subaigus sont I'hématotoxicité
secondaire a l'irradiation, la fatigue passagere, la douleur tumorale ou la perte de cheveux de
faible intensité (secondaire a l'irradiation), qui sont généralement légers et autolimités(337). De
plus, I'apparition d'une crise carcinoide pendant la PRRT est trés rare et se produit généralement
apres la premiére administration(337). Quant aux effets indésirables a long terme, il s'agit
principalement de néphropathie liée a l'irradiation et de dysfonctionnement hématologique
persistant(337).
3.4.3 Echappement au traitement par radio-éléments vectorisés
De nombreuses voies intracellulaires peuvent étre exploitées par les cellules tumorales
résistantes a l'apoptose pour compenser les effets cytotoxiques des rayonnements(340). Ces
mécanismes de neutralisation comprennent la neutralisation efficace des radicaux libres
générés, l'activation de points de controle prolongés pour la réparation des cassures de brins
d'ADN, Il'activation constitutive d'une forte signalisation pro-survie et anti-apoptotique ou
l'activation altérée de la signalisation pro-apoptotique(340). De plus, la polyploidie des cellules
cancéreuses est un autre €¢lément qui peut accentuer la résistance d'une cellule cancéreuse au
traitement et réduire l'efficacité de la radiothérapie anticancéreuse(340). Dans les cellules
tumorales irradiées, la présence d'un plus grand nombre de chromosomes entraine un plus grand

nombre de copies des genes codant pour les enzymes du systéme de défense antioxydant et
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davantage de geénes pour les protéines de réparation de I'ADN, ce qui atténue les effets

cytotoxiques des rayonnements(340).

4 OPTIMISATION DE LA MEDECINE DE PRECISION

4.1 Pharmacogénomique et pharmacogénétique des thérapies ciblées

Le terme "pharmacogénétique" désigne 1'é¢tude de la variabilité de la réponse aux médicaments
d'origine héréditaire. Elle consiste a étudier les facteurs génétiques qui influencent la réponse
et la toxicité aux médicaments. Cette étude s'intéresse principalement aux variations au sein du
génome humain(341). Tandis que la "pharmacogénomique" étudie les marqueurs génétiques
associés aux mutations somatiques trouvées dans le tissu tumoral. Ces marqueurs ont une valeur
prédictive du résultat du traitement pharmacologique(341).

Au cours de la derniere décennie, les avancées de la pharmacogénétique et de la
pharmacogénomique ont progressivement dévoilé la base génétique des différences inter-
individuelles en matiére de réponse aux traitements. Une grande partie de ces progres releve du
domaine de la thérapie anticancéreuse(342). Une description moléculaire plus précise du cancer
pourrait compléter ces approches pharmacogénétiques et pharmacogénomiques, en vue de
proposer des traitements personnalisés plus efficaces(343).

Le profilage génomique complet « Comprehensive genomic profiling » (CGP) est un test
complet qui couvre les biomarqueurs pouvant étre utilisés a différents stades de la progression
du cancer, du diagnostic au traitement et au suivi(344). Grace au séquencage de nouvelle
génération (NGS), le CGP identifie les altérations génomiques de centaines de génes cancéreux
cliniquement pertinents a partir d'échantillons de tissus ou de biopsies liquides(345). Il couvre
les variations du nombre de copies de I'ADN et des geénes, les altérations de ' ARN ainsi que les
signatures immuno-oncologiques(345). Les tests CGP issus de la technologie NGS simplifient
le flux de travail des laboratoires en consolidant plusieurs tests et en fournissant un délai
d'exécution rapide et des résultats cohérents a partir de tissus limités(344). Ainsi, ils réduisent
le temps nécessaire a l'analyse de plusieurs biomarqueurs, tout en permettant une

compréhension individuelle plus approfondie de la tumeur d'un patient (345).
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4.2 Théranostique et tests compagnons : Place dans la prise en charge des patients
cancéreux

4.2.1 Définition

Le concept de théragnostic ou de théranostique est apparu vers 2002 pour décrire 1'incorporation

de tests diagnostiques dans le choix d'une thérapie a cette fin(346).

Cette approche désigne I'association de biomarqueurs de diagnostic et d'agents thérapeutiques

qui partagent une cible spécifique dans les cellules ou les tissus pathologiques(347). Cette

combinaison permet de mettre en place une thérapie guidée par imagerie mais aussi de définir

le résultat du traitement a un stade précoce a travers des test compagnons(348). En effet, en

médecine nucléaire, la théranostique désigne l'utilisation de composés radioactifs pour

visualiser des cibles pathologiques spécifiques, puis 1'utilisation d'agents spécialement congus

pour délivrer des rayonnements ionisants aux tissus exprimant ces cibles(347). La théranostique

désigne ¢galement le développement de tests de diagnostic moléculaire et de thérapies ciblées

de maniére interdépendante et collaborative dans le but d'individualiser le traitement en ciblant

le sous-type de maladie et le profil génétique spécifique de chaque individu(349). Cette stratégie

vise a établir avec précision l'effet bénéfique d'un traitement spécifique sur le patient ou a suivre

le traitement en "temps réel" afin d'en déterminer 1'efficacité(349).

4.2.2 Les biomarqueurs et tests compagnons

Le concept de médecine de précision est fondé sur la recherche d'anomalies moléculaires

uniques et pertinentes associées a des cancers spécifiques(350). Ces biomarqueurs du cancer,

qui comprennent a la fois des mutations germinales et somatiques, peuvent influencer 1'issue de

la maladie et/ou la réponse au traitement et peuvent étre classés en deux catégories(350):

- pronostiques : associ¢s a I'évolution de la maladie ou

- prédictifs : associés a la réponse « escomptée » au traitement.

En 2011, la FDA (USA) a publié un projet de guide d'accompagnement sur les dispositifs de

diagnostic d'accompagnement in vitro (DMDIV) dans lequel un test compagnon, « Companion

Diagnostics Devices » (CDx) est défini(351). Il fournit des informations essentielles pour

l'utilisation stire et efficace d'un produit thérapeutique correspondant. En outre, la FDA (USA)

précise trois domaines dans lesquels un test CDx est essentiel(351) :
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- pour identifier les patients qui sont les plus susceptibles de bénéficier d'un produit
thérapeutique particulier(351) ;

- pour identifier les patients susceptibles d'€tre exposés a un risque accru d'effets indésirables
graves a la suite d'un traitement avec un produit thérapeutique particulier(351); et

- pour surveiller la réponse au traitement dans le but de le réajuster et obtenir une meilleure
sécurité ou efficacité(351).

Ainsi, selon la FDA (USA), un test CDx peut €tre utilisé a la fois pour prédire le résultat en
terme d’efficacité et de sécurité et pour surveiller la réponse au traitement et d’éventuelles

résistances(351).
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Tableau 34 : Exemples de cibles médicamenteuses et leurs tests diagnostiques compagnons
approuves par la FDA ( USA)(350)

Imatinib mesylate J € Tumeur stromale DAKO C-KIT

gastro-intestinale PharmDx

KIT D816V Mastocytose Détection de la

systémique agressive mutation de KIT

D816V par PCR
PDGFRB Syndrome PDGFRB FISH
my¢lodysplasique ou
trouble
my¢éloprolifératif
Erlotinib EGFR - délétion de Cancer du poumon Test de mutation
I'exon 19 ou L858R  non a petites cellules EGFR cobas
Gefitinib Kit PCR EGFR RGQ
therascreen
Crizotinib Réarrangement de Cancer du poumon Test CDx
I'ALK non a petites cellules VENTANA ALK
(DSF3)

Kit de sondes FISH
VYSIS ALK a
rupture de lien

o) ibatieliss Expressionde PD-L1 Cancer du poumon PD-L1 IHC 22C3

non a petites cellules pharmDx

Abréviations : ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase ; EGFR: Epidermal Growth Factor
Receptor ; FISH: Fluorescent InSitu Hybridization ; THC: Immunohistochemistry ; PCR:

Polymerase Chain Reaction ; PDGFRB: Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta
PD-L1: Programmed Death-Ligand 1
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4.2.3 Exigences de la FDA (USA)

Idéalement, la nécessité d'un test compagnon serait identifiée au début du développement d'un

produit thérapeutique. A cet effet, ce test validé analytiquement peut étre incorporé de maniére

prospective dans la conception des essais cliniques du produit thérapeutique (figure 89) (352).

La FDA (USA) recommande aux développeurs de tests diagnostiques compagnons de prendre

en compte un certain nombre de facteurs, entre autres, ceux énumérés ci-dessous(353).

1)

2)

3)

4)

5)

L'existence d'un groupe spécifique de produits thérapeutiques oncologiques pour lesquels

un test diagnostique compagnon permettra d'identifier une population de patients a

traiter(353).

Une compréhension approfondie (353) :

1. du mécanisme d'action du groupe spécifique de produits thérapeutiques oncologiques
dont I'utilisation avec le test diagnostique compagnon est envisagée et

2. de l'interaction entre les produits thérapeutiques et le ou les biomarqueurs, détectés par
le test diagnostique compagnon.

Une expérience clinique suffisante avec au moins deux produits thérapeutiques pour les

mémes indications liées aux biomarqueurs(353).

La validité analytique du test diagnostique compagnon pour 1'ensemble des biomarqueurs

qui renseignent l'indication. Cela inclut la sensibilité, la spécificité, I'exactitude, la précision

et d'autres caractéristiques de performance pertinentes en utilisant un protocole technique

spécifié(353).

La validité clinique du test diagnostique compagnon en combinaison avec les produits

thérapeutiques dans la maladie concernée. Il s'agit de la capacité d'un test diagnostique

compagnon a identifier, mesurer ou prédire la présence ou l'absence d'une condition clinique

ou d'une prédisposition pour laquelle il est destiné(353).
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Figure 89 : Le modéle de co-développement médicament-diagnostic(351)

Les parties supérieures illustrent le processus de développement du médicament et les parties
inférieures, le processus paralléle de développement du test compagnon CDx, avec une co-approbation
réglementaire alignée a la fin de la phase ITI(351).

Abreéviation : CDx : Companion Diagnostics Devices

5 PERSPECTIVES

5.1 Probléeme d’échappement au traitement : surveillance des mutations somatiques
La découverte de traitements et de biomarqueurs pour le cancer est entravée par I'hétérogénéité
des tumeurs(354). En effet, cette hétérogénéité peut donner naissance a diverses populations de
cellules ayant des génomes distincts au sein de la tumeur. La présence de populations
subclonales de tumeurs peut conduire a un diagnostic imprécis lors de la biopsie et a des
résultats cliniques médiocres(354). D'ailleurs, comme le révele le profilage de l'expression
génétique, dans la plupart des types de cancer, seul un sous-ensemble de patients répondra a un
nouvel agent donné. Sous la pression sélective d'une thérapie toxique, la diversité génétique de
la plupart des tumeurs humaines entraine une croissance rapide des cellules résistantes aux
médicaments(355). Ces résultats soutiennent 1'idée que les approches thérapeutiques doivent
étre d'une diversité comparable a celle des tumeurs concernées(356). Par conséquent, une
évaluation précise de 1'hétérogénéité tumorale est essentielle pour le développement de
thérapies efficaces(356). L’établissement du profilage génomique complet, le séquencage

multirégional, le séquencgage unicellulaire, 1'analyse des échantillons d'autopsie et 1'analyse
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longitudinale des échantillons de biopsie liquide sont autant de technologies émergentes qui

offrent un potentiel considérable pour disséquer l'architecture clonale complexe et évolutive

des cancers(356).

5.2 Le coiit

Le cott ¢élevé des traitements anticancéreux innovants demeure un défi mondial (357). Au cours

de l'année 2020, les dépenses mondiales en médicaments anticancéreux ont augmenté de 14,3

%, atteignant 164 milliards de dollars (357). Les agents développés plus récemment, comme la

thérapie par cellules CAR T, peuvent cotiter jusqu'a pres de 500 000 dollars par an (358). 11 est

communément admis que des prix élevés sont nécessaires pour compenser les colits élevés de
la recherche et du développement(357). Cependant, il existe des propositions politiques
prometteuses visant a améliorer l'accessibilité financieére sans compromettre I'innovation(357).

L'OMS, avec la collaboration de I'ASCO (dmerican Society of Clinical Oncology), de ’ESMO

(Société européenne d'oncologie médicale) et d'autres organisations, a entrepris une ¢valuation

compléte et élaborée des recommandations quant a 'attitude a adopter face au cofit élevé du

traitement du cancer(358) :

- La promotion de la concurrence sur le marché par le développement de génériques et de
biosimilaires de haute qualité reste importante, méme dans des juridictions comme les Etats-
Unis(358). L'harmonisation des exigences réglementaires pour les biosimilaires peut
promouvoir une qualité ¢levée et des prix compétitifs(358).

- Il convient également d'encourager la fixation des prix en tenant compte de la situation
économique du pays, de la prévalence du cancer et des dépenses de santé actuelles, afin de
permettre aux patients du monde entier d'avoir un meilleur accés aux médicaments
contribuant a prolonger l'espérance de vie(358).

- La FDA (USA) et d'autres organismes de réglementation ont mis en place des procédures
d'approbation accélérées des nouveaux agents afin d'obtenir rapidement la mise sur le
march¢ de nouveaux traitements et de réduire potentiellement les colits de
développement(358). L’octroi de ’AMM est tributaire de I’existance de tests compagnons

a réaliser pour le choix du type de thérapie en pré-traitement, évitant ainsi au patient une
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perte de temps et une dépense inutile en cas d’une inéfficacité prédictible de la dite thérapie

couteuse(358).
5.3 Les biopsies liquides
Au cours de la derni¢re décennie, les méthodes invasives de diagnostic et de suivi des cancers
ont été progressivement remplacées par des méthodes non invasives telles que la biopsie
liquide(359). Dans cette biopsie, les entités dérivées de la tumeur présentes dans les fluides
corporels des patients cancéreux sont isolées et les informations génomiques et protéomiques
qu'elles contiennent sont analysées(359). Ces entités comprennent les cellules tumorales
circulantes, 'ADN tumoral circulant, les vésicules extracellulaires tumorales, etc(359). Compte
tenu des défis associés aux biopsies invasives traditionnelles, tels que la difficulté d'obtenir des
échantillons de tumeurs, I'hétérogénéité des échantillons de tumeurs réséquées et la difficulté
d’établir le profil dynamique des tumeurs dans le cas de métastases, la recherche récente en
oncologie s'est orientée vers l'analyse de divers fluides biologiques plutdt que de tissus entiers
pour détecter les composants dérivés des tumeurs(359). Actuellement, plusieurs tests sont
approuvés par la FDA (USA). Par exemple, en 2016, la FDA a approuvé le test cobas® EGFR
Mutation v2 pour déterminer 1'éligibilité des patients atteints de cancer du poumon non a petites
cellules a recevoir certains inhibiteurs de tyrosine kinase de I'EGFR(360). Bien que la
technologie des biopsies liquides soit encore a ses débuts, son caractére non invasif promet
d'ouvrir de nouvelles voies en oncologie clinique(359).
5.4 Nouvelles approches thérapeutiques
Nous aborderons deux exemples actuels qui paraissent prometteurs pour une application

thérapeutique.

- Le CRISPR-Cas9

Le dispositif le plus récent de 1'arsenal des méthodes d'édition des génes est le systeme CRISPR-
Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat- CRISPR-associated
protein)(361). Cette découverte a fait I’objet du prix Nobel en chimie en 2020(362). En effet,
les thérapies basées sur CRISPR ouvrent une nouvelle voie dans le traitement de précision du

cancer(361). CRISPR-Cas9 a été décrit pour la premiére fois comme étant un mécanisme de
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défense bactérien contre une infection par un bactériophage(363). Ce systéme a ensuite été
adapté au traitement des maladies humaines : il s'agit de "ciseaux moléculaires" permettant de
découper le matériel génétique des cellules malades et de réparer les "erreurs" qui caractérisent
et favorisent 1'état pathologique des cellules(363). Lorsque le bactériophage infecte une cellule
bactérienne, des morceaux d'ADN dérivés du phage « espaceurs » sont insérés dans le réseau
CRISPR(361). Apres une réinfection, le réseau CRISPR est transcrit et traité pour produire des
ARN CRISPR (crRNA) (361). Le crRNA forme un complexe avec un ARN CRISPR
transactivateur (tractrRNA) et la séquence de 1'espaceur est alors ciblée et clivée par le complexe
crRNA-tracrRNA-Cas9(361). Dans le cas des systémes synthétiques, le clivage de la séquence
cible est réalisé par l'activité du complexe ARN guide unique (ARNg)-Cas9(361). En effet, les
protéines effectrices Cas sont des endonucléases guidées par I'ARN qui peuvent cliver 'ADN
cible de maniere contrdlée(361). Le développement des techniques basées sur CRISPR-Cas
offre un créneau pour le dépistage personnalisé des génotypes et des phénotypes qui en résultent
et qui contribuent a la progression du cancer, ainsi que pour la formulation ultérieure des
thérapies(361).

- Les aptameres

Les progreés biotechnologiques ont également eu un impact sur la vectorisation des
médicaments, se traduisant par des améliorations médicales significatives dans le ciblage des
cellules malignes(364). En raison de cette caractéristique, les aptaméres connaissent un succes
croissant en tant que vecteurs moléculaires dans le domaine du traitement du cancer(364). Il
s’agit d’oligonucléotides d'ADN monocaténaire ou d'ARN, créés artificiellement qui ciblent
sélectivement les tissus et les cellules d'intérét, qui ont peu d'effets indésirables et qui sont non
immunogenes(364). En plus d'inhiber leur cible spécifique, les aptameéres sont spécifiquement
internalisés dans les cellules lorsqu'ils se lient a leur cible(364). Cette propriété intrinseéque
confére aux aptameres la capacité de délivrer spécifiquement des molécules thérapeutiques

destinées a réduire l'expression des génes impliqués dans le cancer(364).
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La médecine de précision, faisant partie de la médecine stratifiée, est une voie
prométteuse en plein croissance. Elle représente une approche moléculaire spécifique de lutte
contre le cancer au niveau intracellulaire et extracellulaire. La constante évolution du domaine
de la recherche moléculaire et des biomarqueurs a permis de dévoiler les événements
moléculaires impliqués dans le processus tumoral. La cancérogenese est, en effet, le résultat
d'une défaillance du systéme d'équilibre homéostatique des tissus.

Parmi les ¢léments constituants ce réseau complexe de maintien de 1’homéostasie cellulaire
figure les proto-oncogenes ainsi que les génes suppresseurs de tumeur. D’ailleurs, au niveau
d’un tissue sain, les signaux de prolifération déclechés par les proto-oncogénes sont en équilibre
avec les signaux inhibant la croissance provenant des genes suppresseurs de tumeurs. Et toute
défaillance éventuelle sera a 1’origine d’une multiplication indéfinie et illimitée de cellules
donnant naissance a un cancer. Par conséquent, les thérapies relevant de la médecine de
précision visent a corriger ce désequilibre et restaurer I’homéostasie proliférative des cellules.
Ces thérapies "personnalisées" consistent en des thérapies ciblées avec des petites molécules
nommé¢s inhibiteurs de tyrosines kinases ITK agissant au niveau intracellulaire et des anticorps
monoclonaux volumineux qui agissent au niveau extracellulaire, ainsi que d’immunothérapies
spécifiques avec ou sans mémoire induite et finalement des radiopharmaceutiques vectorisés

qui cible les cellules tumorales.
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RESUME

Titre : Médecine de précision des cancers : des dysfonctionements moléculaires aux thérapies

Auteur : Dalila FOUNOUNE

Rapporteur : Pr Mounya Bouabdellah

Mots-clés : Oncogenese ; Thérapies ciblées ; Immunothérapies ; Inhibiteurs de tyrosine

kinases ; Cellules CAR-T ; Médecine de précision.

Objectif : Décrire les dysfonctionements moléculaires et tissulaires impliqués dans le processus

tumoral et présenter les différentes approches constituant la médecine de précision

anticancéreuse.

Meéthodes et résultats : Plusieurs critéres de sélection ont permis de recenser les références

bibliographiques destinées a chaque chapitre. Cette méthodologie de recherche a aboutit a la

sélection d’un nombre total de 368 références.

Discussion et conclusion : L’émergence de la médecine de précision dans I arsenal

thérapeutique anticancéreux a amélioré significativement la prise en charge des patients ainsi

que I’espérance de vie. En effet, ces molécules ont offert une approche plus précise en ciblant

les mécanismes moléculaires du processus oncogénique. Ainsi, une exploitation des

composantes cellulaires et moléculaires du processus de division cellulaire s’avere nécessaire

pour comprendre la conception de ces thérapies. Le déséquilibre consécutif aux mutations des

oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs abouti a la surexpression par la cellule de

protéines de signalisation cellulaire. Cela conduit a l'initiation accélérée de la réplication de

I'ADN et a I'entrée des cellules dans des cycles cellulaires illimités, provoquant un cancer. Pour

prévenir la récurrence de ce phénomeéne, la médecine de précision agit sur les différents acteurs

impliqués dans la tumerogenese. Trois types de thérapies ont été développés a cette fin :

- Les thérapies ciblées anticancéreuse visant les voies de signalisations surexprimées dans les
cellules cancéreuses

- L’immunothérapie spécifique visant a « booster » I’immunité anticancéreuse

- Les radiopharmaceutiques vectorisés dirigés contre des cibles associées aux tumeurs.
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ABSTRACT

Title : Precision medicine for cancer: from molecular dysfunctions to therapies

Author : Dalila Founoune

Rapporteur : Pr Mounya Bouabdellah

Keywords : Carcinogenesis ; Targeted therapies ; Immunotherapies ; Tyrosine kinase
inhibitors ; CAR-T cells ; Precision medicine.

Objective : To describe the molecular and tissue dysfunctions involved in the tumor process
and to present the different approaches constituting precision cancer medicine.

Methods and results: Several selection criteria were used to identify the bibliographic references
for each chapter. This search methodology resulted in the selection of a total of 368 references.
Discussion and conclusion : The emergence of precision medicine in the anticancer therapeutic
arsenal has significantly improved patient management and life expectancy. Indeed, these
molecules have offered a more precise approach by targeting the molecular mechanisms of the
oncogenic process. Thus, an exploitation of the cellular and molecular components of the cell
division process is necessary to understand the design of these therapies. The imbalance
resulting from mutations in oncogenes and tumor suppressor genes leads to the overexpression
of cell signaling proteins by the cell. This leads to the accelerated initiation of DNA replication
and the entry of cells into unlimited cell cycles, resulting in cancer. To prevent the recurrence
of this phenomenon, precision medicine targets the different actors involved in tumerogenesis.
Three types of therapies have been developed for this purpose:

- Targeted anti-cancer therapies directed at signaling pathways overexpressed in cancer cells

- Specific immunotherapy intended to increase anti-cancer immunity

- Vectorized radiopharmaceuticals directed at tumor-associated targets.
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Annexe 1 : Les techniques de fabrication des anticorps monoclonaux

1. La technique de développement d’hybridomes
Les hybridomes sont des cellules qui ont ét¢ modifiées pour produire un anticorps souhaité en
grande quantité. Pour produire des anticorps monoclonaux, on préléve des lymphocytes B dans
la rate d'un animal qui a été exposé a l'antigéne en question. Ces cellules B sont ensuite
fusionnées avec des cellules tumorales de myélome qui peuvent se développer indéfiniment en
culture. Les cellules hybrides fusionnées, étant des cellules cancéreuses, produiront de grandes
quantités des anticorps désirés. Elles doivent étre sélectionnées et ensuite clonées par dilution
limitante (figure 90) (365).

2. La présentation sur phage (phage display)
Cette technique permet de cloner le fragment de géne codant le peptide ou la protéine de
I’anticorps dans la position appropriée de la structure protéique de l'enveloppe du phage. De
sorte que le polypeptide/la protéine étranger(e) et la protéine de I'enveloppe sont exprimés sous
forme fusionnée, puis affichées a la surface du phage lors du réassemblage (162). Le
polypeptide ou la protéine mis en évidence peut conserver une structure spatiale et une activité
biologique relativement indépendantes, ce qui est propice a la reconnaissance et a la liaison des
molécules cibles(366). Cette banque d'anticorps humains présentés par des phages est utilisée
pour sélectionner les antigénes d'intérét. Les clones de phages immuno-positifs sont ensuite
analysés pour construire et exprimer des IgG humaines (figure 90) (367).

3. La technologie des animaux transgéniques
Il s'agit essentiellement de I'humanisation partielle des animaux (figure 90). Cette technique
transfére des fragments d'anticorps humains dans des animaux, notamment des souris. Ensuite,
elle réarrange et réexprime les génes de la région V de l'anticorps humain dans leurs
lymphocytes, de sorte que les animaux transgéniques peuvent produire des cellules B qui
expriment pleinement des anticorps humains. Sous stimulation antigénique, ces lymphocytes
peuvent étre continuellement clonés et différenciés pour former des plasmocytes capables de

produire des anticorps humains de haute affinité(366).
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4. La technique de génération unique d'anticorps monoclonaux de type B
Par rapport aux autres techniques de préparation d'AcM, la technologie des cellules B
monoclonales est une technique de clonage et d'expression d'anticorps de cellules B avec une
spécificité antigénique unique in vitro. Celle-ci préserve l'appariement naturel dans la région V
de la chaine légere et de la chaine lourde. Elle présente les avantages d'une bonne diversité
génétique, d'une efficacité élevée, d'une humanisation compléte et d'un petit nombre de cellules

requises (figure 90)(366).

(A) Mouse hybridoma (B) Phage display (C) Transgenic mouse (D) Single B cell
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Figure 90 : Approches de développement des anticorps thérapeutiques(367)
(A) Technique des hybridomes. La technique traditionnelle des hybridomes murins commence par la réponse

immunitaire des souris déclenchée par les antigénes souhaités. Ensuite, les splénocytes sont prélevés et fusionnés
avec des cellules de myélome pour produire des cellules d'hybridome. Apres le criblage, les cellules d'hybridome
sélectionnées sont utilisées pour générer de manicre persistante des anticorps monoclonaux chimériques ou
humanisés(366). (B) Présentation sur phages. Une bibliothéque d'anticorps humains affichés par phage est utilisée
pour sélectionner les antigénes d'intérét. Apres la sélection des clones de phages immuno-positifs par ELISA et

des séquences d'ADN, l'assemblage de I'AcM est réalisé pour permettre 1'expression d'AcM humanisés(366). (C)
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Technique de la souris transgénique. Cette technique est assez similaire a la technique de I'hybridome de
souris(366). (D) La technique des cellules B uniques. A partir de donneurs infectés ou vaccinés, les PBMC sont
préparées pour l'isolement des cellules B appropriées par cytométrie de flux. Aprés la RT-PCR, les informations
VH et VL de chaque cellule B permettent de générer des AcM humains(367).

Abréviations : mAB : monoclonal antibody ; PBMC : peripheral blood mononuclear cells
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Annexe 2

Tableau A2 : Liste actualisée des dispositifs de tests compagnons autorisés ou approuvés

par la FDA(368)
Nom du test Indication - type | Nom du médicament Biomarqueur
d’échantillon
Abbott RealTime | Leucémie myéloide aigué | ivosidenib IDH1
IDH1 - sang périphérique ou
Abbott RealTime | moelle osseuse enasidenib IDH2
IDH2
Systeme Bond Oracle | Cancer du sein - Tissu trastuzumab ERBB2 (HER2)
HER2 [HC
BRACAnalysis CDx Cancer de l'ovaire - Sang | olaparib BRCALI et BRCA2
total
Cancer du sein - sang total
Cancer du pancréas - sang
total
Cancer de la prostate
métastatique résistant a la
castration - Sang total
Cancer du sein - sang total | talazoparib
Cancer de l'ovaire - Sang | rucaparib
total
cobas 4800 BRAF | Mélanome - Tissu vemurafenib BRAF
V600 Mutation Test cobimetinib en
association avec le
vemurafenib
cobas EGFR Mutation | Cancer du poumon non a | erlotinib EGFR (HERI)
Test vl petites cellules - Tissu
cobas EGFR Mutation | Cancer du poumon non a | osimertinib EGFR (HER1)
Test v2 petites cellules - Tissu ou | gefitinib
plasma afatinib
cobas EZH2 Mutation | Tumeur du lymphome | tazemetostat EZH?2
Test folliculaire - Tissu
cobas KRAS Mutation | Cancer colorectal - Tissu | cetuximab KRAS
Test panitumumab
Dako ¢-KIT pharmDx | Tumeurs stromales gastro- | imatinib mesylate C-Kit
intestinales - Tissu
Dako EGFR pharmDx | Cancer colorectal - Tissu | cetuximab EGFR (HER1)
Kit panitumumab
FerriScan Thalassémie non | deferasirox Imagerie de la
transfusionnelle - Tissu concentration en fer du
foie
FoundationFocus Cancer de l'ovaire - Tissu | rucaparib BRCA1 et BRCA2
CDxBRCA Assay
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Tableau A2 : Liste actualisée des dispositifs de tests compagnons autorisés ou approuveés

par la FDA (suite)(368)

Nom du test Indication —  type | Nom du médicament | Biomarqueur
d’échantillon
FoundationOne CDx Cancer du poumon non | afatinib EGFR (HER1)
a petites cellules - Tissu | gefitinib
erlotinib
osimertinib
alectinib ALK
crizotinib
ceritinib
dabrafenib en | BRAF
association avec le
trametinib
capmatinib MET
entrectinib ROSI
Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER?2)
pertuzumab
ado-trastuzumab
emtansine
olaparib PIK3CA
Cancer colorectal - | cetuximab KRAS
Tissu panitumumab KRAS et NRAS
Cancer de l'ovaire - | rucaparib BRCA1 et BRCA2
Tissu olaparib
Me¢lanome - Tissu trametinib BRAF
atezolizumab en
association avec
cobimetinib et
vemurafenib
Cancer de la prostate | olaparib Geénes de réparation
métastatique résistant a par recombinaison
la castration - Tissu homologue
Cholangiocarcinome - | pemigatinib FGFR2
Tissu infigratinib
Tumeurs solides- Tissu | entrectinib NTRK1, NTRK2 et
larotrectinib NTRK3
pembrolizumab TMB
MSI-High
FoundationOneLiquid | Cancer du poumon non | gefitinib EGFR (HER1)
CDx a petites cellules - | osimertinib
Plasma erlotinib
capmatinib MET
alectinib ALK
Cancer de la prostate | rucaparib BRCAI1 et BRCA2
métastatique résistant a | olaparib BRCA1, BRCA2 et
la castration - Plasma ATM
Cancer du sein -Plasma | alpelisib PIK3CA
Cancer de l'ovaire - | rucaparib BRCAI1 et BRCA2

Plasma
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Tableau A2 : Liste actualisée des dispositifs de tests compagnons autorisés ou approuveés

par la FDA (suite)(368)

Nom du test Indication —  type | Nom du médicament Biomarqueur
d’échantillon
Guardant360 CDx Cancer du poumon non | osimertinib EGFR (HER1)
a petites cellules - | amivantamb
Plasma sotorasib KRAS
fam-trastuzumab ERBB2 (HER2)
deruxtecannxki
HER2 CISH pharmDx | Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
Kit
HER2 FISH pharmDx | Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
Kit pertuzumab
ado-trastuzumab
emtansine
Cancer gastrique et | trastuzumab
gastro-cesophagien -
Tissue
HercepTest Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
pertuzumab
ado-trastuzumab
emtansine
Cancer gastrique et | trastuzumab
gastro-cesophagien -
Tissue
INFORM HER2 Dual | Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
ISH DNA  Probe ado-trastuzumab
Cocktail emtansine
INFORM HER-2/neu | Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
InSite Her-2/neu Cancer du sein - Tissu | trastuzumab ERBB2 (HER2)
Ki-67 [IHC MIB-1 | Cancer du sein - Tissu | abemaciclib Ki-67
pharmDx
KIT D816V Assay Mastocytose imatinib mesylate KIT

systémique agressive -
Moelle osseuse

LeukoStrat CDx FLT3 | Leucémie = my¢loide | midostaurin FLT3 (ITD/TDK)
Mutation Assay aigué - Sang | gilterinib
périphérique ou moelle
osseuse
MRDx BCR-ABL Test | Leucémie  my¢loide | nilotinib t(9;21) Chromosome
chronique -  Sang de Philadelphie
périphérique
Myriad myChoice CDx | Cancer de l'ovaire - | niraparib Myriad HRD
Tissu olaparib
ONCO/Reveal Dx | Cancer colorectal - | cetuximab KRAS
Lung & Colon Cancer | Tissu panitumumab
Assay Cancer du poumon non | gefitinib EGFR (HER1)
a petites cellules - | afatinib
Tissu erlotinib
dacomitinib
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Tableau A2 : Liste actualisée des dispositifs de tests compagnons autorisés ou

approuvés par la FDA (suite)(368)

Nom du test Indication - type | Nom du médicament | Biomarqueur
d’échantillon
Oncomine Dx Target | Cancer du poumon non a | dabrafenib en | BRAF
Test petites cellules - Tissu association avec le
trametinib
crizotinib ROSI
gefitinib EGFR (HER1)
amivantamb
mobocertinib
pralsetinib RET
selpercatinib
fam-trastuzumab ERBB2 (HER?2)
deruxtecannxki
Cholangiocarcinome - | ivosidenib IDHI1
Tissu
Cancer médullaire de la | selpercatinib RET
thyroide - Tissu
Cancer de la thyroide -
Tissu
PathVysion HER-2 | Cancer du sein - Tissu trastuzumab ERBB2 (HER2)
DNA Probe Kit
PATHWAY anti- | Cancer du sein - Tissu trastuzumab ERBB2 (HER2)
Her2/neu (4B5) Rabbit ado-trastuzumab
Monoclonal Primary emtansine
Antibody
fam-trastuzumab
deruxtecannxki
PDGFRB FISH Assay Syndrome imatinib mesylate PDGFRB
my¢élodysplasique/malad
ie my¢loproliférative -
moelle osseuse
PD-L1 IHC 22C3 | Cancer du poumon non a | pembrolizumab PD-L1
pharmDx petites cellules - Tissu cemiplimab-rwlc
Cancer du col de l'utérus | pembrolizumab
- Tissu
Carcinome épidermoide
de la téte et du cou - Tissu
Carcinome épidermoide
eesophagien - Tissu
Cancer du sein triple
négatif - Tissu
PD-L1 IHC 28-8 | Cancer du poumon non a | nivolumab en | PD-L1
pharmDx petites cellules - Tissu association avec
ipilimumab
POMC/PCSK1/LEPR Obésité - Sang ou salive | setmelanotide acetate | POMC, PCSK1 et
CDx Panel LEPR

Praxis Extended RAS
Panel

Cancer colorectal - Tissu

panitumumab

KRAS et NRAS
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Tableau A2 : Liste actualisée des dispositifs de tests compagnons autorisés ou approuveés

par la FDA (suite)(368)
Nom du test Indication — type | Nom du médicament | Biomarqueur
d’échantillon
SPOT-LIGHT HER2 | Cancer du sein - | trastuzumab ERBB2 (HER2)
CISH Kt Tissu
therascreen EGFR | Cancer du poumon | afatinib EGFR (HERI)
RGQ PCR Kit non a petites cellules | gefitinib
- Tissu dacomitinib
therascreen KRAS | Cancer du poumon | sotorasib KRAS
RGQ PCR Kit non a petites cellules
- Tissu
Cancer colorectal - | panitumumab
Tissu cetuximab
therascreen = BRAF | Cancer colorectal - | encorafenib en | BRAF
V600E RGQ PCR | Tissu association avec le
Kit cetuximab
therascreen =~ FGFR | Cancer urothélial - | erdafitinib FGFR3
RGQ RT-PCR Kit Tissu
therascreen PIK3CA | Cancer du sein - | alpelisib PIK3CA
RGQ PCR Kit Tissu ou plasma
THXID BRAF Kit M¢élanome - Tissu trametinib BRAF
dabrafenib
encorafenib en
association avec le
binimetinib
Ventana ALK | Cancer du poumon | crizotinib ALK
(D5F3) CDx Assay | non a petites cellules | ceritinib
- Tissu alectinib
lorlatinib
Ventana HER2 Dual | Cancer du sein - | trastuzumab ERBB2 (HER2)
ISH DNA Probe | Tissu
Cocktail
Ventana MMR | Carcinome dostarlimag-gxly protéines de
RxDx Panel endométrial - Tissu | pembrolizumab réparation des
mésappariements
défectueux (AIMMR)
Ventana PD-L1 | Carcinome urothélial | atezolizumab PD-L1
(SP142) Assay - Tissu
Cancer du poumon
non a petites cellules
- Tissu
Ventana PD-LI | Cancer du poumon | atezolizumab PD-L1
(SP263) Assay non a petites cellules
- Tissu
Vysis ALK Break | Cancer du poumon | crizotinib ALK
Apart FISH Probe | non a petites cellules | brigatinib
Kit - Tissu
Vysis CLL FISH | Leucémie lymphoide | venetoclax TP53
Probe Kit chronique a cellules
B - Sang
périphérique
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