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INTRODUCTION

Les cancers sont des types de pathologies regroupés sous un méme nom générique mais qui
recouvre des réalités physiopathologiques et biologiques différentes. Longtemps, cette maladie a été
qualifiée d’incurable mais aujourd’hui certains cancers peuvent étre guéris. Malheureusement les
disparités de guérison existent et la symbolique néfaste des cancers reste toujours présente aupres

des patients.

Dans la lutte contre le cancer, I'un des principaux moyens d’agir au niveau du grand public
est tout d’abord la prévention. Les principaux facteurs de risque du cancer sont connus et dépendent
pour la plupart du mode de vie: alcool, tabagisme, surpoids, sédentarité, exposition aux
rayonnements UV. Les autorités de santé et I’Etat ont mis en place des mesures de prévention pour
limiter la consommation d’alcool, de tabac et pour inciter a une activité physique réguliére et a une
alimentation équilibrée.

Le deuxiéme volet de prévention, dite secondaire, est le dépistage. Ce dépistage est
essentiel et permet de diagnostiquer le plus précocement possible un cancer, car s’il est pris en
charge rapidement, cette maladie a un pronostic meilleur comme dans I'exemple du cancer du sein.
Les campagnes de dépistage a large échelle concernent aujourd’hui en France, le cancer du sein, le
cancer colorectal, le cancer du col de 'utérus et les cancers de la peau.

Vient ensuite aprés le diagnostic d’un cancer, I'étape du traitement. Il est différent en
fonction de la localisation. Plusieurs stratégies existent et peuvent faire appel a de la chirurgie, de la
radiothérapie et/ou a des traitements médicamenteux. Depuis une quinzaine d’années, ce

traitement tend vers I'individualisation depuis I’émergence des thérapies dites ciblées.

La prise en charge en oncologie a évoluée d’'une maniéere singuliere et notamment depuis 10

ans et le lancement du premier Plan cancer pour la période 2003-2007. Celui-ci a posé les bases de

19



I’organisation de I'offre de soins, de 'amélioration de la prévention et du soutien de la recherche par
I’Etat. Le deuxiéme Plan cancer, 2009-2013, s’est focalisé sur le renforcement de la qualité de vie des
patients et sur la lutte des inégalités face au dépistage et a la prise en charge.

Le dernier Plan, lancé en février 2014 pour cing nouvelles années, est focalisé autour de

guatre grands axes :

Guérir plus de personnes malades ;

- Préserver la continuité et la qualité de vie des patients ;

- Investir dans la prévention et la recherche ;

- Optimiser le pilotage et les organisations.

Ce plan comprend ainsi des mesures pour permettre un accés large au diagnostic
individualisé mais aussi pour valider et déployer les nouvelles technique d’analyses des tumeurs®.
Ainsi la problématique affichée des nouvelles prises en charge en oncologie est de prendre en
compte la tumeur dans son ensemble, depuis que celle-ci apparait comme une entité dynamique et

complexe.

C'est a travers cette problématique d’évolution de la connaissance des tumeurs et de
I’évolution de la prise en charge que nous commencerons par aborder de maniere générale le
cancer, I'épidémiologie et les mécanismes de la formation d’une tumeur : I'oncogenése. Ensuite,
nous envisagerons les traitements médicamenteux anti-cancéreux. Nous expliquerons par la suite les
différents concepts de I’hétérogénéité d’une tumeur, puis son impact sur la résistance aux thérapies
ciblées. Cet exposé se conclura enfin par les perspectives d’évolution de prise en charge en oncologie
dues a cette connaissance de I’hétérogénéité des tumeurs aussi bien d’un point de vue des essais

cliniques, du diagnostic que des stratégies thérapeutiques médicamenteuses.
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1. LE CANCER

Le cancer est défini dans le dictionnaire Larousse comme « la maladie résultant d’un ensemble
de cellules indifférenciées qui, échappant au contréle de l'organisme, se multiplient indéfiniment,

envahissent les tissus voisins en les détruisant et se répandent dans I'organisme en métastases ».

1.1. Historique

Décrit des I'antiquité égyptienne, des tumeurs et des ulcéres du sein étaient soignés par
cautérisation. C'est Hippocrate, médecin grec du Vle siécle qui décrit la différence entre des cellules
malignes et bénignes. Le terme de cancer apparait avec Hippocrate ou tout du moins le mot karkinos
qui signifie crabe. Cette analogie avec I'animal est due a la ressemblance de la tumeur d’un sein,
visible au niveau de la peau.

"Maintes fois, nous avons vu aux mamelles une tumeur exactement semblable a un crabe. En
effet, de méme que chez cet animal il existe des pattes des deux cbtés du corps, de méme, dans cette
affection, les veines étendues sur cette tumeur contre nature présentent une forme semblable a celle

d'un crabe" .

Ce sont ensuite les chirurgiens au Moyen-age qui permettent une meilleure compréhension
du cancer. Il faudra attendre les XVle et XVlle siécles pour que les autopsies ne soient plus interdites
par I'Eglise. Cette autorisation a permis I'essor de I’anatomie et par conséquent la connaissance
anatomique des cancers.

La recherche expérimentale commence au cours du XVllle siecle. Les traitements débutent

quant a eux leur apparition aprés Pasteur. Grace a I'antisepsie et a I'’émergence des anesthésiques,
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les traitements permettent d’éviter les infections post-opératoires et les actes chirurgicaux des
cancers commencent & montrer leur intérét’.

La découverte des rayons X en 1895 a été une révolution dans le domaine médical. Moins
d’un an aprés cette découverte, les rayons X ont été utilisés a des fins diagnostiques et ont par la
suite permis le développement des premiéres thérapies a bases de rayons X : la radiothérapie®.

L’avancée dans les traitements s’est poursuivie avec la découverte de la chimiothérapie qui
pourrait étre qualifiée de fortuite. En effet, aprés un bombardement en 1943 d’un navire américain
dans la baie de Naples contenant de I'ypérite, gaz moutarde utilisé pendant la premiere guerre
mondiale et de l'azote, les marins américains chargés de récolter les barils endommagés ont
rapidement développé des insuffisances de la moelle osseuse®. Partant de la constatation que ce
composé empéchait la prolifération de cellules, des essais thérapeutiques ont débuté avec une
molécule ayant une structure proche du gaz moutarde : la méchloréthamine dans le traitement de

lymphomes.

1.2.1. Monde®

Le cancer est aujourd’hui la principale cause de maladie dans le monde. L'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime a environ 14,1 millions le nombre de nouveaux cas de cancer en
2012. Les principaux cancers avec plus de 40% des nouveaux cas diagnostiqués dans le monde sont :

les cancers broncho-pulmonaires, les cancers du sein, colorectaux et de I'estomac (Figure 1).
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Le cancer reste la principale cause de mortalité dans le monde avec 8,2 millions de déces en
2012. Plus de la moitié de ces déces sont dus aux cancers du poumon, du sein, de I'estomac, du foie

et colorectal (Figure 1).
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Figure 1 - Incidence et mortalité du cancer dans le monde. Données OMS-IARC 2012°

En distinguant plusieurs zones géographiques mondiales grace a un index de développement
humain (IDH), 'OMS a mis en évidence une répartition différente des types de cancers en fonction
du développement du pays (Figure 2). Cet index est basé a la fois sur I'espérance de vie, le niveau

d’éducation et les revenus.
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Figure 2 - Principaux cancers en fonction de I'Index de Développement Humain®
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Les pays présentant un faible IDH ont une tendance a une évolution sociétale et économique
plus rapide que les pays avec un fort IDH. Le profil d’incidence des cancers a ainsi tendance
également a suivre cette évolution : les cancers utérins et de I'estomac diminuent tandis que les
cancers du sein, de la prostate et colorectaux augmentent. Cet effet est d( a la réduction des cancers
induits par des infections et a I'augmentation des cancers dus aux facteurs de risques hormonaux,
alimentaires et reproductifs.

Les estimations de I’'OMS en 2030 de I'incidence du cancer dans le monde sont de I'ordre de
23,6 millions de nouveaux cas, représentant ainsi une augmentation de 68% par rapport aux données

de 2012, si les tendances d’évolution d’incidence continue a évoluer de la méme fagon7.

1.2.2. France®

Le nombre de nouveaux cas estimés de cancer en 2012 est de 355 354 (200 350 hommes et

155 004 femmes). L’age moyen de diagnostic d’un cancer est de 67 ans chez ’homme et 66 ans chez
la femme.

La mortalité du cancer en France en 2012 est de 148 378 cas a un age moyen de 72 ans chez

I'lhomme et 74 ans chez la femme.

Femmes | 338% 22,5% 55,1%

u Accroissement de la
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Augmentation du risque

Hommes 30,8% 33,7% 43,3% ‘
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Figure 3 - Facteurs d'augmentation de l'incidence des cancers en France de 1980 a 20128
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Depuis 1980, le nombre de nouveaux cas de cancers en France a augmenté de 109%. Cette
augmentation s’explique par l'augmentation de la population, par son vieillissement et par

I"'augmentation du risque de cancer lui-méme (Figure 3).

La mortalité par cancer a également augmenté depuis trois décennies. Chez ’lhomme, elle est
de +11% et chez la femme de +20%. Cependant ce chiffre est a nuancer car le risque de déces par
cancer a diminué de 48,7% chez 'lhomme et de 33,5% chez la femme. L’augmentation de la mortalité
est effectivement principalement due a I'augmentation de la population.

Les données de mortalité par cancer en France sont comparables au pays de I'Union

Européenne (UE) des 27 et inférieures aux données de I'Europe totale (Tableau 1).

France Europe Union
européenne
des 27
Hommes 218,3 222,5 211,8
Femmes 118,1 128,8 128,4

Tableau 1 - Comparaison des taux de mortalité par cancer standardisé sur la population européenne (décés pour 100.000)8

2. ONCOGENESE

Le cancer est qualifié de maladie des génes, non au sens de maladie génétique dont le risque
est transmissible, mais de maladie portant des anomalies chromosomiques, génétiques ou
épigénétiques. Une seule altération n’est pas en cause, mais un ensemble d’altérations progressives

aboutit a la formation d’une tumeur.
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2.1. Les oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs

Les oncogénes sont définis par tous les génes dont la régulation positive participe au
processus oncogénique. Les protéines synthétisées dérivant de ces genes sont nommées
oncoprotéines.

A contrario, il existe des génes suppresseurs de tumeurs qui ont un role dans I'oncogenéese
quand ils perdent leurs fonctions. Contrairement a ce qui pourrait étre compris dans la nomination
de ces génes, cela n’implique donc pas que leur activation induise une suppression des tumeurs’.

Ces genes suppresseurs de tumeurs peuvent étre qualifiés de :

- gatekeepers ou génes cerbéres si leur perte de fonction est primordiale a 'oncogeneése ;

- caretakers ou genes aides-soignants qui favorisent 'oncogenése sans l'induire ;

- landscapers ou geénes paysagistes qui ont un role de protection dans la mise en place
tumorale. Ces genes sont surtout présents dans les cellules du stroma tumoral, c’est a dire
les structures tissulaires ou types cellulaires faisant parties de la tumeur mais n’étant pas les
cellules cancéreuses (tissus conjonctif, vaisseaux, matrice extracellulaire, cellules sanguines,

etc.)

2.2. Les mécanismes de I'oncogenése

Les mécanismes fondamentaux de I'oncogenese ont d’abord été décrits au nombre de six par
. 1 . N . .. .
Hanahan et Weinberg en 2000%, et sont actuellement dix aprés une remise a jour en 2011 (Figure
4)",
Les six premiers mécanismes fondamentaux décrits sont ceux permettant la survie, la
prolifération et la dissémination des cellules cancéreuses :
- indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération ;
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- insensibilité aux signaux antiprolifératifs ;
- résistance a I'apoptose ;

- prolifération illimitée ;

- capacité d’angiogenése ;

- capacité d’'invasion et de diffusion métastatique.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding
immune
destruction

Resisting Enabling
cell replicative
death immortality
Genome Tumqr-
instability & ~ promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &

metastasis

. . . N . 11
Figure 4 - Mécanismes de I'oncogenése selon Hanahan et Weinberg

Ces six mécanismes sont possibles graces a deux caractéristiques importantes :
- l'instabilité du génome et les mutations au niveau des cellules cancéreuses ;

- les phénomenes d’inflammation qui promeut la progression tumorale.

Enfin, deux derniers mécanismes ont émergés des données de la recherche :
- I’échappement au systéme immunitaire ;

- lareprogrammation du métabolisme énergétique.

2.2.1. Indépendance des signaux de prolifération

x

La principale caractéristique d’une tumeur est sa capacité a maintenir des signhaux de

prolifération (sustaining proliferative signaling). Contrairement aux tissus normaux qui arrivent a
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maintenir une homéostasie de ses signaux, les cellules cancéreuses deviennent maitresses de leur
progression par dérégulation de ses signhaux.

Les cellules cancéreuses peuvent acquérir cette faculté a maintenir des signaux de
prolifération important par différents mécanismes. Elles peuvent tout d’abord produire elles-mémes
des facteurs de croissance et se stimuler par des communications autocrines. Ces mémes cellules
peuvent également stimuler les cellules normales présentes au sein du stroma associé a la tumeur
pour que celles-ci liberent des facteurs de croissance. Un autre mécanisme possible est

I'augmentation du nombre de récepteurs aux facteurs prolifératifs a la surface de la cellule

cancéreuse, rendant ainsi la cellule hypersensible.

En fonction des cancers, il existe des mutations somatiques qui stimulent les circuits de
signalisation activés normalement par les facteurs de croissance. Par exemple, environ 40% des
mélanomes portent des mutations au niveau du gene BRAF (Rapidely Accelerated Fibrosarcoma B),
impactant la voie de signalisation MAP-kinase (Mitogen Activated Protein).

Les mécanismes de régulation par autocontréle négatif sont ainsi annulés et permettent

d’augmenter les signaux de prolifération.

2.2.2. Echappement aux signaux antiprolifératifs

En plus de l'action positive des facteurs de croissance, les cellules cancéreuses font
également échouer les systemes de régulation négative de prolifération (evading growth
suppressors). Beaucoup de ces mécanismes de régulation négative dépendent des génes
suppresseurs de tumeurs.

Les deux principales protéines impliquées comme inhibitrices de prolifération cellulaire sont
la protéine RB, associée au rétinoblastome, et la protéine TP53 (Tumour Protein 53). Ce sont deux
protéines clés intervenant dans deux voies de régulation complémentaire, dans les phénomeénes de

prolifération, de senescence et d’apoptose.
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Beaucoup de cancers ont perdu cette voie de signalisation RB ou TP53, augmentant de facto

leur capacité proliférative.

D’autre part, les phénomenes d’échappement a l'inhibition de contact ont été décrits pour
caractériser les cellules cancéreuses. En effet, ce type de cellule en culture ne cesse de se diviser sans
reconnaitre les signaux d’arrét. Cette particularité est due également a I'échappement aux

inhibiteurs de croissance.

2.2.3. Reésistance a la mort cellulaire

La mort cellulaire programmée appelée apoptose sert de barriere a la formation de cellules
cancéreuses. Ces cellules mettent en place un ensemble de stratégies afin d’échapper et de résister a
la mort cellulaire programmée (resisting cell death).

La perte de TP53 est impliquée dans cet échappement. Les cellules cancéreuses peuvent
augmenter |'expression des régulateurs anti-apoptotiques (ex: Bcl-2, Bcl-x,) ou en inhibant des
facteurs pro- apoptotiques (ex: Bax, Bim, Puma). La diversité des mécanismes d’échappement a
I"'apoptose reflete la diversité des signaux d’apoptose que les cellules tumorales doivent rencontrer

durant leur progression.

Le phénomeéne d’autophagie est également impliqué et dérégulé au sein d’une cellule

cancéreuse. De plus, les mécanismes de nécroses semblent pouvoir augmenter le nombre de cellules

immunitaires, qui vont activer la croissance tumorale.
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2.2.4. Prolifération illimitée

Les cellules cancéreuses possédent un potentiel réplicatif illimité (enabling replicative
immortality), ce qui leur permet de former une tumeur.

La protection des télomeéres, qui sont la partie terminale des chromosomes, a une forte
implication dans cette immortalité. La télomérase, enzyme qui ajoute des segments d’ADN au niveau
des télomeres, est présente dans environ 90% des cellules immortelles dont les cellules cancéreuses,
mais est pratiqguement absente dans les cellules normales. Cela confere donc a ces cellules une

potentielle immortalité.

2.2.5. Capacité d'angiogenése

La tumeur a également la capacité de créer de nouveaux vaisseaux nécessaires a sa
progression afin d’apporter des nutriments et de I'oxygéne et de pouvoir relarguer ses métabolites et
son dioxyde de carbone. Ce phénomeéne s’appelle l'induction de Iangiogenése (inducing
angiogenesis).

Le géne VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A) code pour des protéines impliquées
dans la formation vasculaire durant le développement embryonnaire et post-natal et ayant par la
suite, durant I'dge adulte un rdéle dans I’homéostasie des cellules endothéliales. La voie de
signalisation de VEGF intervient par trois récepteurs: VEGFR-1, 2 ou 3. D’autres facteurs pro-
angiogéniques existent également, comme le PDGF (Platelet-Derivated Growth Factor) et la famille
FGF (Fibroblast Growth Factor) (Figure 5)*.

L'angiogenese active ainsi la prolifération des cellules endothéliales et des péricytes. Ce
phénoméne est rendu possible par la forte expression des facteurs pro-angiogéniques provenant de
I’hypoxie des tumeurs, de I'activation des oncogenes, de l'inactivation des génes suppresseurs de
tumeurs®.

TSP-1 (ThromboSPondin-1) est quant a lui, un facteur inhibiteur de I'angiogenese.
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L'angiogeneése est un phénomeéne qui intervient tres tot dans le développement tumoral : des

la phase de pré-malignité. Il intervient aussi a des phases tardives.

Extracellular
matrix

7y i

. . _ : S 12
Figure 5 - Angiogenése sous I'influence des facteurs pro-angiogéniques des cellules tumorales

2.2.6. Capacité d’'invasion et de métastases

Le processus d’invasion et de formation des métastases est une succession d’étapes se
terminant par la formation d’une métastase.

Cela commence par 'invasion locale avec une intravasation de cellules cancéreuses dans les
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Les cellules transitent alors dans la circulation sanguine et
lymphatique avant d’effectuer le phénomeéne inverse d’extravasation qui permet a ces cellules de
passer au travers de la lumina des vaisseaux et de former ainsi des premiers amas de cellules
cancéreuses formant des micro-métastases. Ces lésions vont ensuite aboutir a des métastases

macroscopiques finalisant le processus de la colonisation.

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un phénoméne important et qui décrit la
transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, permettant les possibilités
d’invasion et de dissémination. Ce switch est possible grace a des facteurs de transcription clés,
comme SNAIL ou ZEB, avec des régulations au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-

traductionnel™,
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Enfin, I’échappement au systeme immunitaire lors du transit des cellules cancéreuses est un
processus qui est de mieux en mieux compris. Les cellules cancéreuses se lient avec des plaquettes
permettant ainsi d’échapper au systéme immunitaire inné par masquage des complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH) de classe I”°. La perte d’antigénes membranaires est également un des
mécanismes d’échappement des cellules cancéreuses® et le systétme immunitaire tend a

sélectionner les mutants ayant perdu leurs antigénes®’.

2.2.7. Instabilité du génome et mutations

La majorité des mécanismes de I'oncogenése décrits ci-dessus, résultent de I'accumulation
d’altérations génomiques au niveau des cellules cancéreuses.

Les cellules normales possedent un systeme de réparation de I’ADN tres efficace qui aboutit
a des taux de mutations spontanées tres faibles. Les cellules cancéreuses quant a elles ont un taux
beaucoup plus élevé. Ces mutations sont possibles a cause d’altérations des processus de
maintenance du génome et des systemes de surveillance.

Certains génotypes conférent un avantage sélectif a un clone de cellules cancéreuses. Seule
une minorité des mutations est donc sélective et est appelée mutation driver, a contrario des

mutations dites passengers dont la présence ne confere pas d’avantage sélectif.

a) Mutations drivers

Les études de séquengage de génome sont nombreuses et aujourd’hui 140 génes altérés par
des mutations intragéniques peuvent initier ou développer une tumeur. Une tumeur « typique »
contient deux & huit mutations drivers™.

Il a été estimé que chaque mutation driver conférait un avantage sélectif a la cellule en terme

de croissance, de I'ordre seulement de 0,4% entre la naissance et la mort de la cellule.
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Cependant, il existe une différence fondamentale entre un géne driver et une mutation
driver. Un géne driver peut en effet contenir des mutations drivers mais peut aussi des mutations
passengers.

Aujourd’hui, malgré des efforts intensifs, les modifications génétiques impliquées dans
I'invasivité et la formation de métastases qui permettraient de distinguer des cancers qui

métastasent de cancers qui n’ont pas encore métastasé restent encore a identifier.

b) Mutations passengers

Les mutations passengers n’ont aucun effet sur le processus néoplasique.
A noter qu’un cancer colorectal chez un patient de 90 ans présente environ deux fois plus de

mutations qu’un cancer colorectal morphologiquement identique chez un patient de 45 ans®®.

2.2.8. Inflammation

Les anatomopathologistes ont remarqué depuis de nombreuses années la présence de
cellules immunitaires infiltrées dans la tumeur®®. Ces cellules immunitaires, majoritairement de
I'immunité innée ont des effets positifs sur la progression tumorale. L'inflammation engendrée
participe a toutes les caractéristiques de I'oncogeneése par la production de molécules actives dans le
microenvironnement : facteurs de croissance, de survie, de proangiogenese, d’invasion et de TEM™,

De plus, les cellules inflammatoires peuvent relacher des substances, comme des radicaux

oxygénés, qui sont extrémement mutagenes pour les cellules, accélérant I'agressivité des tumeurs.

2.2.9. Changement des métabolismes énergétiques

Sous des conditions aérobies, les cellules normales utilisent le glucose par la glycolyse
aboutissant a du pyruvate dans le cytosol et ensuite a du dioxyde de carbone dans la mitochondrie.
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Dans des conditions anaérobies, peu de pyruvate est utilisé au niveau de chaine respiratoire
mitochondriale.

Cette caractéristique analogue du métabolisme énergétique a été décrite dans la cellule
cancéreuse’’ : méme en présence d’oxygeéne, elle peut reprogrammer son métabolisme du glucose
et sa production d’énergie en limitant son métabolisme énergétique en grande partie a la glycolyse.
Cela semble contre-productif, car la glycolyse seule aboutit a moins d’équivalent ATP que la chaine
respiratoire mitochondriale. Les cellules cancéreuses, en contrepartie, ont une augmentation du
nombre de récepteurs au glucose, notamment GLUT1.

De plus, la glycolyse est intéressante pour la cellule cancéreuse car elle apporte des

molécules intermédiaires qui facilitent la biosynthése de macromolécules nécessaires.

Enfin, des tumeurs ont montré deux types de sous-populations, une utilisant la glycolyse
comme source d’énergie et générant du lactate, et I'autre utilisant le lactate des cellules voisines et
utilisant de cycle de Krebs pour de la production d’énergie. Ces deux sous-populations fonctionnent

de fagon symbiotique®.

2.2.10. Echappement au systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est une barriere importante de la formation et la progression
tumorale. Chez les souris immunodéficientes, les tumeurs apparaissent plus fréquemment et
progressent plus rapidement. Les principales cellules immunitaires impliquées sont les lymphocytes T
cytotoxiques CD8’, les lymphocytes T helper Th, CD4" et les lymphocytes NK (Natural Killer). Cela
montre donc I'implication du systéme immunitaire inné et acquis®.

Les cellules cancéreuses échappent a ce systéme immunitaire en désactivant les molécules
produites par les cellules immunitaires afin de les détruire. Par exemple, elles bloquent l'infiltration

de cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques en secrétant du TGF-B ou autre facteur inhibiteur.
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Une partie de cet échappement au systeme immunitaire est porté par les cellules myéloides
suppressives (myeloid-derived-suppressor cells) qui regroupe une population de cellules hétérogénes
comprenant des progéniteurs de cellules myéloides et des précurseurs de granulocytes,
macrophages et cellules dendritiques. Les points communs de ces cellules sont d’avoir pour origine la
moelle osseuse, d’étre des cellules immatures et d’avoir une forte capacité a supprimer les réponses
des cellules T*.

L'inhibition de I'activité des cellules T est rendue possible grace a la déplétion en arginine
dans le microenvironnement réalisées par les cellules myéloides suppressives mais également grace

a la production de radicaux oxygénés libres et de peroxynitrite®.

Ces cellules myéloides suppressives possedent également des roles non-immunologiques

dans I'angiogeneése, dans I'invasion tumorale et dans la formation de métastases®”.
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3. TRAITEMENTS MEDICAMENTEUX DES CANCERS: DE LA

CHIMIOTHERAPIE AUX THERAPIES CIBLEES.

3.1. Chimiothérapie anticancéreuse

3.1.1. Principes

Le terme de chimiothérapie est extrapolé de I'utilisation faite dans les maladies infectieuses.
C’est une méthode de traitement des maladies par des substances chimiques®®.

Plus particulierement la chimiothérapie anticancéreuse a pour but I’élimination des cellules
cancéreuses dans 'ensemble des tissus®’.

Chaque molécule de chimiothérapie est différente et n’est pas active sur tous les types de
tumeurs. Ces médicaments peuvent étre administrés seul ou plus souvent en polychimiothérapie. lls
sont donnés dans le cadre de protocole de chimiothérapie. Chaque protocole définit les molécules
associées, les posologies, les fréquences d’administration et le nombre de cycles. Ces molécules sont

principalement administrées par voie parentérale.

3.1.2. Principales découvertes

Les découvertes de molécules de chimiothérapie se sont d’abord faites grace au criblage de
masse, qui a permis de mettre en évidence les propriétés anticancéreuses de plusieurs molécules
naturelles et synthétiques. La conception de molécules a partir de cibles probables a été un des

moyens de découvrir le 5-fluorouracile (5-FU). Cette technique constitue les prémices de la
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conception des thérapies ciblées. Enfin dans les années 1980 et 1990, les analogues se sont
développés élargissant le panel d’agents thérapeutiques disponibles mais sans remplacer les
molécules originales (exemple : épirubicine, daunorubicine versus doxorubicine ; carboplatine et

oxaliplatine versus cisplatine).

Selon la classification ATC (Anatomique, Thérapeutique et Chimique), les molécules de
chimiothérapie anticancéreuse peuvent étre classées en quatre grands mécanismes
d’action (Tableau 2) :

- les agents alkylants, formant des ponts covalents avec I’ADN ;
- les anti-métabolites, inhibant la synthese des constituants de I’ADN ;

- les alcaloides végétaux, qui sont des poisons du fuseau mitotique ;

- les antibiotiques antinéoplasiques et apparentés.

Tableau 2 - Liste des médicaments antinéoplasiques de la classe ATC LO1

BENDAMUSTINE FOTEMUSTINE
BUSULFAN IFOSFAMIDE
CARMUSTINE LOMUSTINE
CHLORAMBUCIL MELPHALAN
AGENTS ALKYLANTS AT EEMITEINE PIPOBROMAN
CYCLOPHOSPHAMIDE STREPTOZOCINE
DACARBAZINE TEMOZOLOMIDE
DACARBAZINE THIOTEPA
AZACITIDINE GEMCITABINE
CAPECITABINE MERCAPTOPURINE
CLADRIBINE METHOTREXATE
P e CLOFARABINE NELARABINE
CYTARABINE PEMETREXED
DECITABINE RALTITREXED
FLUDARABINE TEGAFUR
FLUOROURACILE TIOGUANINE
CABAZITAXEL TRABECTEDINE
o DOCETAXEL VINBLASTINE
ALCAL(?IDES VEGETAUX ET AUTRES ETOPOSIDE VINCRISTINE
MEDICAMENTS D'ORIGINE
NATURELLE ETOPOSIDE PHOSPHATE VINDESINE
PACLITAXEL VINFLUNINE
PACLITAXEL ALBUMINE VINORELBINE
BLEOMYCINE IDARUBICINE
DACTINOMYCINE IXABEPILONE
ANTIBIOTI?AL;EAE:L?_ESXIQUES £ DAUNORUBICINE MITOMYCINE
DOXORUBICINE MITOXANTRONE
EPIRUBICINE PIRARUBICINE

137



3.1.3. Inconvénients

Ces médicaments s’attaquant aux cycles cellulaires et engendrent donc des effets
secondaires importants sur les cellules normales ayant un fort taux de réplication : les cellules
sanguines, les cellules de la peau, des cheveux...

Par ce mécanisme, les patients traités par chimiothérapie peuvent subir des neutropénies,
thrombopénies, anémies, alopécies, nausées, vomissements et fatigue. Ces effets secondaires sont
des effets limitant 'utilisation de la chimiothérapie chez certains patients soit pour I'instauration soit

pour la poursuite d’un traitement.

En terme d’efficacité et avant I'arrivée de I'eribuline en 2012, aucune chimiothérapie ni
thérapie endocrinienne développée depuis 10 ans n’a permis une augmentation importante de la
Survie Globale (SG) dans le cancer du sein métastatique®.

Ce manque d’efficacité des derniéres molécules de chimiothérapie peut étre imputé aux
mécanismes de résistance découverts dans les années 80-90. Plusieurs protéines d’efflux ont été
mises a jour, comme les glycoprotéines P (PGP) et plus particulierement la GP180, qui peuvent
éjecter de la cellule les médicaments anticancéreux ou les isoler de leur cible. Un autre type de
résistance décrit est la variation d’expression ou de I’affinité du médicament pour sa cible comme la
diminution d’expression de la topo-isomérase | aprés traitement par anthracycline.

En exemple, 'une des réussites de contournement de la résistance aux chimiothérapies est
I’'association d’acide folinique au 5-FU qui est devenu le standard de traitement des cancers du célon
métastatique. Cette réussite est cependant a pondérer car cela n’a pas permis une augmentation de
la SG chez ces patients. |l faudra attendre I'arrivée de I'irinotécan et de I'oxaliplatine associés aux 5-

FU/acide folinique pour augmenter les taux de réponses®.
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3.2. Thérapies ciblées

Depuis la découverte en 1975 du premier oncogene, la connaissance des mécanismes
moléculaires de I'oncogenése a progressé. L'utilisation en thérapeutique de ces connaissances a di
attendre le début du XXle siecle. En effet, les thérapies géniques s’opposant a I'activation
d’oncogenes ou palliant a la perte de génes suppresseurs n‘ont pas été probantes. Les anticorps

ciblant des oncoprotéines sont en revanche entrés dans la pratique clinique.

L'émergence des thérapies ciblées, a la fin des années 90, est le commencement de ce qui a
été longtemps annoncé comme la « médecine personnalisée ». Ce qualificatif est peut-étre encore
extréme car la prise en charge est loin de I'individualisation du traitement. Les termes de « médecine
de précision » ou « médecine stratifiée » sont plus adaptés aux thérapies actuellement sur le marché.

La médecine stratifiée est qualifiée par la Haute Autorité de Santé (HAS), comme une
approche thérapeutique ol l'objectif est de sélectionner les patients auxquels un traitement en
fonction d’un marqueur prédictif est administré, afin de ne traiter que la sous-population susceptible

de recevoir un bénéfice du traitement™®.

On appelle thérapie ciblée un traitement n’apportant de bénéfices que chez certains patients
identifiés par un marqueur prédictif déterminé par un test compagnon®.

Concernant le mécanisme d’action, les thérapies ciblées désignent une classe de
médicaments qui bloque la croissance et l'invasion en agissant sur des molécules particuliéres,
critiques dans la progression tumorale comme par exemple les tyrosines kinases®'. Ces médicaments
ont donc théoriquement moins d’effets sur les cellules saines car les tyrosines kinases ont un réle
moins critique dans la survie de ces cellules. Ainsi, les inhibiteurs de tyrosines kinases (ITK)
engendrent en principe moins d’effets indésirables que les chimiothérapies antitumorales classiques.

Les thérapies ciblées sont soit des petites molécules soit des anticorps monoclonaux.
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3.2.1. Evolution et croissance

En 2003, quatre molécules de thérapies ciblées avaient une Autorisation de Mise sur le
Marché (AMM) : trois anticorps monoclonaux, rituximab, trastuzumab et alemtuzumab et un ITK
I'imatinib. En mai 2014, 33 thérapies ciblées ont une AMM dont 20 ITK et apparentés ainsi que 13

anticorps monoclonaux (Tableau 3, Annexe 1).

Inhibiteurs de tyrosine kinase et apparentés Anticorps monoclonaux
DCI Spécialités Années d’AMM DCI Spécialités Années d'AMM
Imatinib GLIVEC 2001 Rituximab MABTHERA 1998
Erlotinib TARCEVA 2005 Trastuzumab HERCEPTIN 2000
Sorafenib NEXAVAR 2006 Alemtuzumab MABCAMPATH 2001 abrogé en 2012
Sunitinib SUTENT 2006 Cetuximab ERBITUX 2004
Dasatinib SPRYCEL 2006 Ibrutumomab ZEVALIN 2004
tiutexan

Nilotinib TASIGNA 2007 Bevacizumab AVASTIN 2005

Temsirolimus TORISEL 2007 Panitumumab VECTIBIX 2007

Lapatinib TYVERB 2008 Catumaxomab REMOVAB 2009

Gefitinib IRESSA 2009 Ofatumumab ARZERRA 2010

Everolimus AFINITOR 2009 Ipilimumab YERVOY 2011

Pazopanib VOTRIENT 2010 Brentuximab ADCETRIS 2012

vedotin
Vandétanib CAPRELSA 2012 Pertuzumab PERJETA 2013
Vemurafenib ZELBORAF 2012 Ado- KADCYLA 2013
trastuzumab

Axitinib INLYTA 2012
Crizotinib XALKORI 2012
Bosutinib BOSULIF 2013
Ponatinib ICLUSIG 2013
Regorafenib STIVARGA 2013
Dabrafenib TAFINLAR 2013
Afatinib GIOTRIF 2013

Tableau 3 - Liste des thérapies ciblées
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Figure 6 - Evolution du nombre de nouvelles molécules mises sur le marché frangais depuis 2004 en cancérologie
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Plus de la moitié des nouvelles molécules mises sur le marché en I'oncologie entre 2004 et

2013 appartiennent a la classe des « thérapies ciblées », soit 30 molécules (Figure 6)*.

Les thérapies ciblées arrivent en 2014 en nombre important, mais les biomarqueurs
nécessaires a l'initiation d’un traitement par thérapie ciblée restent faibles. Seules 17 sur 33
thérapies ciblées soit 52% des thérapies ciblées ont leurs utilisations conditionnées par un
biomarqueur déterminé par un test compagnon (Tableau 4).

Par la suite de cet exposé, les phénomeénes de résistances et d’évolutions thérapeutiques se
concentreront sur ces thérapies nécessitant un biomarqueur, car nous aborderons I’'hétérogénéité de

ces biomarqueurs et I'impact sur l'utilisation et la résistance de ces thérapies ciblées.

Localisation tumorale Anomalie génétique ciblée Thérapie ciblée
Leucémie Myéloide Chronique Imatinib, Dasitinib, Nilotinib,
Translocation BCR-ABL
Leucémie Aigué Lymphoblastique Bosutinib, Ponatinib
Tumeur stromale gastro-intestinale Mutation de c-kit Imatinib

Trastuzumab, Lapatinib,

Sein Amplification HER2
Pertuzumab, Ado-trastuzumab
Mutation EGFR Erlotinib, Gefitinib, Afatinib
Poumon
Translocation ALK Crizotinib
Mélanome Mutation BRAF-V600E Vemurafenib, Dabrafenib
Cancer colorectal Gene RAS de type sauvage Cetuximab, Panitumumab

Tableau 4 - Thérapies ciblées dont I'utilisation est conditionnée par un biomarqueur32

Les thérapies ciblées divisent ainsi les patients atteints d’un type de cancer en deux : ceux qui
expriment le biomarqueur concerné et ceux qui ne I'expriment pas. Ainsi la population cible de ces
thérapies est plus faible que celle des chimiothérapies, pour un méme type de cancer. Afin d’illustrer
cette réduction des patients traitables par ces nouvelles thérapies, prenons I’'exemple des indications

nouvellement autorisées en 2012 en oncologie (extension d’AMM ou AMM initiale). Les populations
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cibles sont tres hétérogenes, allant de 55 a 7500 nouveaux patients par an en France. Les thérapies
ciblées sont associées aux populations cibles les plus faibles et au total 5710 patients peuvent

recevoir une thérapie ciblée dans les nouvelles indications octroyées en 2012 (Figure 7)*.
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7200
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1250 1215 1200

Nombre de patients par an

Figure 7 - Population cible des anticancéreux ayant obtenu une AMM ou une extension d'indication en 2012%

3.2.2. Mécanismes d’actions

Au niveau cellulaire, la fixation d’un ligand sur son récepteur transmembranaire entraine une
cascade de signalisation de différentes protéines par l'intermédiaire de phosphorylations et
permettant ainsi la transcription de génes. Les thérapies ciblées interviennent a différentes étapes de

cette cascade par différentes stratégies.

a) Bloquer les ligands

En ciblant un ligand par un anticorps monoclonal par exemple, celui-ci ne peut plus se fixer
sur son récepteur. Le bevacizumab est un anticorps monoclonal ciblant le ligand VEGF, lui empéchant
de se fixer sur son récepteur VEGFR (Figure 8)*. C’est une des possibilités pour bloquer I’angiogenése

tumorale.
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Figure 8 - Blocage d'un ligand de son récepteur transmembranaire®

b) Bloquer les récepteurs membranaires

Une autre stratégie est de bloquer les récepteurs. C’est le cas du trastuzumab qui se fixe sur

le récepteur HER2. Le signal de prolifération induit par les récepteurs HER2 est ainsi inhibé.

Cependant, cette action n‘empéche pas la dimérisation du récepteur mais empéche uniquement

I'activation de la voie de signalisation (Figure 9)*.
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Figure 9 - Blocage des récepteurs membranaires

c) Bloquer les récepteurs a activité tyrosine kinase

La derniere option utilisée par des plus petites molécules que les anticorps monoclonaux, est

de bloquer les récepteurs a activité tyrosine kinase présents tout au long de la cascade de
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signalisation cellulaire. La Figure 10 reprend les principales voies de signalisation dépendantes des

tyrosines kinases et utilisées comme cibles thérapeutiques™®
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Figure 10 — Voies principales de signalisation cellulaire dépendantes de tyrosines kinases®

3.2.3. Effets secondaires

Les principales manifestions cliniques des thérapies ciblées sont des manifestations
systémiques (fievre, arthralgies, etc.), atteinte rénale, toxicités musculaire et cutanée et des effets
secondaires digestifs. L’'ensemble de ces manifestations et celles survenant de fagon moins commune
ne sont pas uniquement associées aux thérapies mais peuvent étre reliées au cancer et a ses
comorbidités associées.

Cependant toutes les thérapies ciblées sont associées a un large spectre d’évenements

indésirables qui sont ni trés fréquents ni séveres mais qui peuvent impacter trés fortement la qualité

de vie des patients.
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Bien évidemment, chaque classe de thérapies ciblées possede des profils de tolérance
propres.

En effet, I'’hypertension artérielle et la néphrotoxicité sont associées aux antiangiogéniques
et aux molécules ayant un impact sur le VEGF.

Les thérapies ciblant EGFR sont souvent associées a des rashs d’acné et d’autres
manifestations dermatologiques comme I'eczéma, I'hyperpigmentation, les télangiectasies. Ces

effets sont rarement séveres et ont tendance a régresser au bout d’une a deux semaines.

D’autres types d’effets secondaires ont été reportés en fonction des molécules : syndrome

d’encéphalopathie, problémes ophtalmiques, thromboses, ostéonécroses, manifestations auto-

immunes et infections (Annexe 2)*°.
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4. HETEROGENEITE TUMORALE - CONCEPTS

Les tumeurs ne sont pas des entités statiques. Elles débutent leur évolution par une cellule
sans anomalie génétique et aboutissent a des milliards de cellules ayant accumulées un grand
nombre de mutations.

La majorité des mutations spontanées est neutre ou délétére. Pour les rares mutations qui
conféerent un avantage a la tumeur, le processus de dominance d’un clone prend un temps

important.

L'hétérogénéité au sein d’une tumeur est observée depuis longtemps notamment par les
anatomo-pathologistes qui observent une morphologie diversifiée au sein d’'une méme tumeur.

Ce concept a subi un renouveau grace a une publication récente de Gerlinger parue en 2012
dans le New England of Medecine®. Portant sur quatre tumeurs rénales, cette étude a mis en
évidence une architecture clonale évolutive générant une population de cellules malignes occupant
des régions distinctes de la méme tumeur, dont une est a I'origine de métastases. L'objectif premier
de cette étude était de tester si une seule biopsie suffisait a connaitre I'ensemble des altérations
génétiques d’'une tumeur. Ayant mis en évidence 128 mutations, 66 a 69% de ces altérations
n’auraient pas été retrouvées si un seul échantillon avait été effectué.

Grace a ces données, ils ont pu effectuer un arbre phylogénétique de ces tumeurs et montrer
gu’une tumeur ne progresse pas de maniere linéaire avec une méme cellule accumulant des

mutations génétiques successives™.
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4.1. Hétérogénéité intra-tumorale : I'arbre qui cache la forét

Dans les principales tumeurs solides, comme le cancer du c6lon, du sein, du cerveau ou du
pancréas, environ 33 a 66 génes en moyenne arborent des mutations somatiques pouvant altérer les
protéines qui en découlent. Il existe une grande variabilité entre les tumeurs mais aussi entre les

patients présentant un méme type de cancer™.

Le développement de I'hétérogénéité tumorale peut étre comparé a la forme d’un arbre®. Le
tronc contient les mutations drivers présentes dans tous les sous-clones de cellules de la tumeur. Les
branches représentent les différentes régions géographiques d’'une tumeur ou les sous-clones de
cellules arborent des mutations différentes et non présentes dans toutes les cellules de la tumeur.

Les événements génétiques présents dans toutes les cellules, ici au niveau du tronc, doivent
étre des cibles de thérapies potentielles ou des biomarqueurs intéressants, contrairement aux autres
évenements présents uniquement dans certains clones. On peut décrire trois niveaux de

complexité (Figure 11 -A) :

Niveau 1 : le tronc porte des mutations drivers précoces présentes dans tous les sous-clones
et toutes les régions de la tumeur ;
- Niveau 2: le tronc porte des mutations drivers précoces et les branches représentent des
évenements drivers de I’'hétérogénéité de I'instabilité génomique ;
- Niveau 3 : regroupe les deux premiers niveaux auxquels s’ajoutent des mutations neutres au
niveau des branches qui pourront devenir drivers sous la pression sélective.
Pour le premier niveau de complexité, I'utilisation d’un seul biomarqueur peut suffire a cibler une
seule cible. En revanche, dans les niveaux 2 et 3, un seul biomarqueur ne suffit pas et les risques de

résistance thérapeutique augmentent avec les niveaux.
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Figure 11 - Modele arborescent d'hétérogénéité intra-tumorale®

La longueur du tronc et la taille des branches peuvent étre ainsi corrélées au ratio entre le
nombre d’événements génétiques ubiquitaires d’une part et hétérogénes d’autre part. Une tumeur
type « palmier » présenterait donc plus de mutations génétiques ubiquitaires que hétérogenes
contrairement a une tumeur type « marronnier » ou « baobab » (Figure 11 - B). Ce dernier type
présente vraisemblablement plus de résistance aux thérapies et un pronostic plus péjoratif que le

premier.

4.2. Théories d’hétérogénéité tumorale

L'hétérogénéité au sein d’une tumeur peut étre expliquée a travers deux phénomenes :
I'existence de Cellules Souches Cancéreuses (CSC) et I’évolution clonale sur un principe de sélection

naturelle de Darwin.
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4.2.1. Cellules souches tumorales

a) Formation et role

En 2012 ont été publiées trois études indépendantes sur des modéles murins de tumeurs
cérébrales, intestinales et de peau qui ont mis en évidence I'existence des CSC et leurs apparitions de

novo pendant la formation tumorale dans des organes sains™.

Selon ce concept de CSC, seule une partie des cellules cancéreuses, les CSC, est responsable
de la progression de la tumeur. Cette population de cellules bien définie a des propriétés semblables
aux cellules souches, a savoir la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation®’. Ces cellules
sont douées également de quiescence pouvant expliquer les rechutes tardives.

L'auto-renouvellement est défini comme la capacité d’effectuer un nombre illimité de cycles
cellulaires tout en maintenant un état indifférencié. De part ces propriétés de cellule souche, la CSC
peut ainsi se diviser :

- de maniére symétrique : cette division permet d’augmenter le nombre de CSC en générant
deux CSC;

- de maniere asymétrique : cette division permet de générer d’'un coté un progéniteur, cellule
plus différenciée et non cellule souche et de I'autre c6té une CSC.

Ainsi 'auto-renouvellement assure la tumorogénése et la différenciation permet

I’'hétérogénéité de la tumeur.

Les termes de CSC et de cellules initiatrices de tumeurs sont souvent confondus et utilisés de
maniere interchangeable. La cellule initiatrice de tumeur indique un type de cellule mature dans la
hiérarchie de cellules progénitrices dont est issu un cancer (Figure 12)*’. Une cellule souche
cancéreuse est quant a elle une cellule capable de faire progresser la tumeur, qui contribue a

I’hétérogénéité, résiste aux traitements et capable de réinitier une tumeur®.
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Figure 12 - Hiérarchie des cellules souches

Le concept de CSC est issu a l'origine des hémopathies, dont la hiérarchie des cellules

normales hématopoiétiques est clairement définie. Afin d’illustrer la différence entre une CSC et une
cellule initiatrice de tumeur, prenons comme exemple la formation d’une pathologie leucémique
Une Cellule Souche Leucémique (CSL) apparait a la suite de mutations survenant dans la Cellule
Souche Hématopoiétique (CSH)

Ces cellules souches leucémiques gardent un potentiel de

différenciation tout en donnant des cellules initiatrices de tumeurs que sont les progéniteurs
leucémiques et des blastes leucémiques (Figure 13)

l \‘
Normal progenitor

Leukemia progenitor

Normal blood cells

Leukemic biasts

Figure 13 - Formation d'une cellule souche leucémique a partir d'une cellule souche hématopoiétique

Il existerait un nombre variable de CSC en fonction du cancer
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Cette notion d’une sous-population cellulaire particuliere ayant des propriétés de cellules
initiatrices de tumeurs, telles que les CSC permettrait d’expliquer une partie de I’'hétérogénéité de la
tumeur qui contiendrait des cellules initiatrices et non-initiatrices de tumeurs. Une partie de la
hiérarchie observée dans certains modeles trouverait une explication dans I'existence de CSC.

Plusieurs types de hiérarchies peuvent exister (Figure 14)* :

- hiérarchie abrupte : les cellules initiatrices de tumeurs sont rares mais peuvent générer un
grand nombre de cellules non-tumorigenes (a) ;

- hiérarchie superficielle : les cellules initiatrices de tumeurs sont courantes mais engendrent
peu de cellules non-tumorigenes (b) ;

- des cancers peuvent avoir peu de hiérarchie avec quelques rares cellules non-tumorigénes

(c).
a Steep hierarchy b Shallow hierarchy
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Figure 14 - Hiérarchie des cellules tumorales

Moins la hiérarchie est importante plus la possibilité est faible de distinguer une différence
entre les cellules initiatrices de tumeurs et les non-initiatrices.

Des études in-vitro récentes ont montré que des cellules normales non cellules souches de
cancer du sein se sont transformées en cellules souches. In vivo, des mutations drivers doivent

accélérer ce changement et contribuer a la tumorigénése®.
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Cependant, une mutation génétique mineure dans une cellule souche normale peut étre
suffisante pour une transformation et une progression rapide d’'un cancer, tandis qu’elle risque

d’étre insuffisante pour transformer une cellule mature.

La CSC n’est donc pas obligatoirement la cellule initiale d’un cancer. Les mutations
génétiques peuvent survenir sur une cellule différenciée qui ensuite acquerra des capacités d’auto-
renouvellement et de prolifération. C’'est ainsi qu’'une CSC prend naissance a partir d’une cellule

souche d’un tissu donné, d’un progéniteur ou d’une cellule différenciée (Figure 15).
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Figure 15 - Modalités d'apparition d'une cellule souche cancéreuse™

Combien de types existent-ils et comment identifier ces CSC ? La complexité et la variabilité
des phénomenes d’évolution, aidés par le microenvironnement et les mutations drivers ont une part

de responsabilité dans la diversité des CSC.

Ce modele de CSC permet de donner une explication a I'hétérogénéité fonctionnelle et
phénotypique d’'une tumeur. Les CSC auraient pour roles la croissance et la progression de la
maladie, voire méme la formation de métastases et la résistance aux traitements®. En particulier un
reliquat tumoral présent apres traitement qui correspond a la notion de maladie résiduelle, a partir

duquel se fait la récidive, pourrait expliquer cette résistance.
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b)

Le concept des CSC provenant des hémopathies

Mise en évidence des cellules souches cancéreuses

, les premiers marqueurs de CSC ont d’abord

été décrits dans les lignées de cellules leucémiques puis observés dans des tumeurs solides. Malgré

des désaccords sur l'utilité et la reproductibilité de ce

I'identification des CSC (Tableau 5)*.

rtains marqueurs, quelques-uns permettent

Marker Expression in healthy tissue Marks cancer stem cells in
CD19 Broadly on B lymphocytes B cell malignancies
CDh20 Broadly on B lymphocytes Melanoma
Ch24 Broadly on B cells; neuroblasts Pancreas/lung cancer, negative
on breast cancer
CD34 Hematopoietic and endothelial Hematopoietic malignancies
progenitors
CD38 Multiple stages of B and T cells Negative on AML
Ch44 Broadly on many tissues Breast/liver/head and neck/
pancreas cancer
CDo0 T cells, neurons Liver cancer
CD133 Proliferative cells in multiple  Brain/colorectal/lung/liver
organs cancer
EpCAM/ESA Panepithelial marker Colorectal cancer, pancreatic
cancer
ABCB5 Keratinocyte progenitors Melanoma

ABCB5, ATP-binding cassette transporter B5; EpCAM, epithelial cell adhesion

molecule; ESA, epithelial-specific antigen.

Tableau 5 - Marqueurs de surface des cel

, 46
lules souches cancéreuses

Afin d’illustrer leur mode de mise en évidence, prenons I'exemple des CSC établies a partir de

lignées cancéreuses pulmonaires. La différenciation des cellules cancéreuses pulmonaires est basée

sur le phénotype par un tri cellulaire par cytométrie en flux en fonction de marqueurs connus de CSC

ou sur les caractéristiques fonctionnelles en effectuant

un traitement par chimiothérapie. Ensuite la

population récupérée doit vérifier les propriétés de cellules souches”’ (Figure 16).
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Figure 16 - Modeles in vitro de cellules souches pulmonaires
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Grace a cette mise en évidence en fonction des tumeurs, le phénotype des CSC n’est pas

uniforme entre types tumoraux et au sein d’un méme type tumoral.

c) Limites et controverse

La limite de cette théorie est qu’elle repose uniquement sur les expérimentations animales.
La difficulté de réplication des marqueurs de CSC, la variabilité inter-patients et les différences de
résultats entre les modéles animaux font qu’il est difficile de décrire les cancers qui suivent ce
modele et dans quelle proportion.

Actuellement aucune des techniques pour identifier les cellules souches n’est capable de
distinguer une cellule souche normale ou une CSC***®. En effet, les CSC expriment des récepteurs de
surface spécifiques de tissus comme le CD23 ou le CD44. Cependant, aucun de ses marqueurs n’est
spécifique des CSC : le CD34 est présent sur les cellules endothéliales et hématologiques normales et
le CD44 sur les cellules endothéliales et mésenchymateuses. La présence de marqueurs qui
donneraient la possibilité de distinguer des cellules tumorigénes des non-tumorigénes est la base
pour établir les cancers suivant un modeéle de CSC et/ou pour connaitre la proportion de CSC

impliquée dans chaque cancer.

Cette théorie ne fait pas I'unanimité et certains estiment que si la différence de sensibilité
aux traitements existe, elle peut étre expliquée par la différence génétique entre ces cellules et non
par la présence de CSC. La résistance pourrait étre uniquement expliquée par des différences
génétiques et épigénétiques parmi les cellules cancéreuses tumorigénes®.

Le point central de la controverse sur le concept de CSC est le manque d’essai
« fonctionnel », de marqueurs de surface cellulaire et la présence de la plasticité entre les cellules (cf.
4.4). Le terme de CSC pourrait également étre mal utilisé : ces cellules dériveraient alors simplement
des cellules souches des différents tissus correspondants™.

Dans tous les cas, pour les cancers qui ne suivraient pas un modele de CSC, il est important

de le démontrer rapidement afin de ne pas se concentrer sur une sous-population qui n’a pas plus de
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capacité de faire progresser une tumeur ou d’induire des résistances aux thérapies que les autres

cellules.

Cependant le champ d’évolution de la compréhension de ces CSC est encore vaste et la
recherche active sur ce sujet. Le terme de «cellule souche cancéreuse » dans les titres de
publications sur pub Med est présent dans plus de 800 articles, dont 194 publiées en 2013 et 138

entre le 1% janvier et le 31 ao(it 2014.

4.2.2. Evolution clonale

En 1976, Peter Nowell propose un modele d’évolution clonale pour le cancer et applique un
modele évolutif pour expliquer la croissance tumorale, les progressions sous traitement et le
phénomeéne d’accroissement de I'agressivité qui se produit dans les tumeurs solides®’. Quelques
années plus tard, Nowell apporte des précisions a sa théorie en ajoutant que les tumeurs dérivent
d’une cellule unique mutée et dont la progression biologique et clinique résulte d’altérations
additionnelles successives aboutissant a des sous-populations plus agressives que le clone originel.

Ainsi I’évolution tumorale a été et est souvent expliquée par une succession d’expansion de
clones de cellules cancéreuses, dans lesquels chaque nouveau clone apparait par I'acquisition de

nouvelles mutations conférant un avantage sélectif.

La réalité semble légerement différente. L’'acquisition de nouvelles mutations suit un
phénoméne da au hasard ou stochastique selon lequel des mutations aléatoires sont constamment
produites, résultat d’une grande instabilité génomique, pour subir ensuite un phénoméne de
sélection naturelle de Darwin (Figure 17). Seule une minorité de ces mutations confere un avantage
sélectif*’. La taille et les caractéristiques de ces clones changent avec I'évolution de la tumeur

aboutissant ainsi a la coexistence de différents clones a des temps différents.
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Trois variables sont importantes dans le modeéle d’évolution darwinien: la taille de la

population, le taux de mutations et la pression de sélection®.

Time

>

Fraction of population

Fraction of population

>

Time
Figure 17 - Schémas d'évolution tumoral monoclonal (A) ou multiclonal (B)41

Dépendant du niveau d’instabilité génétique, on peut distinguer différents types de
clonalité® :

- les cancers clonaux simples : I'hétérogénéité génétique de ces cancers est rare et la détection
de sous-clones génétiquement distincts est difficile ;

- les cancers clonaux complexes : les cellules cancéreuses ont les mémes mutations drivers
mais comportent des mutations neutres, ne conférant pas de pression de sélection mais
pouvant avoir un potentiel driver de résistance aux thérapies ciblées ;

- les cancers mosaiques : ces cancers possédent des sous-clones avec différentes mutations
drivers.

Selon ces théories, les cancers clonaux simples avec des taux faibles d’instabilité génétique
possédent un taux de réponse plus important aux thérapies ciblées que les cancers clonaux
complexes ainsi que les cancers mosaiques. Par exemple, les cancers du sein positifs aux récepteurs
aux estrogenes (ER+) qui ont un taux d’instabilité génétique faible ont une durée de réponse aux

traitements plus longues que les cancers ER- instables et les cancers triples négatifs™.
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Pourtant pour un méme type de cancer, les taux d’instabilité génétique peuvent varier trés

fortement entre les individus.

Cette théorie ne permet pas par exemple d’expliquer pourquoi toutes les cellules
cancéreuses ne sont pas a méme de reformer une tumeur. Faut-il envisager les deux approches

d’hétérogénéité tumorale de maniére différente ?

4.2.3. Evolution clonale versus cellules souches cancéreuses ?

Bien que ces deux concepts aient été présentés comme des explications exclusives de
I’'hétérogénéité tumorale, ils peuvent étre conciliés.

Seule la notion de CSC induit une hiérarchie dans la tumeur, comme seule une sous-
population cellulaire permet l'initiation et la maintenance d’un clone malin. Cette hiérarchie est tout

a fait transposable aux cellules des tissus normaux et a leurs cellules souches.

Tumorigenic

cell
Non-tumorigenic
cell

. N 4 . . 242 IV 45
Figure 18 - Role de I'évolution clonale et des cellules souches cancéreuses dans I'hétérogénéité tumorale

L’évolution clonale et les CSC peuvent indépendamment ou conjointement contribuer a
I’'hétérogénéité tumorale (Figure 18). De nouvelles mutations peuvent augmenter I’'hétérogénéité au
sein d’une tumeur si celle-ci influence le phénotype ou les fonctions des cellules tumorales (a). La

différenciation en tant que telle, entre cellule initiatrice de tumeur et cellule non-initiatrice de
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tumeur créée de I'hétérogénéité. Les nouvelles mutations pouvant se présenter dans les cellules
non-initiatrices de tumeur ne pourront se retrouver dans la descendance a moins que celle-ci
n’affecte le potentiel tumorigéne de la cellule (b). Si des mutations ont lieu dans les cellules
tumorigenes, alors les deux phénomeénes d’évolution clonale et de différenciation en cellules non-
tumorigenes contribuent a I’hétérogénéité de la tumeur. C'est probablement ce qui se déroule dans

les cancers suivants le modele de CSC (c).

Un modele alternatif pour expliquer la possibilité qu’une sous-population de cellules
cancéreuses puisse initier la progression tumorale et participe a son hétérogénéité est la plasticité

cellulaire (cf. 4.4).

r

4.3. Hétérogénéité du microenvironnement

Le tissu cancéreux des tumeurs solides peut étre scindé en deux entités: les cellules
cancéreuses et le stroma. Le stroma est un tissu non tumoral ayant pour réle le soutien et les apports
nutritifs. Il correspond a I’'ensemble de trois constituants suivants : les fibroblastes du tissu conjonctif
et la matrice extracellulaire, les vaisseaux sanguins issus de I'angiogenése tumorale et les cellules

inflammatoires et immunitaires (Figure 19).

La présence de cellules tumorales transformées peut initier des changements importants
dans un environnement initialement non-tumoral. Ce dernier peut supporter la progression tumorale
en recrutant des fibroblastes, en permettant la migration de cellules immunes, remodelant la matrice
extracellulaire et éventuellement le réseau vasculaire™.

Les interactions des cellules cancéreuses avec leur microenvironnement ne sont pas

uniformes dans la tumeur. Par exemple, certaines zones d’'une tumeur sont moins bien oxygénées,
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conduisant ainsi a des modifications du métabolisme énergétique®. Cette hypoxie peut aussi
conduire a l'induction de certaines molécules comme la galectine-1 responsable de la prolifération

tumorale et a 'origine de la résistance des glioblastomes au temozolomide™.

Immune Cancer-associated
infiltrate fibroblast

o : Tumour cell
) N

‘ — Lymphatic vessel
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Vascular network

Figure 19 - Origine de I'hétérogénéité du microenvironnement™

D’autre part, dans les tumeurs avancées, le microenvironnement en particulier
inflammatoire peut permettre une dédifférenciation de cellules cancéreuses différenciées en CSC
afin de remplacer celles éliminées par une thérapie. Par exemple, des expérimentations sur le
mélanome ont montré qu’il existait un équilibre dynamique entre les sous-populations différenciées
et dédifférenciées qui respectivement expriment ou non les marqueurs de signature d’'un

mélanocyte™®.

4.3.1. Fibroblastes associés au cancer

Les fibroblastes sont le type cellulaire le plus présent dans la matrice extracellulaire et ont de
multiples fonctions, comme la synthese et la sécrétion de matrice extracellulaire, I'expression
d’enzymes dégradant la matrice comme les métalloprotéinases et la régulation de la différenciation

des cellules épithéliales™.
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Les fibroblastes normaux ont la capacité d’inhibition de formation tumorale, contrairement
aux fibroblastes associés au cancer (CAF ou Cancer Associated Fibroblasts) qui peuvent la
promouvoir. Ce type de fibroblaste est capable d’induire la prolifération, la production de matrice
extracellulaire et la sécrétion d’une seule cytokine (ex : VEGF ou PDGF)>.

Ce terme de CAF peut recouvrir au moins deux types de fibroblastes :

- des cellules similaires aux fibroblastes ayant un role de structure des tissus ;
- les myofibroblastes avec des roles biologiques et des propriétés différentes des fibroblastes

normaux“.

L'hétérogénéité de comportement et de réaction des fibroblastes induit un remodelage
tissulaire d( a I'augmentation de protéines protéolytiques, au dépo6t de matrice extracellulaire et a la
libération de facteurs proangiogéniques. La plasticité des cellules peut également expliquer une
certaine hétérogénéité.

Il semble avéré que d’autres types de cellules, comme les pericytes ou les adipocytes, ont

montré un réle également dans la croissance et la progression tumorale®.

4.3.2. Vascularisation

La capacité d’'une tumeur a former de nouveaux vaisseaux afin d’amener a elle une
circulation sanguine nécessaire a sa croissance est un phénomene dynamique. L'hétérogénéité parmi
et au sein des tumeurs est due d’'une part a ce phénoméne dynamique et d’autre part a la
modification des vaisseaux existants au sein du tissu sain et a la différenciation des précurseurs
endothéliaux.

La densité en micro-vaisseaux est un facteur de mauvais pronostic important dans les cancers

pulmonaires non a petites cellules, les cancers du sein et les cancers colorectaux.
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4.3.3. Cellules immunitaires

Le systeme immunitaire inné et adaptatif participe a la protection des infections et des
dommages subis par les tissus. Ces systemes peuvent avoir une réponse anti-tumorale mais les
mécanismes de suppression immunitaires peuvent contrer cette réponse.

L'hétérogénéité de I'immunité anti-tumorale dépend de plusieurs facteurs : les sécrétions
des fibroblastes associés au cancer, I'étendue et la perméabilité du réseau vasculaire et les cellules
tumorales.

Méme au sein d’une tumeur, l'infiltration des cellules immunitaires n’est pas uniforme. La
zone d’infiltration immunitaire a montré sa signification pronostique en fonction de sa localisation au
niveau de la tumeur®,

L'activation des cellules T du systeme immunitaire implique des signaux de point de contréle
ou « checkpoint » qui peuvent étre inhibiteur ou activateur pour réguler et éviter les dommages
excessifs et I'auto-immunité. Un moyen direct de supplanter I'activation des cellules T est d’inhiber
les récepteurs présents sur les cellules T, comme CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte associated antigen-
4) ou PD1 (Programmed Death 1) par régulation positive de leur ligand. Un moyen indirect de
prévenir les réponses anti-tumorales des cellules T est de créer un environnement
immunosuppresseur.

Indépendamment des cellules T, les cellules B ont la capacité de favoriser la prolifération
tumorale en renforgant I'inflammation pro-tumorale. Le nombre de cellules immunitaires recrutées
et certains types de macrophages ont également montré leur implication dans la croissance

tumorale.
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4.4. Plasticité des cellules cancéreuses

L'impact de la plasticité cellulaire est important dans I’hétérogénéité phénotypique et
fonctionnelle d’'une tumeur par l'intermédiaire de la TEM. Cette transition est un processus du
développement précoce, qui se déroule normalement lors de la gastrulation et de la formation de la
créte neurale. Durant la progression tumorale, cette TEM est réinitialisée et conduit a des
changements fonctionnels, morphologiques et phénotypiques et initie l'invasivité et la mobilité
cellulaire par la réémergence des caractéristiques de cellules souches™®.

Les réles des signaux et des processus d’invasions (cf. 2.2.6), via la TEM impliquent une
possibilité de réversibilité des cellules. Les cellules disséminées a partir d’'une tumeur primitive ne
bénéficient plus des signaux d’invasion, de TEM et du stroma de la tumeur. En I'absence de ces
signaux, les cellules carcinomateuses semblent perdre leur statut invasif dans leur localisation
secondaire. C’'est ainsi que les cellules ayant subi le phénomeéne de TEM, passent dans un processus
inverse de Transition Mésenchymo-Epithéliale (TME). Cette plasticité aboutit a la formation de
cellules au niveau des métastases qui ont les mémes caractéristiques histopathologiques que les
cellules de la tumeur primitive™.

Cette notion de cycle complet de la TEM a la TME est peut-étre théorique et certaines
cellules cancéreuses peuvent parfois entrer partiellement dans un cycle ou elles peuvent acquérir
des propriétés de cellules mésenchymateuses tout en gardant des caractéristiques de cellules

épithéliales.

Le systeme immunitaire peut permettre la dédifférenciation de cellules tumorales
différenciées en CSC, permettant de repeupler le pool de cellules éliminées par une thérapie. La
résistance aux traitements est donc aussi issue de la plasticité de certaines cellules cancéreuses.

C’est pourquoi, des études ont montré que les cellules néoplasiques pouvaient repasser a un
stade « cellule souche », indiquant une certaine plasticité entre les populations de CSC et de non-

CSC. En théorie, la plasticité des CSC représente une part de la plasticité des cellules cancéreuses
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mais I’ensemble de la plasticité des cellules cancéreuses ne se limite pas a la plasticité des CSC. A
partir de ce principe, la majorité des cellules tumorales peut étre vue comme des cellules souches

avec des degrés de caractére souche variable, ot ce caractére est influencé par I’environnement*’.

Les mises en évidence de transitions réversibles entre cellules tumorigénes ou non, viennent
uniquement d’études de cultures cellulaires : il reste aujourd’hui une part d’incertitude dans la

transposabilité des résultats in vivo.

4.5. Types d'hétérogénéité

BN

En conséquence de l'ensemble de ces phénomeénes dynamiques aboutissant a une
hétérogénéité, on peut distinguer quatre types d’hétérogénéités génétiques™® :
- I’hétérogénéité intra-tumorale ;
- I’hétérogénéité inter-métastase ;
- I’hétérogénéité intra-métastase ;

- I'hétérogénéité inter-patient.

Metastasis 1

®, /
\ ?A Metastasis 2

Interpa rogeneity
Patient 1 Patient 2

Figure 20 - Type d'hétérogénéité tumorale, exemple d'une tumeur pancréatique avec métastases hépatiques18
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L'hétérogénéité intra-tumorale représente les différences au sein des cellules de la méme
tumeur (Figure 20 - A). En effet, chaque cellule formée aprés chaque division cellulaire peut acquérir
de nouvelles mutations différentes d’'une autre cellule. D’autre part, des cellules a I'opposé
géographiguement sont trés distinctes car elles présentent des fonctions différentes. L’analogie peut
étre faite avec I'image de I'hétérogénéité sous forme d’arbre (cf. 4.1), qui illustre les différences
d’hétérogénéité possible au sein d’'une tumeur.

L'hétérogénéité inter-métastase représente les différences entre plusieurs sites
métastatiques (Figure 20 - B). Cette hétérogénéité est d’autant plus importante que les patients
présentant une seule métastase au moment d’un diagnostic est rare. Une différence importante
entre les métastases lors d’un traitement pose un probléme de succés thérapeutique. Une lésion
métastatique présente environ 20 altérations génétiques clonales non partagées par les autres sites
métastatiques chez un méme patient. Ce nombre important est cependant a pondérer avec le fait
gue la plupart de ces mutations sont passengers.

L'hétérogénéité intra-métastase représente les différences au sein d’'une seule métastase
(Figure 20 - C). Chaque métastase se forme a partir d’'une cellule ou d’un petit groupe de cellules.
Lors de sa progression, une métastase acquiére de nouvelles mutations. Contrairement a la tumeur
primaire, les métastases ne peuvent pas étre retirées par chirurgie, le traitement se fait par voie
systémique et de plus en plus par thérapie ciblée.

L'hétérogénéité inter-patient représente les différences entre les tumeurs de plusieurs
patients (Figure 20 - D). Deux patients présentant un méme type de cancer ne vont pas présenter des
résultats cliniques identiques. Ces variations sont dues aux mutations mais aussi a des facteurs non
génétiques spécifiques a I'hote. L'individualisation des traitements est largement basée sur cette

connaissance des génomes des tumeurs des patients.
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4.5.1. Heétérogenéite spatiale ou intra-tumorale

Le principe d’'une tumeur non homogéne pose un probleme essentiel : celui du diagnostic. En
effet, la médecine stratifiée impose la présence d’un type de biomarqueur dans la tumeur afin de
pouvoir administrer la thérapie ciblée correspondante. La biopsie est I'examen de référence pour la
recherche de biomarqueur. Or la biopsie ne peut donner un reflet exact de I'’ensemble d’une tumeur

hétérogéne (Figure 21)%°.

Inter-tumour
heterogeneity

9 Intra-tumour
eterogeneity

----------------------------------------------------

Dominance of clone 1 Dominance of clone 2 Mixed dominance

Figure 21 - Hétérogénéité tumorale lors du diagnostic59

Une étude menée par Parinyanitikul a évalué le changement de statut des récepteurs aux
estrogenes (ER), a la progestérone (PR) et a HER2 entre la tumeur primitive et la maladie résiduelle
aprés une chimiothérapie néo-adjuvante®. Parmi les 398 patientes étudiées, 40,7% ont subi un
changement d’au moins un biomarqueur. La modification d’un récepteur hormonal s’est effectuée
dans les deux sens : a savoir la disparition comme |'apparition.

En revanche, 40% des tumeurs HER2 positives ont vu disparaitre |’expression de ce récepteur
et 16 des 35 patientes traitées par trastuzumab (Herceptin, Roche) ont perdu leur statut HER2.

Aucune différence n’a été mise en évidence quant a la SG sur ces changements de statut,
mais le changement de statut d’'un biomarqueur a été associé avec un taux de survie sans rechute

significativement plus important.
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4.5.2. Heétérogénéité temporelle ou intra-patient

En considérant I’'hétérogénéité clonale des tumeurs, deux questions clés sont importantes :

- quelles sont les relations clonales entre la tumeur primitive et les métastases ? Sont-elles des
cellules tumorales directement descendantes des clones présents précocement dans les
tumeurs primitives ou ont-elles divergées a un stade précoce d’évolution ?
quel est le degré d’hétérogénéité des métastases ? Sont-elles moins ou plus hétérogénes que
les tumeurs primitives?*

Généralement, le développement métastatique est décrit comme I'étape finale de Ia
progression tumorale. Cela implique donc que la métastase est génétiquement similaire a la tumeur
primitive. |l existe évidemment ce lien et cette similitude génétique entre les deux entités mais

beaucoup d’études ont montré les divergences d’évolution clonale entre la tumeur primitive et les

métastases*.

Une étude menée par Shah et al a décrit le génome d’une tumeur d’un cancer du sein
lobulaire métastatique avec 19 mutations non silencieuses présentes dans la métastase qui n’étaient
pas présentes dans la tumeur primitive neuf années auparavant, illustrant ainsi I’hétérogénéité
temporelle d’un cancer®’. Ce n’est pas la seule étude & avoir permis la mise en évidence de cette
hétérogénéité. Des mutations PIK3CA dans le cancer du sein peuvent étre discordantes entre la
tumeur primitive et les métastases®, la mutation TP53 a été reportée dans 8% des adénocarcinomes
colorectaux contre 53% dans leurs métastases®® et un taux de discordance de 13.9% concernant

I'EGFR entre différents échantillons d’adénocarcinomes pulmonaires®.
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Ces derniers ne sont que des exemples et parmi les biomarqueurs principalement utilisés
dans les décisions thérapeutiques, la fréquence de discordance entre la tumeur primitive et les
métastases a été reportée dans tous les cas mais a des fréquences variables®. Afin d’illustrer ces
discordances, la Figure 22 reprend les discordances rapportées dans la littérature (le diametre de

chaque cercle représente le nombre de patients dans chaque étude)®.

A. Cancer colorectal et statut mutationnel KRAS.

B. Cancer du sein et RE, RP, HER2.
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Figure 22 - Exemples de niveau de discordance tumeur primitive/métastase rapportés dans la littérature®

Ces variations sont importantes mais on remarque que les discordances au niveau de KRAS
sont plus stables que pour HER2 ou EGFR. Certaines de ces variations sont imputables a la
technique®.

Il reste néanmoins a démontrer I'impact clinique de ces discordances.
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5. RESISTANCES AUX THERAPIES CIBLEES DUES A L'HETEROGENEITE

TUMORALE

La majorité des patients atteint d’'un cancer vont mourir de leur pathologie ayant évoluée au
stade métastatique, par résistance de leur tumeur aux stratégies thérapeutiques mises en places qui
ne sont pas capables de cibler tous les types de cellules différentes phénotypiquement ou

génétiquement.

Chez les patients atteints d’'une tumeur dans laquelle il existe une mutation conduisant la
progression tumorale, les thérapies ciblées en monothérapie sont efficaces mais rarement curatives
dans les tumeurs solides. Plusieurs exemples existent : les tumeurs stromales gastro-intestinales avec
mutations c-kit, les cancers pulmonaires non a petites cellules avec mutations EGFR et les cancers du

sein avec amplification HER2.

On peut distinguer deux types de résistance : la résistance intrinseque qui rend la tumeur
naturellement résistante a une thérapie ciblée et la résistance acquise. La croissance clonale permet
I’expression de forme clinique de résistance acquise a travers différents mécanismes>” :

- sélection de cellules cancéreuses portant des mutations secondaires sur les génes codant
pour la protéine cible de I'inhibiteur (exemple : résistance de certaines tumeurs stromales
gastro-intestinales a I'imatinib par sélection de clones secondairement mutés c-kit) ;

- mutations sur les génes activant soit la méme cascade de signalisation en aval de la cible
thérapeutique ou d’une cascade de signalisation complémentaire (exemple : mutation MEK1
dans les résistances des mélanomes aux inhibiteurs de BRAF) ;

- échappement de la cible létale des génes suppresseurs de tumeurs (exemple : incapacité des
cellules tumorales BRCA1 ou BRCA2 de réparer les erreurs d’ADN donc sensibilité aux

inhibiteurs de PARP).
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En se focalisant sur les résistances acquises, on peut envisager d’aborder ces résistances en
distinguant les mécanismes de résistance qui ont lieu au sein de la tumeur (spatiale), les résistances
dues aux discordances entre la tumeur et ses métastases (temporelle) et enfin les résistances dues

au microenvironnement.

5.1. Spatiale

L'identification d’une mutation résistante dans un sous-clone de la tumeur primitive
n‘implique pas forcément que ce clone va croitre sous une pression de sélection. Plusieurs
mécanismes expliquent cela®® :

- plusieurs sous-clones présents dans la tumeur primitive sont des clones en fin d’évolution et
qui n’ont plus la capacité de peupler la tumeur ou de former une métastase ;

- la croissance d’un sous-clone résistant peut étre sous la dépendance d’un clone sensible au
traitement par l'intermédiaire de signaux paracrines ;

- d’autres sous-clones dominent le sous-clone résistant de part une plus grande prévalence ou

pour des raisons stochastiques.

Dans certaines circonstances, des modifications génétiques permettent une résistance aux

thérapies. Dans certains cancers, des clones en minorité sont devenus dominants aprés traitement

(Figure 23— a).
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Quand un clone de cellules cancéreuses domine avant et apres une thérapie, alors ce clone a
acquis des mutations de novo entre temps. Des mutations spécifiques peuvent conférer une

résistance aux thérapies (plasticity).

Therapy-resistant Therapy
mutation
Remission
! ! and therapy
l Tumour relapse De novo —@

mutation
Tumour relapse

! ! despite therapy

. , s . . 45
Figure 23 - Cellules souches cancéreuses et résistance aux thérapies

Ainsi des cellules résistantes comme les CSC persistent chez le patient apres traitement
méme si celui-ci est en rémission compléte. Le traitement peut permettre d’éliminer les cellules
différenciées, mais des CSC subsistent, prétent a faire progresser la maladie. La thérapie permet ainsi
de garder des patients en voie de guérison jusqu’a I’apparition d’'une mutation sur un géne conférant
une résistance a la thérapie ciblée. C'est ainsi que la résistance naturelle des cellules souches permet
a la maladie d’étre sous-jacente lors de la rémission du patient mais lorsqu’une mutation apparatit, la

pathologie devient plus robuste et la maladie progresse (Figure 23 - b)*.

5.1.1. Reésistances a EGFR

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) est un récepteur présent a la surface cellulaire.
La liaison de cette protéine a son ligand, I'EGF, provoque une dimérisation du récepteur et la

phosphorylation des tyrosines induisant une prolifération cellulaire. Des mutations sur le géne de ce
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récepteur sont associées en particulier a un certain nombre de cancers bronchiques non a petites
cellules.

Les résistances des thérapies ciblant I'EGFR dans les cancers pulmonaires non a petites
cellules sont les plus décrites dans la littérature. Plusieurs mécanismes ont été détaillés dont les plus
communs sont la mutation T790M et I'amplification de MET. Ainsi la pression sélective des ITKs
permet aux clones contenant T790M ou une amplification de MET d’émerger comme clone dominant
et permet a la tumeur de devenir résistante. Ce type de mécanisme de résistance arrive de novo
durant le traitement également. La mutation T790M a été reportée dans environ 50% des cas
résistants aux ITKs et I'amplification de MET dans 5 & 20%%.

Un des mécanismes d’échappement aux traitements anti-EGFR est |'activation et I'inhibition
de certaines protéines qui peuvent étre réversibles sous I'effet de I'inhibition de MET. De plus, il a
été montré que certaines populations MET amplifiées sont déja présentes avant le traitement anti-
EGFR, ce qui implique une sélection de clones naturellement résistants a une thérapie ciblée.

L'implication de MET dans la résistance aux inhibiteurs de EGFR a été associée également aux
cancers colorectaux et aux traitements cetuximab et panitumumab, mais aussi dans les cancers

gastriques avec I'inhibiteur de EGFR/HER?2 lapatinib®’.

Afin d’illustrer cette résistance due a I’hétérogénéité, des cas de patients sont quelques fois
publiés. Derniérement, un cas a été rapporté dans le Journal of Clinical Oncology®® d’une patiente
présentant un adénocarcinome pulmonaire traité notamment par gefinitib, erlotinib, puis afatinib,
trois inhibiteurs d’EGFR aprés une premiére biopsie réalisée au moment du diagnostic. Une
deuxieme biopsie a été effectuée aprés progression. Celle-ci a confirmé I’histologie mais a révélé un
profil moléculaire différent avec apparition d’une translocation EML4/ALK (Echinoderm Microtubule
associated protein Like 4 / Anaplastic Lymphoma Kinase) dont la sonde n’était pas informative dans
la premiére biopsie.

Ce cas laisse penser que la tumeur présentait plusieurs clones avec une mutation EGFR et/ou
une translocation ALK. Le ou les clone(s) avec mutation ALK présent(s) des le début du traitement

a/ont été sélectionné(s) par le traitement aux inhibiteurs d’EGFR.

71



De méme, plusieurs mécanismes de résistance peuvent étre révélés au sein d’'une méme
biopsie. Apres résistance a un ITK ciblant EGFR, I'étude de Yu et al a montré un patient EGFR muté
avec une mutation T790M dans un échantillon de tumeur et une amplification HER2 dans un autre®.
Ce type de résultat montre une fois encore I’hétérogénéité d’'une tumeur et sa dynamique a pouvoir

échapper aux traitements.

L'expression de mutant d’EGFR participe également aux phénomenes de résistances aux
thérapies ciblées. En particulier le variant Il d’EGFR (EGFRvIll) a démontré son rble dans la
prolifération tumorale, dans I'hétérogénéité tumorale et dans le métabolisme des cellules
cancéreuses’’.

EGFRvIII possede la particularité de pouvoir s’auto-activer en s’auto-phosphorylant. Son role
a particuliéerement été observé dans les glioblastomes dans lesquels il contribue a I’hétérogénéité en
agissant indirectement sur les cellules voisines n’exprimant pas EGFRvlll par l'intermédiaire de
cytokines’.

En dehors des glioblastomes, EGFRvIII augmente également la tumorigénicité des cellules de

cancers du sein, des poumons ou des ovaires’®.

5.1.2. Résistances a BRAF

BRAF est une protéine kinase appartenant a la famille RAF et a un r6le dans la division et la
différenciation cellulaire. Elle intervient dans la cascade de signalisation de I'EGFR, apres I'activation
de ce récepteur et la phosphorylation des protéines RAS. Les mélanomes sont un des types de
cancers présentant le plus fort taux de mutations de ce gene: environ 40%. Les mutations
interviennent principalement au niveau de codon 600 (90% des cas) et la mutation V600E est
présente dans 35% des mélanomes’”. Le vemurafenib est une thérapie ciblant cette mutation V600E

dans les mélanomes métastatiques.
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La principale résistance a BRAF a été mise en évidence rapidement apreés traitement par
vemurafenib chez un patient de 38 ans atteint de mélanome muté BRAF. L’efficacité et la résistance
se sont vues d’un point de vue clinique a travers les sites métastatiques sous-cutanés. Ces derniers
présents a l'initiation du traitement (Figure 24 - A) ont disparu aprés 15 semaines de traitement
(Figure 24 - B) et sont réapparus au moment de la rechute aprés 23 semaines de traitement (Figure

24-Q).

Figure 24 - Sites métastatiques sous-cutanés d'un patient atteint d'un mélanome avant

traitement par vemurafenib (A), aprés traitement (B) et apres rechute (C)73

Aprés analyse par séquencage de I’ADN et par spectrométrie de masse, deux mutations ont
été mises en évidence. La premiére est une mutation RET*"*®™ dont aucune fonction n’a été mise en

évidence. La seconde est la mutation MEK1“***®

, qui code pour une kinase intervenant juste apres
BRAF dans la cascade de signalisation de MAPK. Cette mutation n’a pas été détectée dans la biopsie

prétraitement mais devait étre présente dans un clone de cellules tumorales et la pression sélective

du traitement a fait émerger ce clone de cellules résistantes’>.

EGFR peut également étre impliqué dans la résistance a BRAF. Le géne SOX10 est impliqué
dans ce mécanisme de résistance et récemment une étude de Sun et al ont montré le caractere
réversible et adaptatif de la réponse aux inhibiteurs de BRAF’*. En effet, aprés arrét du traitement

par inhibiteur de BRAF, ce type de cellules redevient sensible au traitement, type vemurafenib.
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5.1.3. Résistances a HER2

HER2 est une protéine exprimée au niveau de la surface cellulaire et est surexprimée dans
certains cancers du sein (20-30% des cas). Le géne codant pour cette protéine est HER2/neu et est
qualifié de proto-oncogéene car est un régulateur positif de la prolifération cellulaire. La présence de
cette protéine est un facteur de mauvais pronostic étant donné qu’elle est associée a une plus
grande agressivité de la tumeur.

La fixation d’un ligand sur le récepteur HER2 entraine une homo ou hétéro-dimérisation.
Apres phosphorylation des tyrosines de la partie intracellulaire, il y a activation de deux voies
RAS/MAPK ou PI3K/AKT (Figure 25)”, toutes deux impliquées dans la prolifération, la migration,

I’'adhésion et la différenciation cellulaire, ainsi que dans I'angiogenése et la résistance a I'apoptose.

Figure 25 - Voies de signalisation de I'activation de la protéine HER2”®

Depuis 2000 et I'arrivée du trastuzumab, cette protéine est ciblée par un médicament dans
les cancers du sein, mais aussi dans les adénocarcinomes de la jonction gastrique et de I'estomac.

Les résultats de surexpression de HER2 sont décomposés en plusieurs niveaux en fonction du
pourcentage de cellules présentant un marquage membranaire complet. L’hétérogénéité régionale
de HER2 a été rapportée significativement plus fréquente dans les tumeurs avec un score
immunohistochimique de 1+ ou 2+ plutét que dans les tumeurs HER2 3+. C’'est d’ailleurs, dans cette

population de patientes atteintes de cancer du sein métastatique HER2+ 2+ qu’il n’a pas été reporté
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d’efficacité du trastuzumab’®. De plus, les patientes présentant une hétérogénéité génétique de

HER2 ont une survie sans maladie plus courte que les autres patientes’’.

Méme si I'implication de I'hétérogénéité tumorale de HER2 dans la résistance aux thérapies
ciblées a été peu étudiée, la résistance des patientes atteintes de cancers du sein avec une faible

amplification de HER2 semble due a la sélection de clones n’exprimant pas HER2"’.

Ainsi les différents mécanismes de résistances décrits (perte de PTEN, augmentation de
I'activité PI3K/AKT, surexpression de VEGF, coexpression de c-Met...) peuvent intervenir comme

résistances secondaires ou par sélection de clones présentant ces mutations et ces résistances’®.

5.2, Temporelle

L'hétérogénéité entre la tumeur et les métastases impliquent un certain nombre de
problématiques de prises en charge, notamment par le probléeme de se baser sur les biomarqueurs
de la tumeur primitive pour traiter une pathologie métastatique.

Si 'on considére le cas du cancer du sein et des tumeurs surexprimant HER2, les résultats de
surexpression de HER2 sont décomposés en plusieurs niveaux en fonction du pourcentage de cellules
présentant un marquage membranaire complet. Une tumeur a un statut HER2 3+ quand 30% des
cellules au moins surexpriment HER2. Il n’est pas incohérent de se dire que jusqu’a 70% des cellules a

potentiel métastatique peuvent présenter un phénotype discordant avec la tumeur primitive’.

En outre, I'exemple des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) est probant dans la mise
en évidence de cette hétérogénéité temporelle au sein des tumeurs solides. L'imatinib posséde une

indication dans les GIST porteuses de mutation c-kit. L'étude de Liegl et al a montré que sur 14
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tumeurs analysées de patients ayant progressé aprés traitement avec I'imatinib, non seulement 83%
avaient des mutations secondaires résistantes a c-kit mais 6 patients possédaient deux a cinqg
mutations différentes dans des métastases différentes®®. Cette étude montre le challenge du
traitement des patients ayant rechuté aprés I'emploi d’'une thérapie ciblée en monothérapie. Cette

résistance est tellement hétérogéne qu’une seule ligne stratégique ne parait pas suffisante.

L'hétérogénéité temporelle de la résistance aux thérapies ciblées est également illustrée par
la description d’arbres phylogénétiques dans les tumeurs rénales de I'étude de Gerlinger et al. En
effet, un patient traité par everolimus a montré des mutations présentes de maniéere ubiquitaire, des
mutations présentes dans la tumeur primitive ou dans les métastases uniquement et des mutations
spécifiques de chaque localisation des préléevements (R : localisation rénale ; M : métastase) (Figure

26)”.
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Figure 26 - Relations phylogénétiques entre différentes régions de la tumeur et des métastases d'un patient atteint d’un
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carcinome rénal a cellules claires

Cependant, d’autres processus impliqués dans I’'hétérogénéité tumorale peuvent expliquer la

résistance aux thérapies ciblées.
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5.3. Résistances aux thérapies dues aux cellules souches

cancéreuses

La résistance des CSC aux traitements est évoquée depuis longtemps par les propriétés de
protection analogues avec celles des cellules souches. Ces défenses sont par exemple la capacité de
quiescence, d’expression de protéines d’efflux, de résistance aux altérations de I’ADN et
d’augmentation de I'expression de protéines anti-apoptotiques.

Ce principe de résistance innée des CSC ne peut étre généralisé car les études different.
Certaines études montrent que des cellules ayant des marqueurs de CSC sont résistantes comme
dans le cancer du sein. Cependant, les cellules non différenciées dans les cancers des testicules sont

plus sensibles aux traitements que les cellules différenciées™.

L'avancée de la connaissance de I'implication des CSC dans la résistance aux thérapies ciblées
reste limitée. Récemment une étude de Seguin et al a identifié un marqueur de résistance aux ITKs
type erlotinib, aussi bien dans des études in vitro, que dans un modele murin et chez des patients
atteints d’un cancer pulmonaire et résistant a I'erlotinib. Ce marqueur, un complexe intégrine B3—
KRAS—RalB a été identifié également comme un conducteur de I'acquisition des caractéristiques des

cellules souches®.

5.4. Résistances aux thérapies dues au microenvironnement

La compréhension de la résistance aux thérapies est restée longtemps focalisée sur les
mécanismes d’échappement de la cellule tumorale uniquement. Avec I'émergence de la

connaissance du microenvironnement et ses roles dans la croissance et la progression tumorale, son
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implication dans la résistance aux traitements et plus particulierement aux thérapies ciblées est de
plus en plus mise en avant.

De nombreuses études montrent que le microenvironnement est une niche protectrice des
chimiothérapies qui permet a une minorité de cellules clonales d’échapper aux traitements. Ces
études qui se sont faites avant I'avenement des thérapies ciblées se sont focalisées sur les
chimiothérapies. Nous n’évoquerons dans cette partie que les résistances applicables aux thérapies

ciblées.

5.4.1. Résistances dues aux fibroblastes

Les signaux envoyés par les CAF ont montré leur impact dans la possibilité donnée a des

clones de cellules en proportion mineure d’échapper au traitement.

Dans certaines tumeurs, comme les cancers du pancréas ou de la prostate, le
microenvironnement occupe la majorité de la masse tumorale et le taux d’infiltration des
fibroblastes dans le stroma est trés important et constitue la population cellulaire la plus
importante®”. Ce taux important de matrice extracellulaire représente une barriére au traitement
importante par I'effet de compression de la tumeur au niveau des vaisseaux sanguins et limitant

I"acces des thérapies™.

Concernant les thérapies ciblées, I'activation par leurs ligands des récepteurs a tyrosines
kinases peut induire des résistances. Par exemple, I'Hepatocyte Growth Factor (HGF) dérivé du
stroma peut rendre les cellules tumorales, possédant une mutation BRAF (V600E), résistantes a
I'inhibition de BRAF par augmentation de la phosphorylation de son récepteur, c-MET. D’autre part,
plus I'expression de HGF est forte, plus la réponse au traitement est faible. Il reste a démontrer pour
cet exemple, que I'association d’'une molécule ciblant HGF ou c-MET avec un inhibiteur de BRAF

abouti a des réponses plus durables chez les patients présentant une mutation BRAF (V600E)>*.
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D’autres études pointent le réle des facteurs de croissance dérivés du stroma dans les
phénoménes d’échappement thérapeutique. L'un des principaux facteurs exprimés par les
fibroblastes est le TGF-B. La surexpression de TGF-f est associée a la résistance de plusieurs
inhibiteurs de tyrosines kinases : le crizotinib, inhibiteur de ALK ; le selumetinib, inhibiteur de MEK ;
le vemurafenib, inhibiteur de BRAF. Le TGF-f semble avoir un réle d’inhibiteur de croissance

tumorale dans certains cancers avec des effets inversés en présence de thérapies ciblées™.

5.4.2. Résistances dues au réseau vasculaire

La faible organisation des réseaux vasculaires résultants de I'angiogenése tumorale aboutit a
des zones d’hypoxie et d’apports nutritifs limités dans certaines zones des tumeurs. La distance
d’une cellule tumorale au lit vasculaire créé un gradient de concentration qui est important pour la
distribution des médicaments au sein de 'ensemble des cellules de la tumeur®*’.

En effet, la prolifération des cellules tumorales étant plus rapide que les cellules formant les
capillaires sanguins, il en résulte qu’une population plus importante de cellules est distante du
réseau sanguin contrairement aux cellules normales. Ce processus est exacerbé par une faible
organisation du réseau vasculaire, un débit sanguin irrégulier et par une compression des vaisseaux
sanguins et lymphatiques par les cellules cancéreuses®.

Cette architecture vasculaire hétérogene entraine des défauts de pénétration et de diffusion
des médicaments au sein de toutes les cellules des tumeurs solides. Ces inconvénients ont
particulierement été mis en avant avec des molécules de chimiothérapies telles la gemcitabine ou la
doxorubicine. C’est ainsi que les cellules distantes des vaisseaux sanguins proliferent de nouveau plus
vite aprés traitement que les cellules proches de ces vaisseaux®”.

A I'heure actuelle, les données sur la diffusion des thérapies ciblées et son impact dans la

résistance des tumeurs sont limitées.
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De plus, les signaux paracrines des cellules endothéliales au sein de la niche tumorale
permettent I'augmentation de la résistance aux thérapies en induisant un phénotype de type cellules

souches dans des cellules tumorales colorectales.

5.4.3. Résistances dues au systéme immun

Tout d’abord, des mécanismes de résistance peuvent étre dus a I'impact du réseau vasculaire
et du systeme immunitaire. Dans le cas d’une thérapie par un médicament antiangiogénique, les
tumeurs peuvent devenir réfractaires en compensant I'inhibition de VEGF par la sécrétion de facteurs

stimulant 'angiogeneése par des cellules immatures ou des macrophages.

Ensuite, dans des biopsies réalisées chez des patients atteints d’un mélanome traités soit par
un inhibiteur de BRAF seul ou en association avec un inhibiteur de MET, il a été mis en évidence une
augmentation de I'expression des antigénes tumoraux corrélée avec une infiltration plus importante
de cellules CD8+. Cela suggére donc une implication des cellules T cytotoxiques dans [|'effet
thérapeutique. Lorsque ces mémes patients ont été biopsiés une nouvelle fois lors de la progression
de la maladie, une diminution de l'infiltration de cellules CD8+ a été observée. Cet exemple montre

ainsi un réle du systeme immunitaire dans |’efficacité mais aussi dans la résistance aux traitements.
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6. HETEROGENEITE TUMORALE : PERSPECTIVES D'EVOLUTION DE LA

PRISE EN CHARGE EN ONCOLOGIE

Dans la prochaine décennie, trois avancées majeures permettront d’améliorer le traitement
des cancers: les méthodologies de séquencage complet et ciblé permettant la détection de
mutations rares, un listing des mécanismes de résistance potentiels (génétiques et épigénétiques) et
le développement d’un panel d’agents thérapeutiques ciblant les mécanismes d’échappement.

C'est a travers ces trois avancées que l'on abordera le changement du design des essais
cliniques dans le développement de nouvelles molécules en oncologie. Puis nous envisagerons les
avancées diagnostiques avant de décrire les différentes stratégies thérapeutiques face a

I’hétérogénéité tumorale.

6.1. Changement du design des essais cliniques

L'hétérogénéité tumorale implique I'existence et la nécessité de ciblage d’altérations
génomiques rares. Afin de sélectionner ces patients présentant ce type d’altérations, il faut screener

beaucoup de patients afin de pouvoir faire bénéficier d’'une thérapie ciblée a ceux qui en ont besoin.
L'hétérogénéité tumorale non connue, quand celle-ci induit des risques différents en

fonction des patients, peut diminuer la puissance d’un essai randomisé pour détecter un bénéfice

thérapeutique réel.
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On peut envisager schématiquement trois cas d’hétérogénéité impactant la puissance d’un
essai :

- scénario 1: l'efficacité thérapeutique est indépendante des différents sous-types d’une

tumeur ;

- scénario 2 : la thérapie est efficace dans le sous-type 1 mais pas dans le sous-type 2 ;

- scénario 3 : la thérapie a un effet délétére sur le sous-type 2.

Dans I’hypothése d’une étude de phase Ill avec 286 patients inclus, la puissance du test est
satisfaisante seulement si I'effet du traitement est indépendant du sous-type (scénario 1) et si les
patients inclus sont porteurs du sous-type 2 a plus de 80% (Figure 27). Dans toutes les autres
situations, I'étude n’est pas assez puissante. C'est ainsi que des essais randomisés faussement
négatifs peuvent étre dus a une surestimation du bénéfice thérapeutique utilisé pour le design d’une
phase Il a partir de données de phase Il chez un sous-type sensible au traitement, a une dilution du
bénéfice des patients répondeurs par un trop grand nombre de patients non-répondeurs ou a

I'annulation de I'effet bénéfique chez les répondeurs par un effet négatif chez les non-répondeurs®.
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Figure 27 - Evolution de la puissance d'un test log-rank sous trois scénarii en fonction de la proportion du sous-type génétique 1 dans

la population de I'étude®

Cette problématique de I'hétérogénéité tumorale s’est posée au moment de I'arrivée des
thérapies ciblées. Alors que la caractérisation des tumeurs ne s’effectuait qu’en fonction de

I’histologie, I'émergence de marqueurs a permis de sélectionner certains sous-types répondant le
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mieux au traitement. Cependant, I’"hétérogénéité subsiste car la sélection des sous-types ne se fait
gue sur une partie de la tumeur : la problématique de la prise en compte de I’hétérogénéité dans les

essais cliniques reste entiéere.

Afin d’évaluer au plus tot I'efficacité ou I'inefficacité d’un traitement lors d’un essai clinique,
de plus en plus d’essais adaptatifs se mettent en place. Un essai adaptatif permet de modifier un
plan d’étude et de changer les parameétres statistiques en cours d’essai sans affecter sa validité et
son intégrité. Ainsi, a partir d’analyses intermédiaires, la taille de I'échantillon et la randomisation
peuvent étre adaptées, ou encore rendre |’essai basé sur la sélection du gagnant®.

L'exemple du crizotinib, un antagoniste sélectif du récepteur a activité tyrosine kinase ALK et
de ses variants oncogéniques, montre ce changement dans les essais cliniques habituels. Le
conventionnel design essai clinique randomisé en double aveugle, a laissé place a une approche dite
« a un seul bras adaptatif ». L’étude 1001 a originellement été concue comme une étude de phase |
d’escalade de doses chez des patients présentant n’importe quel type de tumeur ALK+ (a I'exception
de la leucémie) pour la détermination de la dose maximale tolérée pour la phase II. Lefficacité du
crizotinib, ayant été observée chez deux patients qui présentaient un cancer pulmonaire non a
petites cellules (CPNPC) ALK+ traités pendant la période d’escalade de dose, il a été décidé de
recruter davantage de patients CPNPC ALK+,

La stratégie d’essais a un bras a permis une accélération du développement clinique du
crizotinib, qui n’a duré que 4 ans avant |'approbation par la Food and Drug Administration (FDA), ce
qui en fait 'enregistrement le plus rapide’".

Les essais adaptatifs peuvent représenter des biais et les autorités de santé les encadrent

avec des directives pour les études en vue de I'autorisation du médicament®.

Les designs d’essais cliniques en oncologie sont basés sur certains principes. Tout d’abord, les
aberrations génétiques existent au sein des différents cancers et en fréquences variables. Les

aberrations avec une importance fonctionnelle dans l'initiation, la croissance ou la formation de
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métastases sont la cible de beaucoup d’essais cliniques car ces anomalies peuvent étre utilisées pour
le diagnostic, le pronostic et la réponse prédictive au traitement.

Ensuite, il existe des interventions et des médicaments qui ont un effet sur ces cibles.

Enfin, ’'hétérogénéité tumorale et I'’évolution clonale sont des phénomeénes qui peuvent étre
quantifiés dans les essais cliniques.

Méme si actuellement, la plupart des thérapies ciblées sur le marché et les essais cliniques
sont focalisés sur I'hétérogénéité entre les patients: la prise en compte de I'hétérogénéité intra-

tumorale va devenir de plus en plus importante.

6.1.1. Design des essais prenant en compte I'hétérogénéité inter-patients

Les designs d’essais cliniques peuvent prendre des formes différentes en fonction de la prise

en compte de I'histologie et des anomalies moléculaires exprimées par les tumeurs (Figure 28).
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Figure 28 - Design d'essais cliniques prenant en compte |I'hétérogénéité inter—patients64

Les différents types d’essais sont détaillés dans les parties suivantes a), b) et c).
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a) Design basé sur I'histologie et cohorte longitudinale avec plusieurs essais

Depuis les premieres thérapies ciblées, il existe un fort engouement a la caractérisation
moléculaire des tumeurs. Beaucoup d’essais cliniques limitent l'inclusion de patients a ceux
présentant 'anomalie génétique correspondante a la thérapie ciblée. Cependant, cette activité n’est
pas toujours confirmée et la combinaison d’une stratégie de caractérisation moléculaire avec un
programme de développement est largement utilisée®.

Dans ce contexte, les patients présentant une anomalie particuliére sont souvent enrolés

dans une étude avec la thérapie ciblée correspondante.

Ce type d’approche pose le probléeme des mutations faiblement exprimées et qu’il y ait
besoin de screener un grand nombre de patients afin de recruter la population de I'étude. Plusieurs
études peuvent ainsi étre combinées en une afin d’augmenter le taux de patients screenés par
rapport aux patients traités.

Par exemple, I'étude FOCUS-4 dans le cancer colorectal avancé ou métastatique permet de
comparer les traitements de 1°° ligne en fonction des anomalies génétiques par stratification des

patients (Figure 29).
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Figure 29 - Schéma d'un essai clinique longitudinal avec plusieurs essais combinés
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Les différentes cohortes sont hiérarchiquement classées de la gauche vers la droite, c’est-a
dire qu’un patient présentant deux anomalies sera classé dans le groupe le plus a gauche de ce
schéma?.

Ce type d’essai présente un avantage sur la rapidité de recrutement étant donné que
I’ensemble des patients peuvent en principe étre inclus quelle que soit leur altération génétique, a

condition de remplir les autres critéres d’inclusion.

L'étude SAFIRO1, menée par l'Institut Gustave Roussy (IGR) de Villejuif, est une étude
prospective de médecine personnalisée ou le traitement est choisi en fonction du statut génomique
du tissu métastatique chez des patients atteints de cancer du sein. Les traitements choisis en
fonction des profils génomiques sont des thérapies ciblées en développement.

A ce stade, seule la faisabilité de cette technique en routine a été démontrée comme objectif
principal (cf. 6.2.1), car la preuve de l'efficacité de cette approche reste a faire. Des résultats
préliminaires présentés a I’American Society for Clinical Oncology (ASCO) et a I'European Society for
Medical Oncology (ESMO) en 2012 ont montré qu’avec l'identification de 195 patients présentant
une altération génétique pouvant étre ciblée par une thérapie, 55 (28%) se sont vu proposer un
traitement spécifique. 9% des 43 patients évaluables et ayant effectivement regu un traitement ont
eu une réponse partielle. Ce taux faible de réponse peut s’expliquer par le stade tardif des patients
inclus qui étaient en deuxiéme ligne et plus de traitement. A ce stade, les taux de réponses sont plus
faibles. De plus, les traitements testés sont des médicaments en phase précoce de développement

dont les réponses ne sont pas connues®.

L'étude MOSCATO-01 (MOlecular Screening for CAncer Treatment Optimization) menée
également par I'IGR a Villejuif, est basée sur le méme principe que I'étude SAFIRO1 chez des patients
atteints de cancers solides stade IV localement en rechute ou métastatique.

Des résultats intermédiaires ont été présentés a I’ASCO en 2013. Entre décembre 2011 et
aolt 2012, 129 patients ont été inclus dont 112 ont pu bénéficier d’'une biopsie. Une cible

thérapeutique a pu étre mise en évidence chez 53 patients (47%), dont 33 ont pu recevoir le
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traitement ciblé adapté. 7 réponses partielles ont été observées, soit un taux de réponse de 21%. Ce
taux de réponse est qualifié de supérieur, par les auteurs, aux taux de réponses habituels de phase |

(523 10%)%.

b) Design basé sur les anomalies génomiques indépendamment de I'histologie

Ce design d’essai regroupe ainsi des patients dont les tumeurs expriment les mémes
aberrations génomiques indépendamment de la localisation de la tumeur (Figure 28 - b).

Ce type d’essai n’est pour l'instant pas utilisé dans les études pivotales permettant des
enregistrements de médicaments, mais plutét dans les phases | pour déterminer les profils de

cancers avec ces altérations génétiques qui répondent le mieux a un traitement ciblé.

Toutefois, une étude de phase Il a été lancée en octobre 2012 par l'institut Curie, I'étude
SHIVA. Celle-ci est la premiére étude entiérement basée sur le profil moléculaire sans tenir compte
de I'organe touché. Cet essai compare une stratégie thérapeutique classique a une stratégie basée
sur le profil moléculaire de la tumeur chez des patients atteints d’'un cancer en rechute. Cet essai
propose des thérapies ciblées déja autorisées dans des indications avec une localisation du cancer
précise (Tableau 6). Le but de cette étude est d’étudier I’hétérogénéité tumorale en apportant une
preuve de concept que les thérapies ciblées peuvent étre développées en fonction du profil

moléculaire plutdt que sur le type de tumeurs™.

Molecular abnormalities Molecularly targeted agents

KIT, ABL, and RET Imatinib 400 mg qd PO

AKT, mTORC1/2, PTEN, and PI3K Everolimus 10 mg qd PO

BRAF V600E Vemurafenib 960 mg bid PO

PDGFRA/B and FLT-3 Sorafenib 400 mg bid PO

EGFR Erlotinib 150 mg qd PO

HER-2 Lapatinib 1,250 mg qd PO + trastuzumab 8 mg/kg IV

followed by 6 mg/kg IV q3w

SRC, EPHA2, LCK, and YES Dasatinib 70 mg bid PO
PO orally, gd daily, bid twice a ER, PR Tamoxifen 20 mg qd PO (or letrozole 2.5 mg qd PO
day, g3w every 3 weeks, ER es- if contraindication)
trogen receptor, PR progesteron AR Abiraterone 1,000 mg qd PO

receptor, AR androgen receptor

Tableau 6 - Algorithme de traitement d'un essai basé sur le profil moléculaire - étude SHIVA®
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c) Design d'essai clinique « N-of-1 »

Le design d’essai « N-of-1 » est un design déja utilisé pour des pathologies autre que
I'oncologie, comme par exemple la neuropsychiatrie. C'est un design en cross-over, randomisé, en
aveugle avec des périodes de wash-out entre les deux bras (Figure 28- c).

En oncologie, ce design pose un certain nombre de problemes. Le changement d’un
traitement a l'autre s’il est effectué avant qu’il n’ait pu achever son activité antitumorale risque de

diminuer I'efficacité du premier traitement et d’augmenter le risque de résistance.

Cependant, un design d’essai « N-of-1 » modifié peut étre intéressant (Figure 28 - d). Si I'on
compare le temps jusqu’a progression ou la survie sans progression (SSP) d’un nouveau traitement
au dernier traitement regu, cela permet d’utiliser chaque patient comme son propre témoin. Ce type
d’essai peut étre particulierement intéressant pour les altérations génomiques rares dont les grands
essais randomisés ne sont pas faisables®.

L'étude WINTHER est un exemple de ce type de design d’étude. Des patients présentant un
cancer métastatique peuvent étre inclus dans cette étude. Le critére de jugement principal est le
ratio de SSP entre le traitement actuel recu en fonction du profil génomique de la tumeur versus la

SSP du traitement précédent apres lequel le patient a progressé (NCT01856296).

A I'heure actuelle, ce type de schéma d’essai clinique n’est pas encore validé.

6.1.2. Design des essais prenant en compte I'hétérogénéité intratumorale

La prise en compte de I'hétérogénéité intratumorale spatiale et temporelle dans les essais
cliniques est compliquée a I'heure actuelle. En effet, elle nécessite d’étre mesurée régulierement
tout au long de I'étude car I’hétérogénéité est un phénomene dynamique et les changements sont

permanents.
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6.1.3. Implications des cellules souches dans les essais cliniques

L'efficacité des agents de chimiothérapie et des thérapies ciblées est évaluée sur leur
capacité a diminuer le volume tumoral, principalement grace aux criteres RECIST (Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors). Les CSC étant rares, la régression tumorale n’implique pas
forcément I’éradication de ces cellules. Ceci peut au passage étre une explication de I'absence de
corrélation entre régression tumorale et allongement de la survie des patients dans beaucoup de
tumeurs solides™.

La meilleure connaissance des marqueurs de cellules souches permettra d’évaluer au plus
prés les avancées thérapeutiques sur cette population. En effet, la comparaison avant et apres
traitement permettra de suivre I'éradication des CSC et notamment avec un critere de jugement
d’efficacité probant dans cette situation: la réponse pathologique compléte (RpC). La RpC est
I'examen de la tumeur opérée qui ne montre aucun signe de malignité lors de I'examen
anatomopathologique. La RpC peut étre un nouveau critére pertinent cliniquement car il est associé
a un taux de récidive inférieur. Celle-ci a déja été intégrée dans des essais cliniques, dont I'essai Neo-
ALTTO qui a montré un taux de réponse pathologique compléte associé a de meilleurs résultats a
long terme chez des patientes atteints d’un cancer du sein avec surexpression de HER2 et traitées en
situation néoadjuvante avec la combinaison trastuzumab-lapatinib-paclitaxel®.

Naturellement, ce changement dans les essais cliniques impose la capacité a isoler et accéder
a des marqueurs de cellules souches spécifiques. Cet accés serait d’autant plus faciliter s’il était
possible a partir de cellules tumorales circulantes plutét qu’a partir du tissu cancéreux, difficile

d’acces (cf. 6.2.3.a).
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6.2. Evolution des méthodes diagnostiques

La prise en charge actuelle en oncologie se dirige de plus en plus vers la prise en compte des
caractéristiques des tumeurs. Se baser sur une seule biopsie, comme c’est le cas aujourd’hui, risque
d’exposer un patient a une thérapie qui ne cible qu’une sous-population de la tumeur. Cela est un

des enseignements qui ressort de I’étude de Gerlinger et al.”’

D’autre part, les premieres thérapies ciblées ont été considérées comme a priori spécifique
de leur cible or le traitement spécifique s’est révélé actif chez des patients ne portant pas ce
marqueur. Cela a été mis en évidence dans plusieurs types de cancers, comme certains cas de cancer
du sein HER2 négatifs répondant au trastuzumab ou de cas de cancers colorectaux EGFR négatif
répondant au cetuximab™.

C’est dans ce besoin d’amélioration diagnostique que nous allons aborder le séquencage
complet du génome, la faisabilité des biopsies métastatiques puis enfin le potentiel des biopsies

liquides.

6.2.1. Séquengage complet du génome tumoral

L’hétérogénéité génétique des tumeurs contribue aux difficultés de validation et qualification
des biomarqueurs en pratique clinique. En effet, I'’évolution des biomarqueurs doit s’appuyer sur la

détection des clones présents en faible nombre dans la tumeur®.

Au lieu de se focaliser sur des loci particuliers, le génome entier peut étre analysé dans les
études d’hétérogénéité clonale.
Le probléme des études est la disponibilité et la taille des biopsies représentatives de la

tumeur. Quand une biopsie de tumeur est trop importante, la plupart des méthodes va donner une
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image moyenne de la tumeur et donc refléter un clone dominant. L’exception de ces méthodes est le
séquencage complet du génome qui permet la détection des alleles mutants présents dans une

petite fraction de cellules tumorales™.

Une premiere étude a été menée a I'lGR, I'étude SAFIR01, concernant la faisabilité en routine
du séquencage complet du génome d’une tumeur afin de pouvoir bénéficier d'un essai clinique en
phase | ou Il proposant une thérapie ciblée. L'objectif de cette étude était d’inclure au moins 30% de
patients dans des essais cliniques de thérapies ciblées. Plus de 400 patients ont été inclus dans 18
centres en France et ont subi une biopsie au niveau du site métastatique. Dans cet essai a été
démontré que I'hybridation génomique comparative et le séquengage de Sanger étaient faisables

pour identifier des altérations génomiques pouvant étre ciblées par des molécules®®.

D’autre part, en terme de co(t de diagnostic, les avancées technologiques permettent
aujourd’hui d’avoir des prix de séquencage complet du génome proche des outils courants. En 25
ans, les technologies ont beaucoup évoluées: en 1989 se lancait le premier programme de
séquencage de génome humain. Il aura fallu 14 ans, 2,7 milliards de dollars et 16 instituts pour en
venir & bout. En 2014, I'entreprise Illumina™ a annoncé un colt de séquencage complet & 1.000
dollars en 24 heures®. Ces moyens permettraient de séquencer 18.000 génomes humains par an.
Denis Milan, directeur de la plateforme de séquencage GeT-PlaGe a Toulouse estime qu’« avec ce
tarif, qui s’aligne sur le colt de la plupart des examens hospitaliers, le séquencage deviendra bient6t

aussi banal qu’une prise de sang ».

Le séquencgage haut débit est une option aujourd’hui pour connaitre la composition de

I’ensemble des populations clonales d’une tumeur. En revanche, cette technique ne permet pas de

prendre en compte la réciprocité et la plasticité des cellules.
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6.2.2. Biopsies métastatiques

La biopsie est I'examen de référence pour la caractérisation biologique des tumeurs.
Cependant, ce test est une procédure invasive comportant des risques de complications importants :
douleurs, saignements ou infection au niveau du site de la biopsie. Une revue des biopsies effectuées
au Monroe Dunaway Anderson Cancer Center & Houston aux Etats-Unis a montré un taux d’effets
secondaires de 17,1% et de 1,6% pour respectivement les biopsies thoraciques et
abdominales/pelviennes®.

Dans la perspective de I’hétérogénéité d’une tumeur et de son évolutivité par la pression
sélective des thérapies ciblées, il est important de pouvoir connaitre I'évolution de la tumeur
primitive et des métastases. Or la biopsie n’est pas la solution la plus facile en fonction du site et

peut se révéler impossible pour certaines localisations métastatiques.

Dans I’étude SAFIR01, sur les 423 patients enr6lés dans |'essai, 377 (89%) ont pu avoir une
biopsie de leurs métastases hépatique, ganglionnaire, cutanée, pulmonaire, osseuse ou autre. Ce
résultat montre la faisabilité de ces biopsies. Cependant cette étude ne couvre pas toutes les
localisations métastatiques et 42% de ces biopsies étaient hépatiques.

De plus, I'étude AURORA menée par le Breast International Group, a pour but d’évaluer
I"amélioration de la prise en charge thérapeutique a partir de biopsies métastatiques des patients

atteints de cancer du sein (NCT02102165) dont les premiers résultats sont attendus pour 2017.

La principale limite de cet examen diagnostic est donc la faisabilité. Toutefois, lorsque celle-ci
est réalisable, elle peut étre un examen rapide a mettre en place dans les procédures de prises en
charge de patients métastatiques afin d’évaluer I'hétérogénéité temporelle et de proposer la
meilleure thérapeutique pour le traitement de ces métastases.

Dans I'essai DESTINY, évaluant I'impact de la confirmation diagnostique de la progression

métastatique chez des patientes atteintes de cancer du sein par une biopsie de la métastase, 89%
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des patientes recommanderaient la biopsie métastatique a d’autres patients montrant ainsi la bonne

satisfaction de ce type de prise en charge®.

Cet examen concernant les métastases commence a rentrer dans les guidelines
internationaux. Par exemple, 'ESMO a publié une recommandation pour la biopsie métastatique
permettant de caractériser une rechute dans le cancer du sein”. Au vue de I'ensemble des
publications portant une discordance entre la tumeur primitive et les métastases, I'organisation
recommande une biopsie lorsque I'acces a cette derniere est facile, quand le taux de complications

est faible et la progression tumorale confirmée radiologiquement.

6.2.3. Biopsies liquides

Il a été observé dans le sang périphérique des cellules tumorales et de I’ADN libre. L'ADN
tumoral circulant (ADNtc) est composé de petits fragments d’acides nucléiques non associés a une
cellule ou a des fragments de cellules. A contrario, les Cellules Tumorales Circulantes (CTC) sont des
cellules intactes, souvent viables pouvant étre caractérisées par des éléments physico-chimiques ou
par des marqueurs cellulaires différents des cellules hématologiques normales.

Ces éléments, dérivés de la tumeur primitive ou des métastases, peuvent tres certainement
donner un apercu en temps réel de I'importance et de la progression tumorale chez un patient. Ces
deux approches, les CTC et I’ADNtc sont des pistes avancées pour servir de biopsies liquides (Figure

30)%.

Whole-blood
analysis for CTC

Plasma analysis
for ctDNA

Figure 30 - Biopsies liquides possibles98
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Les potentielles indications de ces préléevements sont nombreuses :
- Estimation du risque de rechute ou de progression métastatique ;
- Surveillance en temps réel des thérapies anticancéreuses ;
- Identifications de cibles thérapeutiques et de mécanismes de résistance ;

- Compréhension du développement métastatique.

a) Cellules tumorales circulantes

Roles biologiques

Aprés la formation d’'une tumeur primaire, des cellules tumorales se décrochent et transitent
par le sang ou les vaisseaux lymphatiques. Ces CTC constituent le lien entre la tumeur primitive et les
métastases. Ces cellules ne sont pas forcément des cellules métastatiques car seul un faible nombre
passe la barriére endothéliale.

Une fois localisées au niveau d’un foyer secondaire, ces cellules tumorales alors qualifiées de
disséminées (DTC) forment des micro-métastases qui peuvent entrer dans un état de dormance
pendant plusieurs années avant de progresser sous forme de métastase. Ces DTC peuvent une
nouvelle fois circuler dans la circulation sanguine, repassant a un état de CTC. Ces cellules peuvent
revenir au niveau de la tumeur primitive dans un processus appelé self-seeding. Ce phénoméne

permet de recoloniser la tumeur primitive et pourrait ainsi participer aux rechutes locales™.

L'implication des CTC dans les phénoménes de métastases a été démontrée notamment par
la corrélation qu’il existe entre CTC et activité métastatique. De plus, des CTC ont été observées
plusieurs mois et années aprés la résection chirurgicale de la tumeur primitive. Etant donné la courte
durée de vie des CTC, cela suggere que les DTC et micro-métastases alimentent le pool de CTC
pendant une trés grande période.

Ainsi I’analyse de ces CTC peut aider pour qualifier la maladie résiduelle des patients.
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Potentiels et challenges

Les potentiels d’utilisation des CTC sont larges au vu de leurs roles dans la dissémination des
cancers. Ces cellules peuvent étre envisagées comme biomarqueurs, comme critére diagnostique ou
comme cible thérapeutique.

La détection des CTC a déja été validée cliniquement dans le cancer du sein et a été intégrée
dans la classification TNM avec un stade intermédiaire cMO(i+) entre les stades MO et M1
reconnaissant la détection des CTC comme un facteur avant I'apparition de métastases'®.

D’autre part, les CTC ont montré leur impact comme marqueur pronostique en termes de SG
et de SSP dans le cancer du sein. En effet, les patientes atteintes d’un cancer du sein ont une SSP
médiane supérieure si elles expriment moins de 5 CTC pour 7,5 mL (11,4 mois vs 6,5 mois) (Figure 31

- A) et une SG également supérieure (37,1 mois vs 15,5 mois) (Figure 31 - B)'®".
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Figure 31 - Analyse Kaplan-Meier sur la survie sans progression (A) et sur la survie globale (B) basée sur les taux de crc™®

Les challenges de caractérisation et d’utilisation en routine des CTC restent importants.

Tout d’abord d’un point de vue technique, la présence de ces cellules en faible concentration
dans le sang (3 a 4 dans 10 mL) oblige a mettre au point des techniques trés sensibles et a avoir
recours a des méthodes d’enrichissement et de purification. De plus, il n’existe encore aucun moyen

de savoir si les cellules détectées sont des cellules malignes ou si elles ne font que circuler.
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Aujourd’hui les méthodes de détection utilisent trois grandes caractéristiques des CTC :
- les CTC sont plus grosses que les autres cellules du sang : environ 25-30um ;
- les CTC sont plus denses ;
- les CTC présentent des marqueurs particuliers mais non spécifiques (sélection positive avec
EpCAM ou sélection négative avec CD45).
Récemment la presse nationale a vu l'arrivée de la premiere biopsie liquide en partenariat
avec I'IGR, le professeur Yvon Cayre, hématologue a l'université de Pierre et Marie Curie et la société
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BioCare Cell™". Cette innovation est un filtre qui sélectionne les CTC par leur taille.

b)  ADN tumoral circulant

De I’ADN en dehors de toute cellule (circulating free DNA, ADNcf) circule normalement dans
le sang. En oncologie, 'ADNtc présente trois principaux défis pour la caractérisation: la
différenciation de I’ADN circulant des cellules tumorales versus celui des cellules normales, la
présence a trés faible taux de ADNtc (inférieur a 1% du total de I’ADN circulant) et la quantification

exacte des fragments mutés dans un échantillon'®.

Mécanismes

Les patients atteints d’un cancer présentent des taux d’ADN circulants plus important qu’un
patient en bonne santé car la masse tumorale induit un turnover cellulaire plus important et donc
des cellules nécrotiques et apoptotiques en plus grand nombre. Le relargage d’ADNtc dépend de la
localisation de la tumeur, de sa taille et de sa vascularisation. Ainsi la part d’ADN circulant provenant

de la tumeur varie fortement entre 0,01 a plus de 90% de I’ADN circulant total'®.

Intéréts

Le premier intérét démontré de l'utilisation d’ADNtc est le monitoring de I’évolution d’un

cancer. En effet, dans une étude portant sur 30 femmes atteintes d’un cancer du sein, ’ADNtc était
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détectable chez 97% d’entre elles. En comparaison avec les CTC, I’ADNtc a montré une mesure plus
précoce de la réponse au traitement dans 53% des cas et une plus grande corrélation avec I’évolution

tumorale™™

. C'est ainsi que les biopsies liquides peuvent étre utilisées pour suivre les patients traités
par thérapie ciblée et donner ainsi des informations précoces de progression ou de résistance.

Un deuxieme intérét de I’ADNtc est la corrélation de son taux avec une SG diminuée.

La détection des anomalies génétiques des tumeurs est également possible grace a
I’ADNtc'®. Avec une mise en évidence de la concordance entre ADNtc et la tumeur, la détection des
mutations génétiques va pouvoir s’effectuer plus facilement et va pouvoir étre suivie de maniere plus
fine.

Un des intéréts majeurs de cette méthode de détection, est I'espoir de réduire la morbi-
mortalité du cancer par une détection précoce du cancer par I'intermédiaire de I’ADNtc. Ce dernier
semble détectable dans la plupart des cancers localisés, quand les thérapies et les chances de

guérison sont les plus favorables méme si les taux d’ADNtc sont plus importants lors de pathologies

métastatiques (Figure 32).

Frequency of cases with detectable ctDNA (%)

0 N i N 50 ! g i
C Pancreas Breast

B Localized disease =1 Metastatic disease

Figure 32 - ADN tumoral circulant dans les cancers localisés et métastatiques™®

Limites

Cependant, méme si la détection d’ADNtc semble plus facile que la détection des CTC, le taux

d’ADNtc semble varier selon le type de cancer et en fonction des patients (Figure 33)'%.
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Figure 33 - Taux d'ADNtc (A) et quantification d'ADNtc (B) en fonction du type de cancer™®

Les méthodes d’évaluation de I’ADNtc doivent encore évoluer car sa détection pose encore
probléme lors de faibles taux d’ADNtc dans le sang. Ces faibles taux sont présents principalement aux
stades précoces et lors de maladie résiduelle. Améliorer la sensibilité de ces techniques permettrait
de développer cette technique comme un moyen de diagnostic de cancer précoce’®

Dans un premier temps, |'utilisation de I’ADNtc pourrait se limiter lorsque la biopsie d’un

patient métastatique n’est pas possible et lorsqu’un patient présente une résistance a un traitement

et progresse.

6.3. Contourner I’'hétérogénéité tumorale

Les altérations mutationnelles ne sont pas les seuls tenants et aboutissants de la formation
d’une tumeur et de son hétérogénéité. Cela est maintenant admis que les évenements non
mutationnels et épigénétiques contribuent a une plasticité cellulaire et ont un impact sur la

carcinogénese.
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Grace a ces mécanismes multiples, les stratégies thérapeutiques peuvent s’orienter vers des
cibles non impactées par I’'hétérogénéité tumorale comme les CSC ou I'épigénétique, ou s’orienter

vers I'hote et I'environnement tumoral.

6.3.1. Eradiquer les cellules souches cancéreuses : nouvelle stratégie thérapeutique

curative ?

a) Voie HGF/MET

Le ciblage des CSC peut également s’envisager comme le ciblage habituel des cellules
tumorales. Par exemple, le récepteur a tyrosine kinase MET et son ligand HGF sont connus pour étre
impliqués dans une cascade de signalisation ayant pour role la prolifération, I'invasion, I'angiogenése

et la régulation des CSC (Figure 34).
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Figure 34 - Cascade de signalisation HGF/Met et activités biologiques

Plusieurs études ont montré I'amplification importante du récepteur MET dans les CSC de
plusieurs types de cancer : pancréas, prostate, cancer du sein et glioblastome®’. Le ciblage d’un tel
type de récepteur présent dans les CSC et dans les cellules tumorales permettrait de combiner deux

approches thérapeutiques en méme temps.
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b) Cibler les voies d'auto-renouvellement

L'une des caractéristiques principales des CSC est I'auto-renouvellement. Par analogie avec
les cellules souches normales, les voies de signalisation Wnt, Notch et Hedgehog ont montré leur

implication dans ce processus mais également des cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 et IL-8.
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Figure 35 - Ciblage des voies de signalisation des cellules souches du cancer du sein

Dans I'exemple du cancer du sein, il existe une dérégulation de ces différentes voies (Figure
35). Plusieurs de ces cibles sont actuellement testées en préclinique ou en phase précoce. Cependant
ces voies sont certes associées aux CSC mais ne leur sont pas spécifiques puisque présentes dans
d’autres types de cellules. Dans le ciblage de HER2, certaines études semblent indiquer que
I'efficacité des thérapies ciblant HER2 serait en partie due a I'action sur les cellules souches du cancer
du sein’".

Etant donné les avancées importantes dans les cancers du sein HER2 grace aux thérapies
ciblées, il est donc intéressant que des mécanismes communs aux CSC et aux cellules tumorales
différenciées soient ciblés. Cela nécessite cependant d’attendre les résultats sur les thérapies ciblant

les autres voies de signalisation et d’avoir des marqueurs spécifiques des CSC.
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Actuellement les voies d’auto-renouvellement sont des pistes dont les premiéres molécules
les ciblant sont a des stades de développement différents :

- voie Wnt : trois molécules en phase | dans les tumeurs solides et hémopathies ;

- voie Hedgehog: une molécule, le vismodegib a obtenu une AMM conditionnelle dans les
indications de carcinomes baso-cellulaires métastatiques ou localement avancés. Une
deuxieme molécule, I'érismodegib est en phase Il dans les médulloblastomes. Quatre autres
molécules sont en phase Il et une en phase | dans les tumeurs solides et également dans les
hémopathies ;

- voie Notch : six molécules sont en phase | et trois en phase Il. Les indications en essais
cliniques sont variées (cancer de I'ovaire, du sein, du pancréas ou du poumon).

Les résultats de ces études sont a surveiller afin de constater I'intérét de I’éradication des
CSC. Le vismodegib est la molécule la plus avancée. Cependant, les carcinomes basocellulaires ne
sont pas les carcinomes ou les CSC ont été mises en évidence. Il apparait donc prématuré de juger de
I’efficacité de cette stratégie d’éradication des CSC. Il sera également intéressant de confirmer la part

d’efficacité spécifique sur les CSC.

Eradiquer les CSC permettrait d’éviter les rechutes. Cependant, ce traitement ne peut étre
utilisé seul car I'élimination des cellules composant la masse tumorale reste un élément important
pour deux raisons. D’une part, dans les tumeurs solides les symptomes sont en grande partie dus a
cette masse et la réduire permet d’améliorer la qualité de vie des patients. D’autre part, comme les
cellules cancéreuses différenciées peuvent acquérir des caractéristiques des cellules souches par leur

plasticité, il reste impératif de cibler ces deux types de populations.

Au vue de la plasticité des cellules cancéreuses et de la capacité de certaines cellules
tumorales différenciées d’arborer un profil de cellule souche, une des pistes thérapeutiques est peut-
étre de limiter le caractére souche ou «stemness» en modifiant par exemple le

microenvironnement. Cette stratégie est d’autant plus intéressante que la progression tumorale
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semble associée a une augmentation des CSC et a une diminution de la production des cellules

tumorales non cellules souches suggérant que I’évolution est due a un enrichissement en CSC*?’.

6.3.2. Cibler le microenvironnement

Avec I'ensemble des éléments mis en évidence dans le microenvironnement ayant un impact
dans la tumorogeneése et la résistance aux thérapies, il parait indispensable que les stratégies de

thérapies futures ciblent a la fois I’'h6te et la tumeur.

a) Cibler le systeme immunitaire : échecs des vaccins curatifs aux premiers

immunomodulateurs

Vaccination thérapeutique

En dehors des vaccinations prophylactiques a I'encontre d’agents pathogénes responsables
de la survenue de cancer, il existe un autre type de vaccination dite thérapeutique ou curative qui
vise a stimuler les réponses immunitaires afin de traiter des patients déja atteints d’un cancer.

Malgré les recherches et les essais cliniques, il n’existe a I'heure actuelle qu’un seul
traitement répondant a cette définition de vaccin curatif en oncologie : le sipuleucel-T. C’'est une
immunothérapie cellulaire autologue, c’est-a-dire que les cellules dendritiques du patient sont
prélevées, activées par le sipuleucel puis réinjectées au patient. Ce produit est indiqué dans les
cancers de la prostate métastatique résistant a la castration et a permis d’allonger la médiane de

survie de 4,1 mois contre deux a trois mois pour le taxotére, chimiothérapie de référence’®.

Cependant, ce vaccin est le seul disponible apres de multiples échecs d’autres vaccins
thérapeutiques. A titre d’exemple, le vaccin GVAX a été arrété pour perte de chance et augmentation

. 7 1
du risque de décés par rapport au bras comparateur'®.
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Dernierement, le trés attendu vaccin MAGE-A3 (Melanoma associated antigen-A3) a été
stoppé dans sa deuxiéme étude de phase Ill. MAGE-A3 est un antigene exprimé a la surface de
nombreuses cellules cancéreuses. Malgré des résultats prometteurs en phase ll, la premiere étude
de phase Ill, DERMA (NCT00796445) dans le mélanome métastatique n’a pas montré d’amélioration
sur la survie sans maladie par rapport au placebo. La deuxieme étude de phase Ill, MAGRIT
(NCT00480025), dans les cancers bronchiques non a petites cellules n’a pas montré de SSP

supérieure au placebo, ni chez les patients positifs a MAGE-A3, ni chez les patients ne pouvant pas

recevoir de chimiothérapie™.

Les études antérieures ont montré que les patients répondaient mieux a la vaccination s'ils
avaient déja été traités par peu de lignes de chimiothérapie et si plus le temps était long entre la
vaccination et la derniére chimiothérapie'.

Néanmoins, les résultats restent faibles et l'une des raisons de ces succés limités est
I'influence négative du microenvironnement et d’autres facteurs immunosuppressifs'**.

D’autre part, la facon dont les peptides mutés sont identifiés afin de servir de base au vaccin
peut poser probléme dans certains cas. En effet, si les mutations les plus puissantes d’un point de
vue immunologique ont déja entrainé la perte de I'antigene afin d’échapper au systéme immunitaire,
alors les mutations identifiées par la suite ne permettront pas de déclencher une réponse
immunitaire suffisante. Les vaccins a base de ces mutations peuvent étre donc thérapeutiquement
faibles. En revanche il semble que chez certains patients les réponses naturelles des cellules T contre
la tumeur sont trop faibles pour permettre un échappement au systeme immunitaire. Par exemple,
dans le cancer du pancréas, les cellules T effectrices infiltrées au sein de la tumeur sont rares, méme
au sein des lésions précoces. En I'labsence de pression des cellules T, les cellules cancéreuses

. . . \ , . 112
expriment des mutations immunogénes par défaut et restent sensible aux cellules T-™.

La piste de la vaccination n’est pas la seule pour cibler le systétme immunitaire. Cette
approche peut s’attaquer aux « checkpoints » immunitaires assurant le role de frein du systéme

immunitaire.
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Cibler les checkpoints immunitaires
Plusieurs membres des récepteurs de la superfamille des immunoglobulines comme CTLA-4
et PD-1 servent de « checkpoint » immunitaire inhibiteur qui prévient les réactions immunologiques
non controlées. Plusieurs des avancées dans I'immunothérapie des cancers proviennent d’anticorps

monoclonaux ciblant ces récepteurs inhibiteurs.

Le premier anticorps est l'ipilimumab, anti-CTLA-4, qui est indiqué dans les mélanomes
avancés non résécables ou métastatiques. Une deuxieme molécule, le tremelimumab, est en cours
de développement en phase Il. Ces deux anticorps sont des anticorps monoclonaux humanisés. En
inhibant CTLA-4 présent sur les cellules T, ces molécules empéchent I'interaction avec des molécules
de co-stimulation présentes sur les cellules présentatrices d’antigenes (B7.1 et B7.2) et levent ainsi
I'inhibition du systéme immunitaire.

L'ipilimumab est un des derniers traitements initiateurs qui a permis une évolution dans la
prise en charge des mélanomes. En effet, cet anticorps a permis de mettre en évidence une
augmentation de la SG médiane dans deux études de phase lll différentes. Cependant, cette
augmentation de survie n’est pas associée a une augmentation de la SSP. Ce traitement, bien que le
premier a apporter des bénéfices cliniques dans le mélanome, apparait bénéfique uniquement pour

une partie des patients et I'identification de biomarqueurs reste important pour son utilisation™*>.

CELLULET

CELLULE TUMORALE

Figure 36 - Interaction de la cellule T avec la cellule tumorale par l'intermédiaire de pD-L1"
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PD-1 est également un corécepteur inhibiteur exprimé sur les cellules T activées CD4+ et

CD8+. Ce corécepteur a notamment PD-L1 comme ligand (Figure 36)™**

. L'expression de PD-L1 est
associée a un mauvais pronostic dans les mélanomes et les carcinomes hépatocellulaires. Les
anticorps ciblant PD-1 et PD-L1, toujours en développement clinique, donnent des résultats

prometteurs avec une toxicité moins importante que les inhibiteurs de CTLA-4'".

En termes d’efficacité et de réponse au traitement dans le mélanome, 98% des tumeurs
positives a PD-L1 étaient associées a des Lymphocytes Infiltrant la Tumeur (TIL), avec seulement 28%
des tumeurs négatives a PD-L1. Trois catégories de mélanomes ont pu ainsi étre décrites concernant
I'expression de PD-L1'"* :

- les mélanomes PD-L1+/TIL+, qui répondraient le plus au traitement bloquant PD-1 ou PD-L1 ;
- les mélanomes PD-L1-/TIL+, qui ne répondraient pas au blocage de PD-L1 (voire PD-1) mais
qui pourraient avoir des bénéfices dans des associations avec des inhibiteurs d’autres voies

de co-stimulation comme CTLA-4 ;

- les mélanomes PD-L1-/TIL-, qui ne répondraient pas a ce type de traitements.

Le pembrolizumab et nivolumab sont deux anticorps monoclonaux anti-PD-1 en phase Ill en
cours dans les indications de mélanomes, de cancers pulmonaires non a petites cellules et de cancers
rénaux. Deux autres composés ciblant PD-1 sont en phase | et un en phase II.

RG-7446 et MEDI-4736 sont deux anticorps anti-PD-L1 en phase Il dans les cancers
pulmonaires non a petites cellules. Deux autres molécules sont en phase .

Parmi les molécules les plus avancées dans le développement clinique, le nivolumab
présente une caractéristique commune avec les anti-CTLA-4 : le nombre de réponses compléetes
durables. Les questions qui restent en suspens sont : comment augmenter le nombre de patients
avec un bénéfice clinique a long terme ? Et comment prédire les patients qui vont le mieux
répondre''® ?

L’étude CheckMate-066 est une étude de phase Ill évaluant le nivolumab versus dacarbazine

chez des patients atteints de mélanomes stade IlI/IV non résécable et non précédemment traités.
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Cette étude vient d’étre arrétée prématurément, le 24 juin 2014, car une analyse intermédiaire a
montré une augmentation de la SG dans le bras nivolumab'". Cette efficacité démontrée rapidement
renforce le potentiel de ces inhibiteurs de checkpoints immunitaires.

Le congres de I'’ASCO 2014 a vu des résultats intéressants émergés concernant le
pembrolizumab dans une étude de phase | la plus conséquente en oncologie : 411 patients atteints
de mélanomes métastatiques. La médiane de SSP était de 5,5 mois avec une SG a un an de 69% et
estimée a 62% a 18 mois. Les bénéfices majeurs sont également au niveau de la toxicité. En effet,
seuls 1 a 2% des patients ont présenté des effets secondaires de grade 3 ou 4 et 4% des patients ont
arrété leur traitement pour cause d’intolérance au traitement.

Ces résultats sont confirmés par un anticorps anti-PD-L1, le MPDL3280A. Dans une étude de
phase | chez des patients atteints de cancer métastatique urothéliaux de la vessie, mais également
dans une autre étude chez des patients atteints de cancers pulmonaires, des taux de réponses élevés
ont été rapportés (43 a 50%). Toujours dans la méme lignée que les anti-PD1, la toxicité a été

moindre avec une absence d’effet secondaire de grade 4 et aucune toxicité rénale.

b) La néo-angiogeneése : cible du microenvironnement la plus avancée

Le premier médicament antiangiogénique est un anticorps monoclonal anti-VEGF: le
bevacizumab. Il a obtenu sa premiére indication en 2004 dans le cancer colorectal métastatique.
Depuis son efficacité a été démontrée dans un certain nombre d’indications : cancer du sein, cancer
du poumon non a petites cellules, cancer du rein, cancer de I'ovaire, cancer des trompes de Fallope
et cancer péritonéal. Ces différentes indications sont toujours en association et en premiere ligne
métastatique'’®. Alors que la cible de I'angiogenése était trés attendue, celle-ci a montré son
efficacité de maniére moins spectaculaire que prévu. En effet, le bevacizumab allonge laSGde 1 a2
mois en moyenne“g.

Depuis, de nouveaux agents antiangiogéniques sont sur le marché. Ce sont des ITKs qui

inhibent plusieurs cibles des récepteurs VEGF (VEGF1, 2 ou 3, PDGFR) associés a d’autres voies de
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signalisation comme EGFR, c-kit ou Raf: vandetanib, sunitinib, axitinib, sorafenib, pazopanib,

nindetanib (BIBF 1120) (Tableau 7)*%°.

Agent VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 PDGFR EGFR Other targets
Vandetanib [ o RET

Sunitinib ° (] ° (] KIT, FLT3, RET
Axitinib (] [} °

Sorafenib ° o ° ° KIT, RAF, FLT3
Vatalanib L o ° ° KIT

Cediranib ° ° ° e KIT

Motesanib L ° ° [ KIT, RET
Pazopanib L [} ° [ KIT

BIBF 1120 [} ° FGFR

Abbreviations: FGER, fibroblast-like growth factor receptor; FLT3. FMS-like tyrosine kinase 3; KIT, stem cell factor
receptor; RET, glial cell line-derived neurotrophic factor receptor; VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor.

Tableau 7 - Inhibiteurs de tyrosines kinases antiangiogéniques et leurs cibles™

Efficacité

Les principales avancées cliniques apportées par les antiangiogéniques concernent le cancer
rénal métastatique et le carcinome hépatocellulaire. Par exemple, le sorafenib a permis de doubler la
survie sans récidive dans les carcinomes hépatocellulaires par rapport au placebo (24 mois versus 12
mois) et également pour la SSP dans le cancer du rein métastatique (5,5 mois versus 2,8 mois)**.

Les inhibiteurs de tyrosines kinases ayant plusieurs cibles, leur utilisation se fait en

monothérapie contrairement au bevacizumab qui a montré uniquement un intérét en association

avec de la chimiothérapie.

Limites d’efficacité

L'intérét des antiangiogéniques dépend de la localisation. Seul le bevacizumab posséde une

indication dans le cancer pulmonaire non a petites cellules aprés avoir démontré une augmentation

de la SG de deux mois en association avec carboplatine/paclitaxel'*

. Une deuxieme molécule, le
nintedanib est en cours d’enregistrement dans cette indication avec I'étude LUME-LUNG1 qui a
montré une augmentation de la SG médiane de 2,3 mois chez des patients atteints

d’adénocarcinomes pulmonaires en association au docétaxel'®.
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Cependant, de trées nombreuses études cliniques ont eu lieu dans cette indication avec les
antiangiogéniques. Le sorafénib, le motésanib, le sunitinib, le cédiranib, le vandétanib n’ont pas
montré de bénéfices cliniques significatifs.

Depuis, il a été découvert beaucoup de facteurs ayant un role dans I'angiogenése (EGF, FGF,
PGF). Ce contexte donne une explication aux résultats parfois décevants des agents
antiangiogéniques. De plus, il n’existe aucun biomarqueur spécifique de I'activité de ces molécules ne
permettant pas de sélectionner des patients répondeurs. Méme les différentes études évaluant le

taux plasmatiques de la cible, VEGF ou VEGFR, ont montré des résultats contradictoires™”.

A I'heure actuelle le bevacizumab est la molécule antiangiogénique avec le plus d’activité
clinigue démontrée et dont I'utilisation possede le plus de recul. Son développement a connu de
nombreux revers. Cette molécule a été indiquée dans le cancer du sein puis aprés deux études

12512 'son autorisation a été retirée aux Etats-

n’ayant pas démontré de bénéfice en termes de SG
Unis mais conservée en Europe. De plus, bevacizumab a eu des résultats négatifs dans le cancer
gastrique'?”’, dans le cancer pancréatique'®® et dans le glioblastome™®’.

L'explication de cette hétérogénéité de sensibilité aux antiangiogéniques en fonction des
localisations tumorales n’est pas clairement établie. Cela peut étre d aux différences de maturité

vasculaire, aux différences d’expression des facteurs proangiogéniques compensant la thérapie ou a

la différence de dépendance des cellules tumorales en oxygéne et en nutriments™".

Ainsi, depuis 2005 et la commercialisation de bevacizumab, I'angiogenése est le mécanisme
d’action le plus ciblé par les thérapies ciblées : 6 molécules commercialisées sur 33. La majeure partie
d’entre elles est utilisée en monothérapie. Leur efficacité est et pourrait étre augmentée avec des

combinaisons a d’autres molécules.
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6.3.3. Thérapies ciblant I'épigénétique

a) Epigénétique
L'épigénétique représente les changements d’expression des génes et les phénotypes

associés, transmissibles au cours des cycles cellulaires qui ne sont pas codés par I’ADN. Les trois

mécanismes épigénétiques principaux sont la méthylation de I’ADN, la modification des histones et

les ARNs non codants (Figure 37)%°.

Ces changements épigénétiques sont induits par I'environnement et les facteurs de style de

vie.

Chromosome |:

Histone
modifications

0

Figure 37 - Différents types de régulations épigénétiques13

Les modifications épigénétiques sont impliquées dans différents stades de développement
d’une tumeur et il est important d’arriver a identifier les phénomeénes drivers comme dans les

mutations. Les études en cours permettront d’appréhender ces phénomenes plus précisément.
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Méthylation de ’ADN

Concernant la méthylation de I’ADN, deux formes d’aberrations sont retrouvées dans les
cancers : les hypo- et hyperméthylations. Quand I’ADN est hyperméthylé, les promoteurs des genes
ne sont plus accessibles par les facteurs responsables de I'expression des génes, induisant ainsi une
inactivation des geénes concernés comme par exemple les génes suppresseurs de tumeurs.
L’hypométhylation de I'ADN serait impliquée dans |'activation des proto-oncogénes et dans

I'induction de l'instabilité chromosomique.

Modification des histones

La modification des histones entrainent une modulation de I'accessibilité de ’ADN durant la
transcription et la réparation. Cette modulation est engendrée par des modifications au niveau N-
terminal des histones par des phénoménes de phosphorylation, d’acétylation ou de méthylation™".
Cette dérégulation peut donc entrainer une plus grande probabilité de mutations et une plus grande
instabilité génomique.

Les Histones DésACétylases (HDAC) sont des enzymes qui désacétylent les résidus lysines de
la partie N-terminale des histones induisant une fermeture de la chromatine. Ces enzymes

composent une famille d’enzymes au nombre de 18.

ARN non codants

Les ARN non codants possédent un role de régulateur de I'expression des genes. On en
distingue deux principaux types : les petits ARN interférents (ARNsi) et les micro-ARN (ARNmi). Les
ARNmi sont issus de la transcription de genes propres tandis que les ARNsi sont issus de parties
codantes ou non codantes de genes. Ces deux types d’ARN sont produits a partir d’ARN double brin.

Les ARNsi régulent les geénes et les éléments génétiques dont ils sont issus contrairement aux
ARNmi ont un réle de régulations sur d’autres génes.

De nombreux roles de ces ARN ont été mis en évidence : dans la prolifération cellulaire et

I'apoptose avec des impacts directs dans les cancers du poumon, du colon, du sein, du foie et dans
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les leucémies. De plus certains ARNmi ont une fonction d’oncogenes ou de suppresseurs de

tumeurs™2,

b) Les épidrogues : de la théorie a la pratique

Afin de permettre de cibler ces phénomeénes épigénétiques et permettre ainsi de contourner
I’hétérogénéité génomique des tumeurs, des nouvelles molécules sont en développement et pour
certaines déja sur le marché. L'avantage de ces thérapies appelées parfois « épidrogues » est qu’elles

peuvent réversiblement agir sur leur cible.

Méthylation de ’ADN

Deux agents déméthylants de I’ADN ont été approuvés par la FDA et/ou I'European
Medicines Agency (EMA) : azacitidine et decitabine.

Ces deux molécules ont été approuvées dans les syndromes myélodysplasiques et la
leucémie aigué myéloide. L’azacitidine a également une indication dans la leucémie
myélomonocytaire chronique.

Ce sont des inhibiteurs d’ADN-methyltransférases non-sélectifs, présentant une instabilité
chimique ainsi que des effets secondaires importants comme la toxicité rénale et la myélotoxicité.
C’est pourquoi, de nouveaux inhibiteurs plus spécifiques sont nécessaires et attendus'>>.

Nous ne développerons pas davantage ces agents déméthylants qui n"ont montré a I’"heure

actuelle aucun avantage clinique dans les tumeurs solides™.

Désacétylation des histones
Les inhibiteurs d’HDAC sont depuis tres longtemps utilisés en neuropsychiatrie, comme
antiépileptique et comme thymorégulateur (exemple : I'acide valproique).
Le rationnel de I'utilisation de ces inhibiteurs en cancérologie s’est basé sur |'existence d’une

surexpression de certaines HDAC dans certaines cellules malignes, induisant une répression de la
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transcription de genes suppresseurs de tumeurs. Les inhibiteurs d’HDAC sont alors apparus comme
des cibles intéressantes pour la réexpression de ces génes™”.

Deux molécules sont actuellement commercialisées aux Etats-Unis: la romidepsin et le
vorinostat. Ces deux inhibiteurs d’"HDAC sont indiqués dans des lymphomes particuliers, le lymphome
T cutané et le lymphome T périphérique en rechute ou réfractaire. lls n"ont actuellement aucune
indication dans des tumeurs solides.

Les inhibiteurs d’HDAC comprennent une grande variété de composés: des acides
hydroxamiques (panobinostat, vorinostat, belinostat, abexinostat), des peptides cycliques
(depsipeptide), des benzamides (entinostat, romidepsin) ou des courts acides gras (acide butyrique,

acide valproique).

En monothérapie
Pour le vorinostat, des études ont été lancées dans les tumeurs solides. La plus avancée
concerne une phase Il en monothérapie dans les mésothéliomes pleuraux malins avancés dont les

13 |e belinostat, autre

résultats n‘ont pas permis de démontrer une efficacité en terme de SG
inhibiteur d’'HDAC n’a pas montré, a ce jour, davantage de bénéfices cliniques dans ce type de
tumeurs en monothérapie™®.

Le panobinostat est un autre exemple d’inhibiteur d’HDAC qui a subi des résultats négatifs
dans des tumeurs solides. En effet, plusieurs de ces études ont été arrétées pour manque

d’efficacité : dans le cancer colorectal, dans les tumeurs neuroendocrines ou dans les cancers

pancréatiques™’.

En réalisant une revue de littérature des résultats des inhibiteurs d’HDAC dans les essais
cliniques dans les tumeurs solides, Qiu et al ont montré a partir de 20 études différentes, que ces
molécules avaient une efficacité limitée en monothérapie (Annexe 3). En effet, la moitié de ces

études n’a pas fait apparaitre de réponse objective au traitement. Les auteurs en concluent que ce
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type de traitements pourrait étre davantage classé dans les modificateurs de réponses biologiques

plutdt que comme agent cytotoxique™®,

Il peut étre envisagé plusieurs possibilités d’explications des différences d’activités observées
entre les résultats précliniques et les résultats cliniques. La premiere raison est que les essais
cliniques ont été effectués chez des patients qui ont déja échoués a plusieurs lignes de traitement et
atteints d’un cancer en rechute ou métastatique. Chez des patients avancés, ce type de mécanisme
d’action pourrait arriver trop en aval par rapport au développement de la maladie.

De plus, les effets anti-tumoraux des inhibiteurs d’"HDAC aboutissent a |’altération des genes
régulant les cycles cellulaires et I'apoptose. Or, seuls 15% de ces genes sont régulés par des HDAC.

Enfin, il a été montré que les inhibiteurs d’"HDAC peuvent augmenter la transcription des

génes pro et anti-apoptotiques.

En association

Malgré ces limites, les bénéfices cliniques d’association avec des inhibiteurs d’HDAC
semblent meilleurs que la monothérapie (Annexe 4).

Par exemple, I'association vorinostat et tamoxifene chez des patientes atteintes de cancer du
sein RH+ a permis un taux de bénéfice clinique (réponse ou maladie stable supérieure a 24 mois) de
40%. La durée de réponse médiane était de 10,3 mois™®.

Toujours dans le cancer du sein, une phase Il randomisée en double aveugle évaluant
I'association exemestane et entinostat a montré une amélioration significative de la PFS (4,3 mois
versus 2,3 mois pour le bras placebo) et de I'OS (28,1 mois versus 19,8 mois pour le bras placebo)
chez des patientes post-ménopause avec un cancer du sein localement avancé ou métastatique RE+
ayant progressé aprés un inhibiteur d’aromatase’®.

Enfin, une étude de phase Il en double aveugle versus placebo indique que le vorinostat
augmente |'efficacité de I'association carboplatine et paclitaxel chez des patients atteints de cancers

pulmonaires non a petites cellules non précédemment traités en stade I1IB ou IV. En effet, le taux de
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réponse était significativement supérieur avec 34% dans le bras vorinostat versus 12,5% dans le bras

placebo™*.

Bilan
Concernant I'activité des inhibiteurs d’HDAC dans les tumeurs solides, leur intérét semble
plus pertinent en association qu’en monothérapie contrairement aux hémopathies. Les résultats
encourageants de phases Il sont a confirmer avec des études de phase Ill a plus grande échelle.
D’autre part, il a été récemment démontré que I'action des inhibiteurs d’"HDAC était possible
que si le systeme immunitaire était fonctionnel et notamment si la présence d’interféron y (IFNy) est
importante. C'est pourquoi [I'association des inhibiteurs d’'HDAC avec des agents

immunothérapeutiques pourrait &tre une piste rationnelle en clinique®.

Enfin, de nouveaux inhibiteurs d’HDAC, spécifiques de I'HDAC 6 ont été découverts: le
rocilinostat (ACY-1215) et une nouvelle classe développée par le laboratoire Kancera. Les effets
secondaires des autres inhibiteurs d’"HDAC pourraient étre ainsi limités par la spécificité de la

molécule mais leur efficacité reste a démontrer lors des essais cliniques.

ARN non codants
Actuellement, aucune thérapeutique ciblant les ARN non codants n’existe en développement
clinique dans les tumeurs solides.
Des cibles potentielles ont été décrites telles let-7, miR-34, mir-21 et miR-29 mais restent a

des stades pré-cliniques'®.
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6.4. Prendre en compte I’'hétérogénéité

Les stratégies thérapeutiques peuvent également essayer de prendre en compte
I’hétérogénéité plutét que de la contourner. Comme la méme altération peut étre présente au sein
de plusieurs types de cancer, on peut envisager de cibler cette altération génétique quel que soit
I’organe concerné. On verra ensuite la possibilité de combinaisons de thérapies ciblées afin de limiter
les résistances aux traitements. Enfin, on abordera les schémas d’administration et leurs impacts

dans la résistance aux traitements.

6.4.1. Cibler une altération génétique indépendamment de I'organe concerné

L'Institut National du Cancer (INCA) a mis en place en place avec I’/ANSM un programme de
développement et d’accélération de la mise a disposition aux patients d’innovations thérapeutiques :
le programme AcSé (Acces Sécurisé a des thérapies ciblées innovantes). L'objectif est de proposer a
des patients en échec thérapeutique des thérapies ciblant la mutation génétique de la tumeur
indépendamment de sa localisation™*.

Ce programme encadre hors AMM ['utilisation de thérapie ciblée. AcSé se divise en essais de
phase Il. Pour I'heure, un unique essai est en cours portant sur la mutation du gene ALK et
I"utilisation du crizotinib. Ce médicament indiqué dans le cancer pulmonaire, peut étre utilisé dans ce
programme dans certaines formes de lymphomes, de cancers colorectaux, de cancers du sein ou de
neuroblastomes présentant une altération du gene ALK.

La volonté de ces essais est de déterminer les nouvelles indications possibles qui devraient
étre développées par le laboratoire en cas d’efficacité et a contrario d’éviter des essais inutiles en cas

d’inefficacité.
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L’essai de phase Il SHIVA est en cours, évaluant la prise en charge en fonction de I'anomalie
génétique et non en fonction de la localisation tumorale. Au 1% juin 2014, 220 patients ont déja été
recrutés sur les 1000 inclusions initialement prévues. La fin de I'étude est prévue pour octobre 2015
et les résultats sont tres attendus pour valider ce mode de prise en charge totalement différent de

ceux actuellement en vigueur.

Ce type de prise en charge semble avoir ses limites. Certes, 'émergence des biomarqueurs
ont permis et promettent un traitement plus précis, plus efficient et moins risqué, mais il faut
préciser que ces biomarqueurs ne sont pas suffisants pour affirmer I’efficacité d’'une thérapie ciblée.
Méme les cancers présentant les mémes mutations drivers ont montré de grandes variations dans la
réponse au méme traitement. Le vemurafenib, ciblant la mutation BRAF V600E présente dans les
mélanomes et les cancers colorectaux, obtient des résultats cliniques différents dans ces deux
pathologies. Ce taux de réponse est d’environ 80% dans le mélanome mais seulement de 5% dans les
cancers colorectaux’'. Ceci s’explique par le fait que les cancers colorectaux présentant une mutation

BRAF V600E, sont naturellement résistants aux inhibiteurs de BRAF, par rétrocontréle de 'EGFR'*.

6.4.2. Stratégies de combinaison de thérapies

Dans la connaissance de I’hétérogénéité tumorale, les stratégies de combinaison de

traitements semblent nécessaires pour retarder I'acquisition de résistances.

a) Principes

Combiner deux ou plusieurs thérapies ciblées pourrait paraitre la solution idéale pour
attaquer I'ensemble des clones d’une tumeur qui n’expriment pas tous les mémes biomarqueurs.
Cependant, cette théorie nécessite une preuve de concept. En effet, la pertinence des

associations doit étre déterminée en fonction des cancers et par la préclinique.
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Une des principales limites des combinaisons de thérapies ciblées est la potentialisation des
effets indésirables. Car si le principe de cibler uniquement les cellules tumorales est le but premier
des thérapies ciblées, ce mécanisme d’action focalisé sur la tumeur présente des effets secondaires

qui restent importants en fonction des différentes thérapies (cf. 3.2.3).

La combinaison de plusieurs thérapies ciblant la tumeur n’est sGrement pas la seule
alternative de combinaison possible. Une thérapie ciblée peut également étre combinée avec des
thérapies ciblant le microenvironnement.

L'immunothérapie montre ses premiers bénéfices cliniques et semble présenter selon les
résultats un bénéfice a plus long terme que les thérapies ciblées. L’association de thérapies ciblées a

I'immunothérapie semble une piste intéressante (Figure 38)'*, a condition de mettre en évidence les

associations les plus pertinentes et de sélectionner les patients répondeurs.
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Figure 38 - Bénéfice médical potentiel de I'association thérapies ciblées et immunothérapie146

La vaccination thérapeutique, bien qu’ayant montré des résultats modestes en terme
d’efficacité, pourrait sembler intéressante si elle est associée a d’autres agents stimulant I'immunité,
comme les IL-2, IL-15, IL-7 et GM-CSF. Cependant, cette piste a démontré son intérét uniquement a
un stade préclinique.

L'association entre vaccination et inhibiteur de checkpoint immunitaire semble intéressante

avec par exemple des résultats positifs pour I'ipilimumab associés a un vaccin dans les mélanomes ou

dans les cancers de la prostate'*.
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b) Exemples de combinaisons

Depuis 2013 est disponible la premiére association de thérapies ciblées : le pertuzumab et la
trastuzumab, deux anticorps monoclonaux ciblant HER2, chez les patients atteints de cancer du sein.
Ces deux molécules ciblent deux domaines différents du récepteur HER2 empéchant la dimérisation
avec HER3 pour le premier et les deux inhibant la voie de signalisation dépendant d’HER2'".
L’association de ces deux traitements avec le docetaxel a montré une augmentation significative de

la PFS de 6,1 mois et une augmentation de la SG chez les patientes avec un cancer du sein HER2+, en

premiére ligne métastatique™®.

Les inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 ne sont pas encore sur le marché, mais des associations de
thérapies ciblant I'immunité par deux mécanismes différents sont en essais cliniques. Lors du dernier
congres de I’ASCO en 2014, I'association nivolumab, anti PD-1 et ipilimumab, anti-CTLA-4 a montré
que la moitié des patients atteints de mélanomes avancés et traités par I'association étaient vivants
apres 40 mois, représentant le double de la survie obtenue avec les monothérapies respectives dans
les précédentes études. Néanmoins cette efficacité a été associée a une plus grande toxicité et une
phase Ill devrait débuter prochainement****,

Le trastuzumab et les autres thérapies anti-HER2 ont un mécanisme d’action lié au systéeme
immunitaire. En effet, cette molécule tue les cellules cancéreuses en bloquant la voie de signalisation
HER2 et via les mécanismes immunitaires de Cytotoxicité Cellulaire Dépendante des Anticorps
(ADCC). Des études précliniques ont montré l'intérét de I'association d’inhibiteur de PD-L1 ou de
CTLA-4 avec le trastuzumab dans le traitement de tumeurs du sein HER2+"".

Dernierement, une association de thérapies ciblées en phase Il a montré des résultats
intéressants en augmentant la SSP de patientes atteintes de cancers de 'ovaire en rechute. C’est
ainsi que I'olaparib, inhibiteur de PARP et le cediranib, molécule antiangiogénique, ont montré une
SSP de 17,7 mois versus 9 mois pour l'olaparib seul. Cette avancée est intéressante mais reste a

confirmer dans une étude de phase Ill car I'association de ces molécules montre une toxicité

. s s by . . . 152
importante et sera sans doute réservée a des cas particuliers de patientes >,
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6.4.3. Changer les schémas d’administration

a) Poursuivre un traitement...

Dans les pratiques actuelles en oncologie, un traitement par ITK est arrété quand la maladie
progresse. Or la tumeur étant hétérogene, la résistance I'est aussi et I'arrét des ITKs pourrait
précipiter la progression en levant trop précocement la pression thérapeutique sur une partie de la
tumeur.

Des patients ayant développé une résistance a erlotinib ou au gefitinib pour un cancer du
poumon ont présenté une fréquence importante (23%) de poussées de la maladie apres arrét de I'ITK
et avant linitiation d’un autre traitement. La poussée de la maladie était définie par une
hospitalisation ou un déces attribuable a la progression de la maladie apres arrét de I'lITK. Le temps
médian de poussée est de 8 jours. Ces patients qui ont eu une poussée ont présenté un temps
jusqu’a progression plus court que chez les autres patients (9 mois vs 15 mois)**>.

C’est pourquoi, quelques études sont en cours afin d’évaluer l'intérét de poursuivre un ITK
apres progression en association avec un autre traitement. C'est le cas pour une étude évaluant
I'efficacité du gefinitib chez des patients ayant progressé apres une premiere ligne de gefitinib,
comparant la poursuite du gefitinib en association avec le cisplatine et pemetrexed versus cisplatine

et pemetrexed seuls (NCT01544179).

Une autre stratégie de traitement est d’utiliser des doses en alternance ou des schémas

d’administration des ITKs.

b) ... ou en schéma discontinu ?

Dans la méme problématique de validité du schéma actuel d’administration d’ITK jusqu'a
progression de la maladie, une étude évalue actuellement le schéma d’administration du pazopanib

dans les cancers de la thyroide métastatique. L'étude PAZOTHYR évalue la durée optimale de
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traitement apres 6 cycles de traitement en continu, entre le schéma classique jusqu’a progression et
le schéma séquentiel, a savoir, pas de traitement jusqu’a progression puis reprise du traitement pour

6 mois au moment de la rechute™*.

L’alternance de doses ou des schémas d’administration peut étre également envisagée dans
le cas d’associations de thérapies ciblées. En effet, des modéles précliniques ont montré que
I'association d’un inhibiteur de la voie PI3K et un inhibiteur de la voie RAS avait une efficacité
supérieure que les deux inhibiteurs seuls dans des lignées cellulaires de cancers pulmonaires et

15 Is ont

permettait de lever la résistance de certaines cellules cancéreuses a une des thérapies
également montré que cette efficacité était préservée avec des schémas d’administration alternés.

Ce type d’administration pourrait &tre mieux toléré qu’une administration continue™®.

Ainsi, des schémas d’administration discontinus peuvent étre envisagés soit pour maintenir

une thérapeutique efficace et éviter de sélectionner des clones résistants, soit pour pouvoir

combiner plusieurs thérapies ciblées tout en préservant une certaine qualité de vie des patients.
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7. DISCUSSION : DEMAIN QUELLES SERONT LES MODES DE PRISES

EN CHARGE EN ONCOLOGIE ?

7.1. Diagnostic

Afin d’évaluer le dynamisme de I'hétérogénéité tumorale, la biopsie au moment de la rechute
du cancer que ce soit au niveau local ou au niveau des métastases va s’imposer tres rapidement dans
la plupart des cancers, car elle a non seulement prouvé sa validité mais également son impact
thérapeutique. Cette technique est déja utilisée en routine au moment du diagnostic. Sa pratique
lors de la rechute nécessite sa présence dans des guidelines afin de recommander et de faire entrer
cet examen dans le circuit classique de diagnostic complet, comme c’est déja le cas dans le cancer du
sein.

Cependant, cet examen possede de nombreuses limites dues a I’hétérogénéité tumorale
comme évoqué précédemment (cf. 4.5.1). Effectuer une nouvelle biopsie au niveau des métastases
pose les problemes du nombre de prises d’essais nécessaires pour avoir un reflet de I'ensemble de la
métastase, de la profondeur de préléevements et des temps de prélevements par rapport aux cycles

de traitement pour évaluer I'évolution des biomarqueurs.

Le séquencage complet du génome va devenir rapidement un outil indispensable dans la
décision thérapeutique. Les colts de plus en plus réduits de cette technique, I'augmentation du
panel des altérations génétiques et des thérapies ciblées associées obligent a connaitre la tumeur
dans son ensemble afin d’étre le plus efficient possible. Le Plan cancer 2014-2019 soutient la mise en
ceuvre et la réalisation du séquencage a haut débit de I'ensemble des cancers a la fin du Plan dans

son action 6.4". Pour cela, une analyse est envisagée pour 10.000 tumeurs en 2015 et 60.000 en 2018
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pour une centaine de génes pour lesquels on dispose de thérapies ciblées et pour 3.000 patients en
2015 et 50.000 en 2019 pour une analyse compléte du génome. Cette volonté de la part de I'Etat
francais d’'impulser cette dynamique va permettre d’ici a 5 ans de faire rentrer cette pratique dans
les étapes de diagnostic de routine. Le séquencage permettra de connaitre I’'hétérogénéité de
chaque tumeur et ainsi d’évaluer I’ensemble des clones présents afin de mettre en place la meilleure

stratégie thérapeutique et d’anticiper les résistances aux thérapies ciblées.

Le suivi de cette mouvance ne peut se faire sans I'aide de méthodes non invasives. Les
biopsies liquides, par I'intermédiaire de I’ADNtc ou des CTCs, ont montré leur efficacité diagnostique.
Mais malheureusement, celle-ci n’est pas probante a tous les stades de la prise en charge. Les
premieres utilisations de ces techniques devraient intervenir au niveau du suivi des rechutes.

Les faux positifs de ces techniques sont un probléme majeur. Comment prendre en charge un
patient ayant de ’ADNtc ou des CTC avec des tests diagnostiques suivants négatifs ? D’autant plus
gue les informations apportées par I’ADNtc ne peuvent pas indiquer la localisation tumorale. Ce
mangque de spécificité peut limiter son utilisation pour un premier diagnostic.

En revanche, leurs intéréts dans le suivi du traitement et des rechutes restent importants.
Ces techniques doivent étre encore validées a grandes échelles et lors d’essais cliniques. Concernant
les CTC, plus de 400 essais cliniques les utilisent actuellement comme biomarqueurs™’ et leurs

utilisations devraient se peaufiner au fur et a mesure des résultats.

7.2. Traitements

Adapter le traitement en oncologie en fonction de I'hétérogénéité de la tumeur est un

challenge important pour les stratégies thérapeutiques futures. La tumeur étant une entité
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dynamique et évoluant en fonction de son environnement, les évolutions diagnostiques ne sont
gu’une premiére étape pour adapter au mieux les traitements.

Les essais thérapeutiques institutionnels ont commencé a prendre en compte

I’hétérogénéité tumorale et permettront de valider des prises en charges différentes.

Les principales avancées thérapeutiques résident dans le contournement de cette
hétérogénéité dynamique en se basant soit sur les CSC, soit sur le microenvironnement, soit sur
I’épigénétique.

Si I'on discute maintenant des thérapeutiques les plus décevantes dans les tumeurs solides,
on peut commencer par les épidrogues que sont les agents hypométhylants et les inhibiteurs
d’HDAC. En effet, ces molécules n’ont montré aucun intérét clinique en monothérapie contrairement
a ces mémes molécules dans les hémopathies. La combinaison des inhibiteurs d’"HDAC avec d’autres
thérapies pourrait étre la seule possibilité pour voir apparaitre ce type de molécules dans le
traitement des tumeurs solides.

Le ciblage des CSC est une piste encore trop précoce, car il se heurte a la connaissance et a
I'identification encore incompléte de ce type de cellules. Les premiéres thérapies vont
vraisemblablement tirer leur bénéfice a viser a la fois les CSC et les autres cellules tumorales. Ce
mode d’action n’est pas forcément un inconvénient puisque cela permettrait de s’attaquer a la
masse tumorale et aux cellules avec un role dans les rechutes. Pour finir, ce type d’approche risque
de se heurter au dynamisme des cellules tumorales et a la plasticité cellulaire limitant peut-étre
I'efficacité de ces molécules.

Les thérapies visant le systeme immunitaire est une des pistes les plus prometteuses en
termes d’efficacité anti-tumorale mais aussi en termes de tolérance. Leur intérét futur est donc
double : a la fois contourner I’'hétérogénéité tumorale par leur action sur I’'hote et étre administré en
association grace au profil de toxicité faible des anti-PD1 et anti-PDL1.

Le ciblage de I'angiogenese dans le microenvironnement tumoral est plus abouti. En effet, ce
type de mécanisme d’action posséde le plus de thérapies ciblées. Le bevacizumab est la thérapie

ciblée possédant le plus d’indications dans les tumeurs solides montrant ainsi son bénéfice de facon
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large. Méme si les nouvelles molécules antiangiogéniques sont moins attendues car moins nouvelles,
les ciblages de nouveaux facteurs angiogéniques comme FGF vont pouvoir démontrer de nouveaux

bénéfices cliniques.

Méme si la considération de I’'h6te et de son microenvironnement apparait comme un
facteur clé des futurs succés cliniques en oncologie, cette stratégie de contournement de
I’'hétérogénéité ne peut étre la seule.

En effet, les modes de développement et d’évaluation de I'efficacité restent d’actualité. |
reste a ce jour idéaliste d’envisager une prise en charge des patients uniquement en fonction de
I'altération génétique et non plus en fonction de I'organe considéré. Ceci s’explique pour deux
raisons :

- la localisation et le type tumoraux ont des impacts sur la formation, sur la sensibilité et la
résistance aux traitements, sur l'environnement rendant impossible de prédire ou
d’extrapoler a un autre organe des résultats d’'une thérapie ciblée ;

- les résultats de toutes les thérapies ciblées sont différents en fonction de la localisation
tumorale apportant plus ou moins, voire pas d’efficacité dans certains cancers.

En conséquence, les essais cliniques et les traitements ciblant une localisation et une ou

plusieurs altération(s) semblent de vigueur pour le futur.

Pour finir, les associations de thérapies ciblées semblent une des pistes les plus intéressantes
afin de viser différents mécanismes d’action et de limiter les phénoménes d’échappement. Il reste
cependant un important chemin a parcourir afin de déterminer les meilleures associations avec la
meilleure balance bénéfice/risque.

Les deux ou plusieurs molécules des associations ne seront peut-étre pas administrées de
maniére concomitante. En effet, une piste de développement intéressante est le schéma
d’administration en continu ou en discontinu. Ces modes d’administration devront cependant

répondre a un challenge économique important (cf. 7.5).
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7.3. Evolution des autorités de santé

La théorie de ciblage d’une population répondant a un traitement veut que les prix de ces
thérapies ciblées soient économiquement valables car évitant que des patients non répondeurs au

traitement soit traités.

Lors d’un Office Parlementaire d’Evaluation des Choix Scientifiques et Technologiques
(OPECST), organisé sur le theme de la « médecine personnalisée » en juin 2013, le professeur Gilles
Bouvenot alors président de la commission de transparence de I'HAS évoquait les évolutions
nécessaires face aux thérapies ciblées. Celui-ci évoquait deux points importants, et ce d’autant plus
pour les possibles associations de thérapies ciblées.

Premiérement, les effectifs des essais cliniques des thérapies ciblées s’adressant a des
populations restreintes, sont obligatoirement faibles. Les autorités de santé sont et seront obligées
de prendre un risque en accordant une AMM sans que plusieurs milliers de patients n’aient encore
recu ce traitement. Cette prise de risque sera d’autant plus importante avec des stratégies de
combinaisons de thérapies qui augmentent les potentiels effets secondaires.

Deuxiemement, il ne faut pas considérer une thérapie ciblée comme un médicament qui va
étre donné sur une période de temps longue mais plutét dans une stratégie séquentielle et/ou une
stratégie d’associations. Ceci amene a un changement de philosophie pour les oncologues mais aussi

pour les autorités de santé et de facto pour les industriels du médicament.
Les autorités de santé ne sont pas les seules a étre appelées au changement. En effet, les

industriels du médicament ont un impact fort dans la prise en compte de I’'hétérogénéité tumorale et

dans les évolutions qui en découlent.
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7.4. Evolution des industriels du médicament

Les industriels du médicament semblent avoir deux challenges importants face a cette
hétérogénéité : la problématique des associations de thérapies et I’évolution du parcours de prise en

charge du patient cancéreux.

Comme l'illustre la Figure 39, le cycle de vie du médicament évolue vers une augmentation
des colts de recherche et développement avec des médicaments de plus en plus innovants et vers
une entrée plus rapide des génériques et des biosimilaires par I'intérét d’'un marché de I'oncologie
attrayant. Ces deux parametres obligent a lancer le produit le plus rapidement possible et a accélérer
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Figure 39 - Evolution du cycle de vie du médicament™*®

Cette question de la durée de vie du médicament conditionne son développement. Ainsi
dans un intérét stratégique, les premieres associations de thérapies ciblées appartiennent au
pipeline des mémes laboratoires pharmaceutiques :

- ipilimumab et nivolumab a Bristol-Myers-Squibb ;

- trastuzumab et pertuzumab a Roche ;
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- olaparib et cediranib a AstraZeneca.

Ces combinaisons sont certes les plus faciles pour les laboratoires car deux de ses molécules
peuvent avoir un intérét en association mais elles ne sont peut-étre pas les plus médicalement
pertinentes. Le challenge reste donc important pour proposer les meilleures associations possibles
quel que soit le laboratoire commercialisant les molécules et dont l'intérét économique reste

important si I'efficacité des molécules associées est améliorée.

Le deuxieme impact pour les industriels du médicament est I’évolution de la prise en charge
du patient cancéreux. En effet, les méthodes diagnostiques évoquées (séquencage complet du
génome, biopsies métastatiques, biopsies liquides) sont et vont devoir étre intégrées plus largement
aux essais cliniques et permettre ainsi de valider et d’aider a la prise en charge évolutive du patient

cancéreux.

Le dernier point important également pour les industriels du médicament concerne les

évolutions économiques nécessaires pour maintenir un systéme de santé viable dans le temps.

7.5. Evolutions économiques

L'impact du cancer dans I'UE a été chiffré dans une étude datant de 2013 a 126 milliards
d’euros pour I'lannée 2009 dont 40% sont imputables aux seules dépenses de santé (50,1 milliards
d’euros). Concernant la France, cela représente 17 milliards d’euros™”.

D’autre part, la fixation des prix est mise a mal par trois crises importantes :

- les crises économiques et financieres imposant une exigence de moindres dépenses pour un

moindre endettement ;
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- la crise de confiance entre industriels du médicament, payeurs et grand public, aprés des

échecs thérapeutiques et des accidents graves constatés a posteriori.

7.5.1. Limites des systemes de santé actuels

En une décennie, le prix des nouveaux médicaments anticancéreux a pratiguement doublé,
passant d’un colit moyen de 3.700 & 7.400 € par mois*®°.

Les perspectives d’évolution de prise en charge en oncologie développées précédemment
laissent envisager que la tendance des colts du cancer n’est pas préte d’infléchir.

Dans plusieurs pays, des voix s’élevent pour dénoncer les prix des anticancéreux
nouvellement mis sur le marché. En 2013, des onco-hématologues se sont exprimés dans la revue
Blood pour notamment souligner que sur 12 nouveaux traitements approuvés par la FDA, 11 avaient

180 ces prix pointés du doigt de plus en plus depuis les années

un prix supérieur a 100.000S par an
2000, concernent principalement les hémopathies pour lesquelles les populations de patients sont
plus restreintes (imatinib, ibrutinib) mais les prix importants sont également une réalité pour les
tumeurs solides.

Ce phénomeéne sera certainement amené a s’exacerber dans le futur, avec le développement
des associations de thérapies ciblées a I'image de la premiére : pertuzumab/ trastuzumab. Cette
combinaison n’a effectivement pas été jugée colt-efficace par le National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) selon leur modéle en dépit du gain de la SSP de cette association™®".

Les limites des systémes actuels sont les mémes en France. Le Comité Economique des
Produits de Santé (CEPS) a fixé dans son rapport d’activités de 2009, un plafond de prix de
médicaments a 50.000€ par an et par patient afin de limiter la hausse continue des prix, a I'exception
des médicaments orphelins. L'organisme a considéré qu’a ce niveau de prix la récompense pour les
innovateurs était suffisante quels que soient les médicaments de comparaison déja sur le marché®*.

Le pertuzumab a obtenu un prix de 2861,20€ par flacon, correspondant a un prix de 49.600€ par an

et par patiente, juste en dessous du plafond évoqué précédemment. Nous pouvons nous demander
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si cette volonté de plafonner les prix n’a pas ses limites puisque d’une part que se passe-t-il sous
cette valeur et d’autre part pour cet exemple, il faut en réalité ajouter au co(t par patient le prix de

la premiére thérapie ciblée ?

Dans ce contexte d’évolution a la hausse des prix en oncologie associé a de multiples crises,
comment considérer et valoriser les innovations thérapeutiques tout en maintenant un systéme de

santé économiquement viable ?

7.5.2. Evolutions envisagées

C’est ainsi qu’émergent depuis quelques années de nouveaux moyens de prise en charge des
colts des médicaments. Le challenge pour les systémes de santé et les industriels est de trouver un
compromis entre incertitude quant a l'efficacité en vie réelle et la propension a payer pour un

bénéfice clinique.

Une piste intéressante est celle des « contrats de partage de risques ». Cette approche de
partage de risques peut exister sous différentes formes :

- en fonction de leur nature: risque basé sur un accord purement financier ou sur la
performance clinique du produit ;

- en fonction de leur niveau d’application : au niveau de la population globale traitée ou au
niveau individuel (contrat personnalisé).

Les contrats de risques basés sur des accords financiers sont déja pratiqués. Les accords prix-
volumes sont largement mis en pratique en Europe, notamment en France, au Royaume-Uni ou en
Italie, mais également les dépenses plafonnées en Australie et aux Etats-Unis, ou les remises
conditionnelles en Italie et Grande-Bretagne.

Plus particulierement les « contrats de partage de risques basés sur la performance » sont

conditionnés par une performance définie, suivie chez des patients déterminés sur une période de
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temps spécifiée et pour lesquels le montant et le taux de remboursement sont basés sur I'atteinte de

cet objectif'®.

Par conséquent, ce type de contrat ne se base pas uniquement sur les effets
scientifiques des études cliniques faites sur des populations ultra-sélectionnées dans des conditions
contrblées, mais se base également sur des bénéfices cliniques réels en fonction de résultats
individuels ou populationnels.

D’autre part, du point de vue de l'industriel, ce mode de contrat posséde |'avantage de
préserver un « prix facial ». En effet, un grand nombre de pays utilise un référencement international
afin de définir leur prix national, « I'International Reference Pricing (IRP) ». Cela a pour conséquence
une certaine homogénéité dans les prix internationaux, ce qui permet de limiter les importations
paralléles et diminuer les disparités d’acces au médicament entre les pays. Maintenir ce prix facial le
plus élevé est une priorité pour les industriels, quitte a reverser une grande partie de leur chiffre
d’affaires via les accords développés plus haut.

Les exemples de ces contrats de partage de risques basés sur la performance commencent a
se développer notamment en France. Sur 140 études post-inscription déja réalisées en France, 3

étaient spécialement développées dans la cadre de contrats de partages de risques basés sur la

performance. Ces dernieres étaient demandées par le CEPS et ont abouti a une revalorisation du prix.

Ainsi selon la Société Francaise en Economie de la Santé (SFES), chacune des parties est
consciente de fournir ou d’acheter des résultats dont le défaut, en vie réelle, servira de base pour
une compensation concrete et prévisible. Par conséquent, le prix le plus juste est atteint quand le
payeur le considere comme un véritable investissement et que I'industriel bénéficie du fruit de sa

contribution a la santé*®.

7.5.3. Conclusion

Cette (r)évolution de la fixation du prix et remboursement comme un «retour sur

investissement » est un changement de paradigme important mais certainement nécessaire afin
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d’envisager un systeme d’assurance maladie viable et afin de rétablir un climat de confiance entre le
grand public, les organismes payeurs et les industries du médicament. Cependant, la seule solution
trouvée actuellement réside dans ces contrats de partage de risque. Et cette solution reste assez
hésitante pour I'instant car encore assez rare et tres confidentielle.

Ces accords ont pour but de diminuer le risque pris par les deux parties. Mais est-ce une
solution convaincante ? Dans un contexte de scandales sur les prix (actuellement sur les traitements
contre I'hépatite C, ol méme la justification de I'innovation est remise en question), il va falloir que
les acteurs en présence, supportés par |'utilisation croissante de la médico-économie aient la lourde
tache de parvenir a un assainissement de la situation, c’est-a-dire un compromis entre retour sur

investissement pour les industriels, et régulation des dépenses pour les autorités de santé.
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CONCLUSION

A la fin des années 90, les mécanismes de résistance aux chimiothérapies étaient connus.
Malgré toutes ces données, la levée de la résistance ne s’est pas faite par l'intermédiaire de ces
mécanismes mais par le ciblage plus précis de certains marqueurs. En effet, les études de molécules
ciblant les protéines d’efflux, principales responsables de résistance aux chimiothérapies, ont été
négatives et n’ont pas permis de voir émerger des médicaments actifs dans les tumeurs résistantes.

La résistance aux thérapies ciblées est-elle au méme niveau que la résistance aux
chimiothérapies quinze ans plus tot ? Les principaux mécanismes des résistances sont connus mais

leurs connaissances vont-elles permettre de lever cet obstacle ?

En attendant la réponse a cette question, nous pouvons constater que |’hétérogénéité au
sein d’une tumeur arborant plusieurs sous-clones de cellules n’est pas sans rappeler les populations
microbiennes (bactéries, virus ou levures) qui existent a I'état clonal et pouvant se diversifier en
plusieurs sous-clones. L’'évolution de ces populations se fait grace a des facteurs biologiques
importants, comme les taux de mutations, les interactions cellule-cellule, les déplacements
cellulaires et aussi grace a des facteurs environnementaux. Et le paralléle entre ces entités est fort.

Les études sur les microorganismes ont montré que ces populations avec une grande
variabilité s’adaptent plus rapidement que celles qui sont génétiquement homogenes et les
populations hétérogénes changent plus vite dans un environnement stressant et évoluant
rapidement.

Cette analogie oriente les perspectives de prise en charge vers un ajustement des
thérapeutiques le plus tot possible, des I’'émergence des premiers clones résistants, comme cela est
le cas par exemple dans la prise en charge d’infections bactériennes ou fongiques. Si I'on pousse la
paralléle plus loin, pourrait-on envisager alors I'éradication compléte de la maladie chez un patient
comme c’est le cas pour des infections bactériennes ou devra-t-on envisager la prise en charge de
maniere totalement chronique comme pour des infections virales ?

132



Ainsi, la compréhension de I’hétérogénéité des tumeurs impacte encore peu la prise en
charge médicale. Cependant, elle devient essentielle comme elle I'’est devenue dans les pathologies

infectieuses.

C’est I'ensemble des acteurs de la vie d’'un médicament qui est impliqué dans cette évolution
et celle-ci doit se réaliser dans la meilleure efficience possible dans I'intérét du patient. Bien entendu,
les challenges évoqués restent nombreux mais les échecs autant que les succes vont aboutir a une

meilleure prise en charge des tumeurs solides.
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ANNEXES

NOUVELLES MOLECULES MISES SUR LE

Annexe 1

MARCHE DEPUIS LE 1% JANVIER 2004 AYANT UNE
PREMIERE AMM EUROPEENNE EN CANCEROLOGIE

Du 1°" janvier 2004 au 26 novembre 2013

Médicaments Molécules Date AMM Localisation Ilpscription
iste en sus
2004
Zevalin® ibritumomab Janvier 2004 Hématologie Oui
tiutexan (thérapie ciblée)
Faslodex® fulvestrant Mars 2004 Sein Qui Radié
(03/2012)
PhotoBarr® porfimer sodium Mars 2004 ORL Oui
Velcade® bortezomib Avril 2004 Hématologie Oui
Lysodren® mitotane Avril 2004 Carcinome Non
corticosurrénalien
Erbitux® cetuximab Juin 2004 Digestif et ORL Oui
(thérapie ciblée)
Alimta® pemetrexed Sept 2004 Poumon Oui
2005
Avastin® bevacizumab Janvier 2005 Digestif + sein + poumon  Oui
+Uuro
(thérapie ciblée)
Tarceva® erlotinib Sept 2005 Poumon + pancréas Non
(thérapie ciblée)
Eligard® acétate de Mars 2005 Prostate Non
leuproréline (hormonothérapie)
2006
Evoltra® clofarabine Mai 2006 Hématologie Oui
Nexavar® sorafenib Juillet 2006 Digestif et urologie Non
(thérapie ciblée)
Sutent® sunitinib Juillet 2006 GIST + urologie Non
(thérapie ciblée)
Sprycel® dasatinib Nov 2006 Hématologie Non
(thérapie ciblée)
2007
Atriance® nelarabine Aolit 2007 Hématologie Oui
Yondelis® trabectedine Sept 2007 Sarcome + ovaire Oui
Torisel® temsirolimus Sept 2007 Urologie (rein) + Oui
hématologie
(thérapie ciblée)
Tasigna® nilotinib Sept 2007 Hématologie Non
(thérapie ciblée)
Vectibix® panitumumab Déc 2007 Digestif Oui
(thérapie ciblée)
2008
Abraxane® paclitaxel lié a Janvier 2008 Sein Non
’albumine
Tyverb® lapatinib Juin 2008 Sein Non
(thérapie ciblée)
Vidaza® azacitidine Déc 2008 Hématologie Qui
144
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2009

Firmagon® degarelix Février 2009 Urologie (prostate Non
hormonodépendant)
Removab® catumaxomab Avril 2009 Ascite maligne Non
(thérapie ciblée)
Iressa® gefitinib Juin 2009 Pneumologie Non
(thérapie ciblée)
Afinitor® everolimus Aolit 2009 Urologie (rein) Non
(thérapie ciblée)
Javlor® vinflunine Septembre Urologie (vessie) Qui Radié
2009 (03/2012)
2010
Arzerra® ofatumumab Avril 2010 Hématologie Oui
(thérapie ciblée)
Votrient® pazopanib Juin 2010 Urologie (rein) Non
(thérapie ciblée)
Tepadina® thiotepa Mai 2010 Tumeurs solides Non
(cytotoxique)
Levact® bendamustine Juillet LLC, LNH, MM Oui
(cytotoxiques)
Vantas® acétate Juillet Prostate Non
i s aadd
d’histreline (hormonothérapies)
2011
Halaven® eribuline Mars 2011 Sein Oui
Jevtana® cabazitaxel Mars 2011 Urologie (prostate) Non
Teysuno® tegafur- Mars 2011 Digestif (estomac) Non
gimeracil_oteracil
Yervoy® ipilumumab Juillet 2011 Mélanome Oui
(thérapie ciblée)
Zytiga® abiraterone Septembre Urologie (prostate) Non
2011
2012
Caprelsa® vandetanib Février 2012 Thyroide Non
(thérapie ciblée)
Zelboraf® vemurafenib Février 2012 Mélanome (thérapie Non
ciblée)
Pixuvri® dimaléate de Mai 2012 Lymphome Non
pixantrone (cytotoxique)
Inlyta® axitinib Septembre Carcinome (rein) Non
2012 (thérapie ciblée)
Dacogen® decitabine Septembre Leucémie aigué Non
2012 myéloide
(cytotoxique)
Xalkori® crizotinib Octobre 2012 Poumon (NAPC) Non
(Thérapie ciblée)
Adcetris® brentuximab Octobre 2012 Lymphome Non
vedotin (thérapie ciblée)
2013
Zaltrap® aflibercept Février 2013 Colorectum Non

45 L’acétate d’histréline ou Vantas® est un analogue de la LH-RH qui se caractérise par un code ATC, défini par ’OMS, tres

particulier commencant par HO1. Son code est HO1CAO3 (H = préparations hormonales systémiques, sauf hormones

sexuelles et insuline ; 01 = hormones hypophysaires et hypothalamiques, et analogues ; C = hormones hypothalamiques ;

A = hormones libérant la gonadotrophine ; 03 = histéline). A noter que les autres analogues de la LH-RH sont
actuellement classés en LO2AE. Le laboratoire pharmaceutique propriétaire de ce médicament revendique

’appartenance de son produit aux hormonothérapies (classe ATC commencant par L02), notamment au vu du fait que le

médicament ne dispose que d’une seule indication thérapeutique, le « traitement palliatif du cancer avancé de la
prostate ». La spécialité peut étre prescrite par tout médecin.
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(thérapie ciblée)

Perjeta® pertuzumab Mars 2013 Sein métastatique Non
(tThérapie ciblée)
Bosulif® bosutinib Mars 2013 LMC Non
(thérapie ciblée)
Xtandi® enzalutamide Juin 2013 Prostate Non
Iclusig® ponatinib Juillet 2013 LMC/LAL Non
(thérapie ciblée)
Erivedge® vismodegib Juillet 2013 Carcinomes Non
(autres anticancéreux)
. . Aolit 2013 Colorectal Non
Stivarga regorafenib s
(Thérapie ciblée)
Aolit 2013 Mél N
Tafinlar dabrafenib ou e,alnorﬁe e on
(thérapie ciblée)
Septembre Poumon (CBNPC Non
Giotrif® afatinib o3 mon (CBNPC)
(thérapie ciblée)
® ado-trastuzumab Septembre Non
Kadcyla emtansine 2013

Au total :

54 molécules « anticancéreuses » ont obtenu une premiére AMM européenne en oncologie
depuis le 1°" janvier 2004.

Parmi elles, 10 nouvelles molécules anticancéreuses ont été mises sur le marché depuis le
1%" janvier 2013.

A noter, certains médicamets ne figurant pas dans ce tableau :

les médicaments qui ont eu une AMM pour une nouvelle forme pharmaceutique, mais présents
sur le marché sous une autre forme avant 2004 pour une méme indication :

v

v

v

v

cladribine (Litak®) ;
temozolomide (Temodal®) ;
topotecan (Hycamtin®) ;

6-mercaptopurine monohydrate (Xaluprine®) ;

les médicaments qui ne sont pas des antinéoplasiques a proprement parler, mais qui possédent
un code ATC commencant par LO1 ou LO2 :

v

plerixafor (Mozobil®), 2009 - mobilisation de cellules-souches hématopoiétiques
avant transplantation autologue chez les patients atteints d’un lymphome ou
myélome multiple, inscrit sur la liste en sus ;

chlorhydrate d’anagrélide (Xagrid®), 2004 - réduction du nombre élevé de plaquettes
chez les patients a risque atteints de thrombocytémie essentielle (TE), présentant
une intolérance a leur traitement actuel ou dont le nombre élevé de plaquettes n’est
pas réduit a un niveau acceptable par leur traitement actuel ;

hydroxycarbamide (Siklos®), 2007 - prévention des crises vaso-occlusives
douloureuses récurrentes, y compris celle du syndrome thoracique aigu chez
’adulte, ’adolescent et ’enfant agé de plus de 2 ans souffrant de drépanocytose
symptomatique ;

acide 5-aminolévulinique (Gliolan®), 2007 - visualisation des tissus malins au cours du
traitement chirurgical du gliome malin (grade Ill et IV de U'OMS) ;
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v acide 5-aminolévulinique (Ameluz®) 2011 - traitement de la kératose actinique
d’intensité légére a modérée du visage et du cuir chevelu (grade Olsen 1 a 2) ;

v ruxolitinib (Jakavi®), 2012 - traitement de la splénomégalie ou des symptomes liés a
la maladie chez Uadulte atteint de myélofibrose primitive, de myélofibrose
secondaire a la maladie de Vaquez ou de myélofibrose secondaire a la
thrombocytémie essentielle ;

e médicaments antinéoplasiques ne disposant pas d’un code ATC commencant par LO1 ou LO2 :
lenalidomide (Revlimid®), 2008 ;

thalidomide (Thalidomide®), 2008 (ancienne forme 1994) ;
dichlorhydrate d’histamine (Celpene®), 2008 ;
mifamurtide (Mepact®), 2009 ;

AN NN

pomalidomide (Imnovid®), 2013 ;
v sipuleucel-T (Provenge®), 2013 ;

e les médicaments dont la procédure d’enregistrement était nationale :

v méthyle aminolevulinate (Metvixia®), 2006 ;

v amsacrine (Amsalyo®), 2004.
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Adverse events of targeted therapies Klastersky
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Supportive care

400

Table 2. Selected adverse reactions — % with severity at least grades 3 and 4

Immune-related effects

Hypercholesterolemia

Hyperglycemia

Muscle spasms

Photosensitivity

Keratoacanthoma skin cancers

Vision disorders

ILD

Infusion problems

| Mg

Infection

QT prolongation

Cardiac dysfunction

1 Transaminases

Anemia, leucopenia,
and thrombocytopenia

Peripheral edema

Epistaxis

Hypothyroidism

Dysgeusia

Dysphonia

Hemorrhage IC

RPLE

Gl perforation

Venous thrombosis PE

Arterial thrombosis M1

Targeted
therapy

WwWw.co-oncology.com

Bevacizumab

N
— N

Sorafenib

20
24

18 17 60 40
40

36
26

Sunitinib

13

60

12

Pazopanib
Aflibercept

17
92

22

Tivozanib

15
49

29

29

Cabozantinib

Regorafenib
Vandetanib

20

53

13

Cetuximab

36

Panitumumab

14
10

Trastuzumab

10
12
13

Pertuzumab

Lapatinib

Gefitinib

Erlotinib
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Volume 26

16

14

12

15

14

21

Everolimus

78

30
10

ILD, interstitial lung disease; Mg, magnesium (serum); MI, myocardial infarction; PE, pulmonary embolus; RPLE, reversible posterior leucoencephalitis.

Ipilimumab
Lambrolizumab
IC, intracranial;
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LEGER MATHIEU

HETEROGENEITE TUMORALE : IMPACT SUR LA RESISTANCE AUX THERAPIES CIBLEES ET EVOLUTION DE LA
PRISE EN CHARGE EN ONCOLOGIE

L’hétérogénéité tumorale est observée depuis tres longtemps en analysant les biopsies ou exéreses tumorales. Celle-
ci ne se limite pas au niveau phénotypique mais est présente également au niveau génomique et au niveau du
microenvironnement. L’hétérogénéité est présente dans une méme tumeur mais il existe également des variations
entre la tumeur primitive et les métastases, entre les métastases elles-mémes et entre les patients. Elle peut
s’expliquer par différents mécanismes dynamiques se combinant : les cellules souches cancéreuses, I'évolution clonale
et la plasticité cellulaire.

Cette problématique d’hétérogénéité est trés importante depuis I'émergence des thérapies ciblées dont I'efficacité se
limite a un type de cellule exprimant un biomarqueur particulier. Cette réalité met a mal la médecine personnalisée
ou plutét stratifiée car elle joue un réle important dans la résistance aux thérapies ciblées.

Les évolutions de prises en charge en oncologie vont et devront prendre en compte cette réalité. Tout d’abord, les
essais cliniques évoluent ainsi que les méthodes diagnostiques moins invasives. D’autre part, les traitements changent
en essayant de contourner cette hétérogénéité ou de se combiner. Ces changements sont en cours et doivent encore
répondre a beaucoup de challenges.

Mots-clés : hétérogénéité tumorale, thérapie ciblée, résistance, oncologie, cancer

TUMORAL HETEROGENEITY: TARGETED THERAPIES RESISTANCE AND EVOLUTION OF CARE IN ONCOLOGY

Tumoral heterogeneity is observed for a long time by analyzing biopsies and resections. But this heterogeneity is not
only phenotypic but also genomic and in the microenvironment. Heterogeneity is intratumoral and induces variations
between primary tumor and metastases, between metastases and between patients. It could be explain by different
mechanisms not mutually exclusive: cancer stem cells, clonal evolution and cancer cell plasticity.

This issue is very important since the emergence of targeted therapies whose efficacy is limited to a type of cell
expressing a particular biomarker. This heterogeneity plays an important role in resistance in targeted therapies and
undermines personalized or stratified medicine.

Evolutions of care in oncology take and would take into account this issue. First, clinical trials and less invasive
diagnostic methods evolve. On the other hand, therapeutic strategies are changing trying to circumvent the
heterogeneity or trying to combine with other treatment. These changes are ongoing and will be challenged.

Keywords: tumoral heterogeneity, targeted therapy, resistance, oncology, cancer
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