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Le récepteur EGF



Anticorps anti-HER2

P. Beuzeboc, S. Scholl et J. Gligorov

Le trastuzumab (Herceptin®), premier traitement par anticorps monoclonal
humanisé ciblant un oncogene représente une vraie révolution concernant la
prise en charge et I’histoire naturelle du cancer du sein surexprimant HER2.
Leffet est notamment spectaculaire en situation adjuvante ol il permet dans
cing essais randomisés avec un recul médian de 3 & 4 ans d’éviter une rechute
métastatique sur deux et un déces sur trois. Ses indications sont strictement
réservées aux cancers du sein présentant une amplification d’HER2 prouvée par
FISH ou une forte surexpression (3+) en immunohistochimie. Une surveillance
étroite de la fonction ventriculaire gauche durant le traitement est nécessaire
afin de détecter et de traiter une éventuelle cardiotoxicité. Le pertuzumab,
autre anticorps monoclonal humanisé (2C4), premier inhibiteur de la classe
des « antidimérisations », est encore a des stades précoces de développement
clinique.

Introduction

Lenregistrement en 2000 du trastuzumab (Herceptin®) dans le cadre du cancer
du sein métastatique surexprimant HER2 (Human Epidermal growth Factor
Receptor 2), a représenté une avancée thérapeutique importante (1-3), résultant
d’un long effort de développement des biotechnologies et des progres dans la
connaissance de la biologie moléculaire du cancer du sein.

Parmi les anomalies moléculaires ou génétiques des cellules tumorales
susceptibles de servir de cible spécifique a de nouvelles thérapies, une attention
trés particuliere dans les années 1980-90 s’était focalisée sur la surexpression
du géne HER2. Simultanément a sa découverte, avaient été décrits deux autres
oncogenes homologues : neu, retrouvé dans les neuroglioblastomes de rat (4)
et v-erbB-2 intégré dans le génome de cellules d’érythroblastoses aviaires. Les
geénes c-erbB et HER étant homologues, HER2/neu s’est aussi appelé c-erbB-2.
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I code pour un récepteur transmembranaire possédant une activité tyrosine
kinase, la p185 HER2/meu treg proche structurellement du récepteur de 'EGF
et des protéines c-erbB-3 et c-erbB-4. Dans [’état actuel des connaissances, c-
erbB-2 n’a pas de ligand direct connu, mais participe a la signalisation de la
croissance cellulaire par hétérodimérisation avec d’autres membres de cette
famille. Ces facteurs de croissance et leurs récepteurs jouent un réle important
dans le développement, la croissance et la différenciation des tumeurs (5). Une
amplification du gene HER2 peut étre détectée dans 15 a 25% des cancers du
sein invasifs (dans 40 % des cancers du sein inflammatoires). Ceci a conduit a
essayer de bloquer HER2 au moyen d’anticorps monoclonaux dirigés spécifique-
ment contre le domaine extra-membranaire du récepteur. Parmi les nombreux
anticorps développés, anticorps murin mu Mab 4D5 s’est montré efficace
pour inhiber la prolifération de cellules tumorales d’une lignée de cancer du
sein SKBR3 et de xénogreffes de tumeurs mammaires humaines surexprimant
HER2. 11 a été possible grice aux progres biotechnologiques de développer par
la firme Genentech un anticorps monoclonal humanisé (rhu mAb HER ou
trastuzumab) ne conservant que 5% d’origine murine mais préservant l'affinité
de P’anticorps murin contre la partie extra-membranaire du récepteur tout en
perdant 'immunogénicité spécifique d’espece.

Le trastuzumab (Herceptin®) est un anticorps chimérique ou les régions
CDR de I'IGG1 murine anti-p185 ont été incorporées dans une IGG1 humaine.
Produit par une lignée CHO (Chinese Hamster Ovary) génétiquement modifiée,
il s’est montré actif dans les études précliniques. Il induit également des méca-
nismes de cytotoxicité anticorps-dépendante (ADCC). La part respective des
deux mécanismes (blocage du récepteur, réponse immune) n’est pas connue
dans lactivité antitumorale.

HER2. Données biologiques

Surexpression d'HER2, facteur pronostique

La surexpression d’HER2 dans les cancers du sein est corrélée a des facteurs
de mauvais pronostic (grade élevé, statut négatif des récepteurs hormonaux,
infiltration lymphoide, index mitotique élevé). La valeur pronostique péjorative
associée a la surexpression ’'HER2, qui a fait 'objet de nombreux travaux, le
premier publié en 1987 par D.J. Slamon (6), a été parfaitement bien établie. La
plupart des grandes études ont confirmé la relation entre surexpression ’HER2
et évolution clinique défavorable (7, 8). Dans une analyse rétrospective multi-
variée de 47 études ayant enrolé plus de 15000 patientes, publiée par Ross et
Fletcher (9), le statut HER2 s’est avéré étre un facteur pronostique indépen-
dant dans 60% de ces études. Trock et al. (10) ont présenté une méta-analyse
d’une trentaine d’études regroupant plus de 7000 patientes n’ayant pas recu
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de traitement adjuvant. Le risque relatif de récidive et de déces est d’environ
1,4 en cas de surexpression d'HER?2, la différence étant plus marquée pour les
populations avec atteinte ganglionnaire axillaire que pour les tumeurs N- (11).
Dans la majorité des cas, cette surexpression est liée a une amplification du
gene, qui peut étre mise en évidence par une technique d’hybridation in situ
par fluorescence (FISH). Alors que les cellules épithéliales normales de la glande
mammaire possédent environ 20000 a 50 000 récepteurs/cellule correspondant
a deux copies du geéne, il peut en exister plus de 2000000 au niveau des cellules
tumorales ayant une amplification d’'HER2 avec une cinquantaine de copies.
Ces tumeurs HER2+ présentent en proportion plus de métastases viscérales
(pulmonaires, hépatiques) et cérébrales (12).

Surexpression d'HER2, facteur prédictif

Il est vite apparu & partir des études rétrospectives que la surexpression ' HER2
dans les cancers du sein était prédictive d’une résistance relative a une hormo-
nothérapie par tamoxifene (13-15). Certaines données étaient néanmoins diver-
gentes sur "hormono-résistance des tumeurs HER2 en premier lieu du fait de
Phétérogénéité de cette population (prés de la moitié de ces tumeurs exprimant
des récepteurs hormonaux) et des résultats basés sur des méthodes d’analyse du
statut 'HER2 non standardisées. Des études néoadjuvantes prospectives ont
confirmé que ces tumeurs étaient moins sensibles au tamoxiféene qu’aux anti-
aromatases. De nombreuses données expérimentales ont confirmé Pexistence
de cross-talks entre les voies de transduction du signal de prolifération dépen-
dantes des récepteurs d’cestrogene et ' HER2 pouvant expliquer cette résistance
au tamoxifene.

Une chimiothérapie adjuvante par CMF ne semble pas adaptée en cas d’am-
plification ’HER2 (16). Il a été aussi montré qu’il était nécessaire de ne pas
sous-doser les doses d’anthracyclines (17) et que les chimiothérapies intensives
ne semblaient pas permettre de corriger le parametre pronostique péjoratif 1ié
a la surexpression d'HER?2 (18).

Surexpression d'HER2 et sensibilité aux anthracyclines

Deux données semblent indiscutables

Une chimiothérapie adjuvante a base d’anthracycline est supérieure au CMF
(19, 20). K.I. Pritchard (21) a notamment pu confirmer, & partir de 'étude
MA.5 du NCI CTG (National Cancer Institute Cancer Trials Group) ayant inclus
750 patientes, qu'une chimiothérapie de type CEF (cyclophosphamide, épirubi-
cine, fluorouracile) était dans la sous-population surexprimant HER2 supérieure
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a une chimiothérapie de type CMF en termes de survie sans rechute (HR = 0,52,
IC 959% : 0,34-0,80, p = 0,003) et de survie globale (HR = 0,65, IC 95% : 0,42-1,02,
p = 0,06) au contraire des tumeurs ne surexprimant pas HER2.

Les anthracyclines en adjuvant doivent étre utilisées aux bonnes doses...

Mais qu'en est-il avec les doses standard habituellement recommandées
ou les fortes doses ?

Dans I'étude pivotale d’enregistrement en phase métastatique (22), en ne consi-
dérant que les tumeurs présentant une amplification confirmée par FISH, les
réponses objectives dans les groupes témoins traités par le protocole AC sans
trastuzumab étaient inférieures (27 % versus 39%) (tableau I).

Tableau I — FISH et réponse thérapeutique dans étude pivotale HO648g.

IHC 2+ ou 3+ FISH + FISH -
N = 366 patientes Réponse objective Réponse objective
Chimiothérapie seule 27% 39%
(AC ou paclitaxel) (19%-35%) (26%-52 %)
Chimiothérapie plus 54% 41%
trastuzumab (45%-63 %) (27%-55%)

Dans une étude conduite & I'Institut Curie (23) sur deux groupes de patientes
jeunes présentant des tumeurs proliférantes a haut risque, il n’a pas été retrouvé
de corrélation entre surexpression d’HER2 et taux de réponse complete patho-
logique (pCR) dans des formes traitées par anthracyclines a fortes doses (70 a
75 mg/m?).

Lactualisation des résultats de Pessai adjuvant BCIRG 06 (cf. ci-dessous) n’a
pas permis de confirmer les données préliminaires qui retrouvaient un avantage
dans le bras avec anthracycline en cas d’amplification de la topoisomérase IT a
par rapport au bras docétaxel/carboplatine.

Surtout, les données récentes de I'étude néoadjuvante multicentrique alle-
mande Gepartrio (24) n'ont pas montré pas de différence en termes de pCR
entre les tumeurs HER2+ et HER2- (proches de 20 % dans les deux cas, p = 0,6)
alors que ces différences existent en fonction de P'expression des récepteurs
hormonaux et chez les tumeurs triples négatives (fig. 1).

Quelles sont les données in vitro ?

Pegram et al. (25) ont cherché a répondre a la question de la sensibilité parti-
culiere aux anthracyclines de ces populations en transfectant quatre différentes
lignées cellulaires de cancer du sein avec le géne HER?2 et en les exposant 4 un
traitement par doxorubicine. Aucune modification de la sensibilité 4 la doxoru-
bicine n’a été retrouvée.
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Fig. 1 — Essai Gepartrio. Réponse histologique complete (pCR) par sous-groupes (San
Antonio Breas cancer Symposium, 2006,Anbst 46).

En conclusion

Au total il semble donc qu’il n’existe pas d’argumentation scientifique démon-
trant une sensibilité spécifique des anthracyclines des tumeurs surexprimant
HER?2 par rapport aux autres. Cela ouvre la possibilité d’entrevoir la possibilité
de traitements adjuvants sans anthracyclines pour éviter le risque de cardiotoxi-
cité. Dassociation TC (docétaxel —cyclophosphamide) qui s’est montrée aussi
efficace que la classique association AC (26) pourrait représenter une alterna-
tive intéressante.

Essais en phase métastatique

Etudes princeps

Les résultats tres probants des deux études pivotales multicentriques interna-
tionales de phase II (27) et de phase III (28) ont conduit a un enregistrement
rapide du trastuzumab sous le nom d’Herceptin® en monothérapie ou en asso-
ciation avec le paclitaxel.

Elles ont été réalisées avec une dose de charge de 4 mg/kg en perfusion
de 90 minutes suivie huit jours plus tard d’'une dose hebdomadaire de 2 mg/kg
en perfusion de 30 minutes chez des femmes avec une tumeur présentant
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une surexpression cotée 2+ ou 3+ en immuno-histo-chimie (la lecture était
centralisée).

Létude de phase II (HO649¢g) de monothérapie par trastuzumab a inclus
222 patientes métastatiques traitées par une ou deux lignes de chimiothérapie
(trois en cas de traitement adjuvant). Le taux de réponse objective rapporté par
un comité d’évaluation indépendant chez des patientes lourdement prétraitées
était de 15% (IC 95% : 10-20 %) avec une durée de réponse de 8,5 mois et une
médiane de survie de 13 mois.

Létude pivotale de phase III (HO648g), réalisée dans 14 pays et 150 sites a
randomisé 469 patientes entre une chimiothérapie délivrée tous les 21 jours soit
par le protocole AC soit par le paclitaxel seul (175 mg/m?) en cas d’utilisation
préalable d’anthracycline en adjuvant, au méme traitement associé a I'anti-
corps (32). Le critere principal était le temps jusqu'a progression qui s’est avéré
significativement allongé en faveur des associations avec trastuzumab (7,4 mois
versus 4,6 mois, p < 0,05). La différence s’est avérée tres significative dans tous
les cas en faveur du bras avec I'anticorps tant en taux de réponse (32 % versus
50%, p < 0,001) qu’en durée de réponse (6,1 mois versus 9,1 mois, p < 0,001)
(28). Surtout, le trastuzumab apportait un bénéfice statistiquement significatif
en survie : 25,1 mois versus 20,3 mois (p = 0,046), plus net pour les tumeurs
présentant une surexpression forte classée 3+. La surprise a été de constater une
cardiotoxicité élevée, non prévue ni par les études animales ni par les essais de
phase I et II chez P’homme : 27 % de toxicité grade 3 et 4 selon la classification
du NHA (National Heart Association) dans le groupe AC associé a anticorps
contre 8% dans le groupe traité par la méme association sans I'anticorps.

Lefficacité et la tolérance du trastuzumab ont également été testées en mono-
thérapie de premiere ligne avec une étude comparative de deux doses (29). Cet
essai a permis de conforter le schéma d’administration classique ’AMM. Cette
étude conduite en premiére ligne métastatique chez 114 patientes refusant toute
chimiothérapie, présentant une tumeur surexprimant HER2 (IHC 2+ ou 3+),
randomisées pour recevoir soit le schéma conventionnel (dose de charge de
4 mg/kg suivie de doses d’entretien de 2 mg/kg), soit des doses deux fois plus
élevées (dose de charge de 8 mg/kg suivie de doses d’entretien de 4 mg/kg) a
retrouvé un taux de réponse de 23 % (IC 95% : 15-31 %). Il n’a pas été noté de
différence en termes de réponse entre les deux doses (24 % pour les doses stan-
dards et 28 % pour les fortes doses) et la médiane de durée de réponse a été de
8 mois pour les deux groupes avec une médiane de survie de 24,4 mois.

Sélection des patientes pouvant bénéficier du trastuzumab

Il est apparu rapidement évident que seules les patientes présentant une ampli-
fication confirmée par FISH ou se traduisant par une surexpression forte, 3+
en imunohistochimie (IHC) pouvaient bénéficier d’un traitement par le tras-
tuzumab, d’ott Pimportance des efforts nécessaires de standardisation et de
contrdle de qualité des techniques d’immunohistochimie, plusieurs anticorps
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et tests étant disponibles (30, 31). Il a été montré une bonne concordance entre
surexpression forte (IHC 3+) et amplification (FISH positive) (32-34). Au plan
thérapeutique, les patientes avec une tumeur IHC 2+ avec une FISH positive
(24% des patientes THC 2+) présentent le méme bénéfice clinique que les
patientes IHC 3+, ce qui n’est pas le cas des tumeurs IHC 2+ FISH négative.
Dans I'étude de Vogel, 35% des patientes IHC 3+, traitées par trastuzumab seul
en premiére ligne métastatique (étude HO650g) répondaient contre 0% des
patientes surexprimant HER2 en ITHC mais FISH négatives. Pour les patientes
de I'étude pivotale HO649g, le taux de réponse était de 21 % pour les patientes
FISH positives versus 15% pour I'ensemble de la population et 0% pour les
patientes FISH négatives. Dans I'étude HO648g, les taux de réponse pour les
patientes FISH positives était de 27 % pour le bras chimiothérapie seule, de
54 % pour le bras chimiothérapie plus trastuzumab versus respectivement 39 %
et 41 % pour les patientes FISH négatives. Ce bénéfice clinique se traduisait aussi
par une amélioration de la survie: la médiane de survie du groupe traité par
Passociation était de 25 mois pour les patientes FISH positives versus 22 mois
pour 'ensemble de la population.

Notons qu’il est maintenant établi que Pexpression du récepteur HER2 est
stable entre la tumeur primitive et ses métastases (35) et que la recherche de
surexpression de ce fait peut se faire aussi bien sur la tumeur primaire que les
métastases.

Cardiotoxicité

Un comité d’évaluation a revu rétrospectivement les données de 1 219 patientes
incluses dans sept essais de phase II ou de phase III avec le trastuzumab (36).
Cent douze ont présenté des perturbations cardiaques, a Porigine de dix déces.
Lincidence la plus élevée de cardiopathies a été retrouvée en cas d’association
d’anthracycline, de cyclophosphamide et de trastuzumab (27%). Le risque
était moindre avec la combinaison de paclitaxel et de trastuzumab (13 %) ou
avec le trastuzumab seul (3 a 7%) (une majorité avait regu des anthracyclines
préalablement). Dans les bras témoins sans 'anticorps, il était noté une inci-
dence de respectivement de 8% et 1 % avec I'association anthracycline-cyclo-
phosphamide et le paclitaxel seul. La plupart de ces cardiopathies étaient
symptomatiques (75%) et ont été bien améliorées (799%) par un traitement
adapté (diurétiques, inhibiteurs de I'enzyme de conversion, glycosides cardia-
ques...). Le risque chez des patients n’ayant pas recu d’anthracyclines n’appa-
rait pas complétement nul (environ 1,4 %).

Le mécanisme de cette cardiotoxicité commence a trouver des explications
physiopathologiques, les neurégulines étant impliquées dans le développement
embryonnaire cardiaque, dans I'adaptation a des stress physiologiques ou dans des
états pathologiques cardiaques (37). Le blocage de C-erbB2 semble aggraver la toxi-
cité des anthracyclines en inhibant des voies de réparation des dommages induits.
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Réversibilité de la cardiotoxicité induite par le trastuzumab

Clest ce qu'a montré Uexpérience sur 38 patientes suivies dans le département
de cardiologie du MD Anderson (38). Toutes avaient été traitées par anthracy-
clines avant le trastuzumab. Avant doxorubicine, la FEVG était en moyenne de
0,61 +/-0,13 chutant 2 0,43 +/— 0,16 apres le trastuzumab (p < 0,0001). A I'arrét
du trastuzumab, la FEVG remontait a 0,56 +/-0,11. Le temps moyen de récupé-
ration était d’un mois et demi, sans traitement chez 6 patientes (16 %) et sous
traitement médical transitoire chez 32 patientes (84%). Vingt-cinq patientes
ont pu étre retraitées par trastuzumab sous traitement cardiotonique (sans réci-
dive de dysfonctionnement ventriculaire gauche dans 88 % des cas)...

Des recommandations trés précises de surveillance
ont été définies

Les données de pharmacovigilance publiées par Cook-Bruns (39) ont montré
que la cardiotoxicité et les réactions au cours de perfusion (fievre et frissons
de sévérité discréte ou modérée) étaient les deux principaux effets secondaires.
Lexposition aux anthracyclines, '4ge, les facteurs de risque cardiovasculaires
représentaient les parametres prédictifs du risque de cardiotoxicité. Sur les
25 000 patientes, 74 ont présenté une réaction sévere lors de la perfusion, en
majorité des manifestations respiratoires (néanmoins 33 ont pu poursuivre
un traitement par Herceptin®). De ce fait, les patientes doivent étre surveillées
pendant les 6 heures suivant le début de la premiére perfusion. Des réactions
de type frissons ou fiévre sont fréquentes lors de la premiere perfusion (jusqu’a
409%). En revanche, les réactions de type allergique et d’hypersensibilité graves
(dyspnée, bronchospasme, choc anaphylactique) sont possibles mais rares
(0,3 %). La majorité des événements indésirables de ce type sont survenus dans
les 2 heures et demi aprés le début de la perfusion. Les patientes présentant une
dyspnée de repos séveére en rapport avec une évolution métastatique pulmo-
naire ou nécessitant une oxygénothérapie sont particulierement a risque et
représentent une contre-indication.

Il est indispensable d’encadrer tout traitement par Herceptin® d’un monito-
ring cardiaque avec une étude avant traitement et un controle tres régulier de la
fraction d’éjection ventriculaire isotopique ou échographique, toute association
concomitante avec une anthracycline étant bien str formellement contre-indi-
quée en dehors d’essais thérapeutiques.

Pharmacocinétique du trastuzumab

Les données pharmacocinétiques les plus récentes suggeérent des demi-vies de
Pordre de 28 jours (28) plus prolongées que celles rapportées initialement,
servant de rationnel aux schémas d’utilisation toutes les trois semaines. L'age,
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les fonctions rénale et hépatique dans la fourchette des critéres d’inclusion des
études ne semblent pas modifier les parametres pharmacocinétiques de méme
que 'administration concomitante de cisplatine, de paclitaxel, de doxorubicine
et de cyclophosphamide. Les nouvelles modalités d’administration (6 mg/kg
toutes les trois semaines) basées sur les données de pharmacocinétique et de
tolérance (40) se sont généralisées.

Nouvelles associations thérapeutiques en phase métastatique

Le trastuzumab présente in vitro une action synergique avec de nombreux cyto-
toxiques comme les sels de platine, la doxorubicine et les taxanes (41).

Dans les formes métastatiques, de nouvelles combinaisons notamment avec
les taxanes (42), la vinorelbine (43), la gemcitabine ou les sels de platine ont fait
I'objet d’une évaluation clinique.

Une étude combinant trastuzumab et paclitaxel hebdomadaire (90 mg/m?
en une heure) chez 94 patientes ayant recu pour la plupart une ligne de chimio-
thérapie pour un cancer du sein métastatique (44) a permis d’obtenir un taux
global de réponse de 60,2 % avec une durée médiane de réponse de 6 mois. Le
taux de réponse était de 83 % pour les tumeurs HER2+ versus 45% pour les
tumeurs HER2—.

Le trastuzumab a également été testé avec le docétaxel hebdomadaire
(35 mg/m?/ semaine). Cette association s’est également montrée efficace en
clinique avec un taux de réponse de 63% (IC 95% : 44 %-80 %) dans une
étude de phase II réalisée chez 30 patientes en premitre ou deuxiéme ligne
métastatique (45). Pour les tumeurs FISH positive, ce taux atteignait 67 %
(16/24 patientes).

Dans une autre étude de phase Il avec de la vinorelbine hebdomadaire
(25 mg/m?) Burstein (46) a rapporté un taux de réponse de 73% bien
supérieur a celui observé avec une monothérapie par la vinorelbine dans
les mémes conditions. Bartsch et al. (47) ont publié, avec une association de
vinorelbine orale 4 la dose de 60 mg/m? Jlet J8 tous les 21 jours, 28% de
réponses objectives et 33,8 % de stabilisation durant plus de six mois avec un
TTP de six mois.

Stemmler (48) a montré chez des patientes déja prétraitées une activité
importante de Iassociation gemcitabine, cisplatine et trastuzumab dans une
étude de phase II ayant inclus 20 patientes (taux de réponse de 40 %, bénéfice
clinique de 80%). Le temps médian jusqu’'a progression était de 10,2 mois et la
médiane de survie de 18,8 mois.

Dans des études précliniques, il avait été retrouvé un antagonisme avec le
5 fluorouracile qui ne s’est pas confirmé en clinique. Il a été rapporté en effet
par Xu (49) un taux de réponse objective de 63 % en premiere ligne métasta-
tique avec une association de capécitabine et de trastuzumab.

Pour essayer de contourner la cardiotoxicité des anthracyclines, qui sont
des cytotoxiques majeurs dans les cancers du sein, des essais de combinaison
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avec un cardioprotecteur (dexrazoxane) et avec la doxorubicine liposomale ont
montré leur faisabilité.

Un certain nombre d’équipes ont continué & utiliser des associations d’an-
thracycline et de trastuzumab :

— Untch et al. (50) ont comparé dans les cancers du sein métastatiques la
cardiotoxicité d’une association d’EC avec et sans trastuzumab dans une étude
multicentrique, non randomisée, prospective d’escalade de dose (EC 60/600
et EC 90/600) pour six cycles. Les résultats intermédiaires ont montré un
risque faible de cardiotoxicité. Une baisse de la FEVG < 50% est survenue
chez 1 patiente sur 26 dans le bras EC 60 et chez 2 patientes sur 25 dans le bras
EC 90. Les auteurs ont conclu que cette association était faisable et avait un
profil activité/toxicité favorable.

— Wenzel et al. (51) ont conduit une étude pilote d’association préopératoire
d’épidoxorubicine et de docétaxel hebdomadaire avec le trastuzumab avec une
réponse majeure chez 86 % des patientes (12/14) conduisant & une chirurgie
conservatrice dans 79 % des cas (11/14).

Trastuzumab combiné avec une hormonothérapie

Environ la moitié des tumeurs HER2 expriment des récepteurs hormonaux.
L'étude TAnDEM comparant anastrozole seul ou associé au trastuzumab
chez 208 patientes a montré une augmentation de la médiane de survie sans
progression de 2 mois en faveur de 'association (4,8 mois versus 2,4 mois).

Concernant la partie clivable soluble de C-erbB2

Des concentrations détectables circulantes de la partie extra-cellulaire clivable
du récepteur HER?2 (shed antigen) ont été retrouvées chez 64 % (286/447) des
patients de I'étude princeps de phase III. La présence de cet antigéne soluble
dans le sérum ne semble pas interférer avec I'efficacité du trastuzumab et pour-
rait servir de marqueur évolutif sous traitement.

Un taux sérique élevé est prédictif d'une mauvaise réponse a ’hormono-
thérapie mais d’une bonne réponse a la combinaison de chimiothérapie et de
trastuzumab.

Beaucoup d’équipes s’intéressent au monitoring sous traitement de leurs
concentrations sériques, qui pourrait permettre de suivre I’évolution sous
traitement et d’anticiper les échecs. Dans I'étude d’Esteva (45) avec le docé-
taxel hebdomadaire, les patients ayant des taux de base élevés ont présenté un
taux de réponse important (76 %). Les modifications des taux sous traitement
semblaient bien corrélées avec la réponse clinique. Ceci nécessite d’étre confirmé
par de larges études prospectives.
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Métastases cérébrales

La survenue de métastases cérébrales est un événement fréquent qui constitue
un probléme majeur dans la prise en charge de ces tumeurs HER2+ puisque 252
30 % des patientes métastatiques vont présenter des localisations cérébrales (52).
Chez les patientes qui ont développé des localisations cérébrales, dans I'étude
rétrospective de 42 patientes publiée par Stemmler (53), 'intervalle médian
entre les métastases viscérales et cérébrales était de 14 mois (0-69 mois) et la
médiane de survie a partir du diagnostic de métastases cérébrales de 13 mois
(0-60 mois). La médiane de survie calculée a partir du premier diagnostic de
métastase n’était pas significativement plus courte chez les patientes avec et sans
métastases cérébrales (37 versus 47 mois, p = 0,07).

Seules environ 10% des patientes recevant du trastuzumab combiné a une
chimiothérapie développent des métastases cérébrales comme premier site de
progression tumorale (54). La progression au niveau neuroméningé tend a étre
un événement plus tardif que la progression dans d’autres sites. Le trastuzumab,
tres efficace dans le traitement des métastases hépatiques et pulmonaires, appa-
rait inefficace dans le traitement et la prophylaxie des métastases cérébrales. Les
données des études adjuvantes vont dans ce sens. L'incidence des métastases
cérébrales comme premier événement est plus élevée dans les bras trastuzumab
dans les deux études B-31 (n = 21 versus 11) et N9831 (n = 12 versus 4).

Phase adjuvante et néoadjuvante

Traitements en situation adjuvante

Les résultats de 5 essais adjuvants ayant inclus au total 13 353 patientes en asso-
ciation concomitante ou séquentielle avec une chimiothérapie ou une hormo-
nothérapie ont été rapportés (55-58). lls ont mis en évidence des résultats
majeurs avec une réduction voisine de moitié des récidives métastatiques et
d’un tiers des déces (tableau II).

Tableau II — Essais adjuvants : résultats.

HERA B31 + N9831 BCIRG 006 FINHER
Observ | Hx1an | Controle § Hx 1 an | AC-T AC-TH TCbH | Contréle H x 9 sem
Ptes (n) 1693 1694 1679 1672 115 116
HR (SSR) 0,54 0,48 0.61 0,42
1C 95% (0,43-0,57) (0,39-0,59) (0,47-0,79)
P < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 = 0,0002 0,01
HR (SG) 0.74 0,67 0,41
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IC 95% 0,47-1,23 0,48-0,93 NA

p 0,26 0,015 0,07
Su/1v1. 1 an 2 ans 2 ans 3 ans
médian

Abr; A :adriamycine ; C : cyclophosphamide ; Cb : carboplatine ; H : herceptin ; T : taxotere ; SSR : Survie
sans récidive ; SG = survie globale.

Les données de I’étude pivotale de phase III et la bonne tolérance de l'asso-
ciation de paclitaxel et de trastuzumab hebdomadaire ont influencé les proto-
coles des études adjuvantes américaines :

—I’essai NSABP B-31 comprenant apres quatre cycles d’AC, quatre cycles de
paclitaxel (175 mg/m?/21 jours) avec ou sans trastuzumab 1 an ;

—Pessai de 'Intergroup NCCTG N9831 comparant apres quatre cycles d’AC,
trois bras : paclitaxel hebdomadaire (12 semaines) seul, associé au trastuzumab
(52 semaines), débuté de facon concomitante ou retardé a la fin de la chimio-
thérapie ;

— Pessai BCIRG-006 comparant aprés quatre cycles d’AC deux bras traités
par quatre cycles de docétaxel avec ou sans trastuzumab hebdomadaire pendant
un an et un troisiéme bras traité par six cycles de carboplatine et de docétaxel
associé a du trastuzumab pour une durée totale d’un an.

Détude, internationale HERA, pragmatique, a comparé aprés quatre a six
cycles de chimiothérapie adjuvante (quel que soit le schéma) deux bras utilisant
une monothérapie par Herceptin® toutes les trois semaines selon deux durées
différentes (1 an versus 2 ans) a un bras observation seule.

Létude finlandaise Finher a utilisé un traitement court (9 semaines) par
trastuzumab associé au docétaxel ou a la vinorelbine (trois cycles) avant trois
cycles d’une association de type FEC 60.

Le délai médian de début du trastuzumab 8 mois apres la chirurgie dans 'étude
HERA contraste avec celui de 4 mois dans les essais B31 et N9831 et celui d’un mois
dans Pétude finlandaise Finher et le bras docétaxel/carboplatine du BCIRG-006. Les
schémas d’utilisation des taxanes et du trastuzumab dans ces essais étaient diffé-
rents, mais il est peu probable que cela influence les résultats. Il faut relever comme
point commun a ces études le jeune age (médiane aux alentours de 50 ans), le pour-
centage élevé de haut grade et une hormonothérapie programmée dans environ la
moitié des cas. Il faut noter également une différence dans la proportion de tumeurs
N- (basse dans I'étude combinée B31:N9831, absente dans I'essai Finher, substan-
tielle dans les essais HERA et BCIRG-006).

Le bénéfice actualisé retrouvé dans 'essai HERA (59) est trés voisin a
court terme en termes de survie sans récidive (HR = 0,54, IC 95% : 0,43-0,67,
p < 0,0001). Sur les 1 677 patientes traitées avec trastuzumab, une cardiopathie
sévére m’a été présente que dans 0,54 % des cas (n = 9) mais une insuffisance
cardiaque symptomatique a été retrouvée chez 29 patientes (1,73%) et une
baisse de la FEVG de 10 points ou de moins de 50% dans 113 cas (7,08 %).
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Il faut insister sur le fait que les patientes ayant une FEVG inférieure & 55%
n’étaient pas incluables.

Létude Finher a montré qu'un traitement court (neuf semaines) par tras-
tuzumab associé au docétaxel ou a la vinorelbine avant anthracycline était
capable dans une population de 232 tumeurs N+ ou N- & risque élevé, d’amé-
liorer de facon tres significative la survie sans récidive a trois ans par rapport
au méme traitement sans anticorps (89 % versus 78 %, HR = 0,42, IC 95%:
0,21-0,83, p = 0,01). Les données en termes de survie globale sont a la limite de
la signification statistique (HR : 0,41, IC 95% : 0,16-1,08, p = 0,07).

Pactualisation des résultats en 2006 de I'essai BCIRG 06 apporte des éléments
nouveaux qui pourraient faire changer les pratiques dans un avenir proche :

— labsence de différences significatives entre les bras docétaxel/carbopla-
tine/trastuzumab et adriamycine suivie de docétaxel et de trastuzumab ;

— la perte du caractere prédictif d’une sensibilité augmentée a I'adriamycine
dans le sous-groupe présentant une co-amplification de la topo-isomérase II ;

— la morbidité supérieure du bras avec anthracycline tant au plan cardiaque
quhématologique (quatre leucémies dans les deux bras anthracyclines) ;

— le fait que certaines patientes, par suite des modifications de la FEV apres
adriamycine, nont jamais pu recevoir de trastuzumab et ont donc présenté une
perte de chance confirmée par les données actualisées en survie du bras témoin
(5 2 6% de diminution de la survie globale).

Cardiotoxicité des essais adjuvants (tableau I1I)

La cardiotoxicité doit étre considérée comme le facteur déterminant de choix
potentiellement restrictif de 'utilisation immédiate du trastuzumab.

Tableau III — Cardiotoxicité dans les essais adjuvants.

HERA NSABP-B31 NCCTG-N9831 BCIRG 006
Brfls . observation 1 an H AC-»P AC»PH | AC»P | AC5PH | AC5P>H | ACST | TCbH | AC>TH
thérapeutiques
Femmes a 1710 | 1677 | 814 | 850 | 670 | 579 | 718 | 1050 | 1056 | 1068
risque (n)
Déces I 0 1 0 ] 0 i 0 0 0
cardiaques (n)
IC NYHA
grade 3-4 (n) 0 9 4 31 1 20 16 3 4 17
% 0 0,5 0,8 4,1 0,3 3,5 2,5 0,2 0,4 1,6
Abr. — IC: insuffisance cardiaque; NYHA: New York Heart Association; A: adriamycine;

C : cyclophosphamide ; Cb : carboplatine ; H : Herceptin® ; T : Taxotere®,
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Il apparait clairement que la cardiotoxicité potentielle du trastuzumab est
surtout influencée par les doses préalables des anthracyclines administrées et
par l'intervalle entre 'administration des deux agents.

Dans I'analyse non combinée des deux études, une insuffisance cardiaque
congestive a été rapportée respectivement pour les études NSABP-31 et N9831
dans 3,5% (31/864) et 3,3% (27/808). Il faut noter que, dans I'étude N9831,
aucune patiente n’a eu d’irradiation de la chaine mammaire interne. Sur les
3 497 patientes ayant eu une évaluation de la FEVG adéquate apres anthracy-
clines, 233 (6,7 %) ont eu une réduction de sa valeur de base d’au moins 15 %.
Parmi les 1 159 patientes ayant eu une FEVG adéquate apres anthracyclines, 364
(31,4%) ont eu une modification du rythme ou un arrét temporaire de 'admi-
nistration du trastuzumab durant les 52 semaines.

Dans P'étude HERA, sur les 1 677 patientes traitées avec trastuzumab, une
cardiopathie sévere n'a été présente que dans 0,54% des cas (n =9), mais
une insuffisance cardiaque symptomatique a été retrouvée chez 29 patientes
(1,73%) et une baisse de la FEVG de 10 points ou de moins de 50% dans
113 cas (7,08 %). 1l faut insister sur le fait que les patientes ayant une FEVG
inférieure a 55 % apres chimiothérapie n’étaient pas incluables.

Dans I’étude Finher, il n'y a eu aucune cardiotoxicité reconnue aprés un
délai médian de 36 mois. Cette absence de toxicité pourrait s’expliquer par
la précession du trastuzumab avec le docétaxel avant le FEC qui était a doses
réduites (FEC 60).

Le risque a long terme nest pas connu, néanmoins les symptomes dimi-
nuent habituellement apres arrét du traitement.

A Pavenir, 'utilisation des anthracyclines semble encore plus discutable pour
les patientes N—, la DFS des groupes traités par trastuzumab étant de 93 % et
97 %. Le taux de toxicité cardiaque de grade 3 ou 4 rapportée chez les patientes
traitées par adriamycine apparait d’autant plus inacceptable que le pronostic est
devenu favorable sous traitement efficace.

En situation néoadjuvante

De nombreuses études sont en cours. Burstein (60) a rapporté avec une asso-
ciation de paclitaxel (175 mg/m?/3 semaines) et de trastuzumab un taux de
réponse complete histologique de 18% chez 40 patientes présentant une
tumeur avec une surexpression d’HER2 classée 2+ ou 3+ en immunobhisto-
chimie. Dans I'étude de Buzdar (61), sur les 42 patientes traitées par taxol
puis FEC 75 et trastuzumab uniquement pendant la durée de la chimiothé-
rapie le taux de RC histologique était de 60% (IC 95% : 44,3 %-74; 3 %).
Avec un recul médian de suivi de 16,3 mois, il 0’y a sur 'actualisation de 2007
(62) dans le groupe chimiothérapie et trastuzumab aucune récidive.
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Résistance au trastuzumab

On ne peut évoquer la voie d’activation de la prolifération cellulaire dépendant
d’HER2 comme un systéme unique. Il est important de 'intégrer dans un
réseau de signalisation intracellulaire activé par différents facteurs de crois-
sance.

La compréhension des mécanismes de résistance est primordiale afin
d’identifier, de fagon précoce, les patientes qui ne répondront pas, mais égale-
ment pour générer de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur des asso-
ciations rationnelles ciblant les différents circuits de signalisation impliqués.

Le role des autres membres de la famille HER a été évoqué, compte tenu
de la connaissance de la formation d’homo- et d’hétérodimeres des quatre
membres de la famille et de lexistence d’une co-expression d’HER2 et
d’HERI1 (EGF-R) dans environ 10 a 36 % des tumeurs primitives du sein. La
surexpression de U'un des partenaires pourrait étre responsable de ’absence
de réponse au traitement ciblé d’un autre récepteur de la famille. Le lapatinib,
double inhibiteur de tyrosine kinase HER1 et HER2 a démontré une activité
dans les cancers du sein réfractaires au trastuzumab, étayant cette hypothese
(63, 64). Des associations avec le trastuzumab sont en cours d’évaluation.

La signalisation de PIGF1-R est probablement aussi impliquée dans la résis-
tance au trastuzumab mais n’est pas encore validée sur des données cliniques
(65). Elle pourrait aussi jouer un réle particulierement important comme le
laisse supposer les travaux expérimentaux de Lu (66) qui ont montré que des
taux élevés d’IGF-1 interféraient négativement avec laction du trastuzumab
sur la croissance cellulaire. Dans des cellules MCF-7 surexprimant HER2 par
transfection, le trastuzumab inhibe la croissance seulement si la signalisa-
tion du récepteur d’IGF-1 est bloquée par un traitement concomitant avec
un anticorps anti-IGF-IR a-IR3 ou par 'IGFBP-3 (IGF-binding protein-3).
Ceci ouvre la voie 4 de nouvelles stratégies potentielles combinant des trai-
tements ciblant HER2 et IGF-IR pour prévenir ou traiter une résistance au
trastuzumab.

Les données de Nagata (67) suggerent que les niveaux d’expression de
PTEN peuvent aussi déterminer la réponse au traitement. Les patientes dont
la tumeur est déficiente en PTEN répondent moins bien au trastuzumab que
celles dont la tumeur présente des taux normaux de PTEN, Pefficacité du tras-
tuzumab étant dépendante de son efficacité a inhiber la voie PI3K par acti-
vation de PTEN. Ainsi le statut de PTEN pourrait étre utilisé comme facteur
prédictif de réponse au trastuzumab en clinique.

Enfin, Kim et al. (68) ont rapporté des résultats préliminaires de la recherche
« translationnelle » de I'étude NSABP-B31 montrant que les formes avec co-
amplification d’HER2 et de ¢-Myc semblaient tirer le maximum de bénéfice
d’un traitement adjuvant par le trastuzumab... Un phénomene qui pourrait
étre expliqué par la fonction pro-apoptotique de la dérégulation de c-Myc.
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Seules des études prospectives devraient permettre de confirmer le réle de
ces différents mécanismes possibles de résistance.

Perspectives

Perspectives d'optimisation des traitements adjuvants

Le vrai challenge des prochaines années afin de ne pas faire perdre de chances
aux femmes qui peuvent bénéficier d’un traitement par trastuzumab sera de
répondre a trois questions fondamentales :

— Peut-on se passer des anthracyclines pour éviter le risque de cardiotoxi-
cité?

— Doit-on débuter le plus tot possible le trastuzumab ?

— Peut-on réduire la durée du traitement par trastuzumab ?

Lactualisation des résultats des études BCIRG 06 et de Jones (26) devrait
permettre d’apporter des réponses a la premiére question.

D’une fagon générale en situation adjuvante, il apparait logique de proposer
pour un traitement efficace une initialisation aussi précoce que possible. Plusieurs
données corroborent ce concept pour le trastuzumab. La premiere publiée dans
le Lancet par I'équipe de Menard (69) montre que des lésions tumorales rési-
duelles ont une augmentation de leur prolifération dans les 48 jours suivant
la chirurgie d’exérése lorsqu’elles sont HER2+ et qu'un traitement préalable
par trastuzumab inhibe cette prolifération induite par le relargage de facteurs
de croissance. La deuxiéme (70) concerne les résultats d’une étude de phase II
ayant randomisé 188 patientes en premiére ligne métastatique montrant une
amélioration de la survie par la combinaison d’emblée de docétaxel et de
trastuzumab par rapport a 'introduction retardée du trastuzumab. Enfin, parmi
les arguments pour un traitement plus précoce concomitant plutét que séquen-
tiel, il faut noter également que les données préliminaires de ’essai NCCTG
N9831 suggerent que le traitement séquentiel est moins efficace.

Un traitement précoce par trastuzumab avec une chimiothérapie sans
anthracyclines pourrait peut-étre également permettre dans ’avenir de dimi-
nuer le risque de survenue de métastases cérébrales et de réduire la durée du
traitement au vu des résultats de I'étude finlandaise.

Perspectives en cas de progression, poursuite du trastuzumab
ou passage au lapatinib ?

L'analyse rétrospective de 80 cas de I’Hellenic Cooperative Oncology Group (71)
suggere I'intérét de la poursuite du trastuzumab en termes de taux de réponse,
de temps jusqu'a progression et de survie (la médiane de survie a partir du
diagnostic de maladie avancée était de 43,4 mois, et la médiane de survie aprés
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progression de 22,2 mois). Lobservatoire francais (étude Hermine) et les
diverses expériences internationales vont également dans ce sens... Cependant
le trastuzumab n’est pas enregistré dans cette médication.

Le lapatinib se positionne en deuxi¢me ligne, étant donné la démonstra-
tion récente de la supériorité de I'association de lapatinib et de capécitabine par
rapport a la capécitabine seule (72).

Cette étude a permis 'obtention de TAMM pour le lapatinib aprés échec de
trastuzumab.

Perspectives d'associations avec de nouveaux traitements ciblés

De nombreuses associations avec d’autres traitements ciblés sont en cours.

Il existe une forte association entre surexpression d’HER2 et de VEGF qui
sert de rationnel aux associations en cours d’investigation de trastuzumab et de
bevacizumab (anticorps anti-VEGF) (73).

La combinaison avec le lapatinib est aussi a 'étude.

Problémes économiques

Si le trastuzumab représente une vraie révolution thérapeutique, celle-ci a un
prix qui pose un réel challenge aux autorités de santé en raison des cotts élevés
qu'engendrent ces traitements (74-76). Il faut souligner, sous I'égide de 'INCA,
la mise en place rapide d’un PTT (protocole temporaire de traitement) pour le
financement des traitements adjuvants.

Perspectives de développement dans d'autres tumeurs

Des études sont notamment en cours dans les tumeurs urothéliales ot le taux de
surexpression apparait voisin de celui du cancer du sein (77). Dans les cancers
de prostate, on ne retrouve généralement pas d’amplification ’HER?2 et dans
les cancers de 'ovaire, le taux s’est avéré trés faible (de ordre de 4 %).

Autre anticorps anti-HER2

Pertuzumab

Il sagit d’'un autre anticorps monoclonal humanisé (2C4) se fixant sur le
domaine extra-membranaire ’HER2 et bloquant sa capacité de dimérisation
avec d’autres récepteurs membranaires (représentant une nouvelle classe « d’in-
hibiteurs de dimérisation »).
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Il est encore a des stades précoces de développement clinique. Son activité
biologique a été montrée dans de nombreux modéles précliniques de cancers
du sein, de prostate, de poumon, d’ovaire et de c6lon, avec une inhibition de la
croissance tumorale indépendante du niveau d’expression d’HER2. Une étude
de phase I (78) a montré une bonne tolérance clinique et un profil pharmaco-
cinétique favorable avec un schéma d’utilisation toutes les trois semaines. Une
étude de phase II (79) dans des cancers ovariens multitraités a montré quelques
réponses cliniques (5 RO/117 patientes, 4,3%), des stabilisations durant plus
de six mois (8 patientes, 6,8 %) et des réponses biologiques avec baisse de plus
de 50% du CA 125 (10 patientes). Dans les cancers de prostate hormono-résis-
tants, aucune baisse de PSA n’a été constatée lors d’une analyse intermédiaire
réalisée aprés 35 patients (80).

Dassociation trastuzumab/pertuzumab fait I'objet d’investigations clini-
ques (81).

Au total, les anticorps anti-HER2 ont radicalement modifié le pronostic et
la prise en charge des patientes atteintes de cancer du sein, en situation adju-
vante comme métastatiques. Le diagnostic moléculaire est désormais utilisé en
routine, et le délai de développement de cette thérapeutique ciblée, notamment
son arrivée en situation adjuvante a pu étre raccourci grice a une approche
raisonnée de son utilisation.

Conclusion

Le trastuzumab reste un modele de traitement ciblé efficace. Il allie en effet trois
qualités majeures :

— son indication est restreinte a une population parfaitement bien définie
actuellement sur le plan moléculaire ;

— le bénéfice apporté notamment aux stades précoces de la maladie a
modifié de fagon majeure I'évolution naturelle et le pronostic des tumeurs du
sein surexprimant HER2 ;

— enfin sa bonne tolérance en dehors de la cardiotoxicité chez des patientes
ayant recu des anthracyclines lui confere un excellent index efficacité/morbi-
dité.
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Anticorps anti-EGFR

H. Senellart et J. Bennouna

Role du récepteur a I'EGF dans la croissance tumorale

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est une glycopro-
téine transmembranaire de 170 kDA, membre de la famille des récepteurs
ErbB (ou HER) & activité tyrosine kinase. La structure de 'EGFR comporte
trois domaines distincts : un domaine extra-cellulaire (621 acides aminés), site
de fixation du ligand, un domaine hydrophobe transmembranaire (23 acides
aminés) permettant 'ancrage du récepteur dans la membrane plasmique, et un
domaine intracellulaire & activité tyrosine kinase (542 acides aminés). L'activité
tyrosine kinase nécessite la fixation d’un phosphore sur un des sites majeurs
d’autophosphorylation.

Le récepteur a 'EGF existe sous forme inactive a ’état de monomere a la
surface de la cellule. Il est activé par homo- ou hétérodimérisation apres fixation
d’un ligand sur le domaine extra-cellulaire. CEGF (Epidermal Growth Factor) et
le TGF-a (Transforming Growth Factor-alpha) sont les deux principaux ligands
de PEGFR. Les quatre autres ligands décrits sont 'héparine-binding (Hb)-EGE,
I'amphiréguline, la bétacelluline et I'épiréguline.

Aprés fixation du ligand et dimérisation, il se produit une modification
structurale de la portion intracellulaire du récepteur induisant par phosphoryla-
tions en cascade lactivation des voies de transduction du signal de prolifération
cellulaire, notamment la voie des MAP-kinases, des phosphatidyl-inositol-3
kinases et de STAT (fig. 1).
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Fig. 1 — Schéma simplifié des voies de transduction du signal intracellulaire dépendantes du
récepteur a 'EGE

— La voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) stimule la synthese
de nombreux facteurs de transcription comme c-myc, c-fos, c-jun, etc. Son role
est donc essentiel dans la prolifération et la différenciation cellulaire.

— La voie de la PI3 kinase est responsable par l'activation de la protéine
kinase AKT du contréle des voies anti-apoptotiques.

— La voie de STAT3 est impliquée dans la prolifération, 'apoptose et Pan-
giogenese.

A Détat physiologique, sur les cellules normales, TEGFR est un proto-
oncogene joue un role prépondérant dans la survie cellulaire. A I’état patho-
logique, 'EGFR est impliqué dans les différents processus de carcinogenése
comme la prolifération cellulaire, 'inhibition de 'apoptose, I'angiogenese,
la mobilité cellulaire et la progression métastatique. Il est alors considéré un
oncogene.
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Différents modes d’activation de 'EGFR peuvent étre observés dans la
tumeur :

— une surexpression du récepteur au niveau de la membrane cellulaire ;

— une augmentation de 'expression du ligand ;

— une activation intrinseque du récepteur indépendante du ligand : récep-
teur mutant tronqué EGFRVIII par délétion des exons 2 et 7 ou récepteur muté
au niveau du domaine catalytique.

La surexpression de 'EGFR est présente dans de nombreux modeéles
tumoraux, dont les cancers colorectaux, les cancers ORL, et les cancers bron-
chopulmonaires. Les récentes innovations thérapeutiques résultent donc de
I'identification des molécules surexprimées par les cellules tumorales et impli-
quées dans le processus de carcinogenése. Le ciblage de ces molécules impli-
quées dans les différents processus de carcinogenese constitue le nouveau défi
thérapeutique de ces derniéres années.

Anticorps anti-EGFR : généralités

Les anticorps monoclonaux dirigés contre 'EGFR se lient spécifiquement au
domaine extra-cellulaire et entrent en compétition avec la fixation du ligand. Le
blocage de la dimérisation et de I"autophosphorylation tyrosine kinase inhibe
les voies de transduction du signal.

Trois anticorps monoclonaux ciblant le récepteur a 'EGFE peuvent étre
cités : le cétuximab (Erbitux®), le panitumumab (ABX-EGF), et le matuzumab
(EMD72000). Le cétuximab, anticorps chimérique, est utilisé en pratique
clinique dans les cancers colorectaux et les cancers ORL. Le panitumumab
(ABX-EGF), anticorps humain IgG2 vient d’étre approuvé pour le cancer du
cdlon. Le matuzumab (EMD72000), anticorps humanisé IgG1 avec 10% de
protéine de souris, sont actuellement en phase d’évaluation clinique.

Cétuximab

Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérique (humain/murin) IgG1
se fixant électivement a la portion extracellulaire du récepteur a ’EGE Son
affinité et sa spécificité pour le récepteur a 'EGF sont supérieures a celles des
ligands naturels EGF et TGF-a.

Plusieurs études de phase IT ont démontré Pactivité du cétuximab en mono-
thérapie et en association a la chimiothérapie :

— dans les cancers colorectaux métastatiques exprimant 'EGFR apres échec
au CPT-11;
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— dans les cancers des VADS localement évolués en association avec la radio-
thérapie ;
— dans les cancers bronchiques.

Cétuximab et cancer colorectal (CCR) (tableau I)

L'étude BOND I (Bowel Oncology with cetucimab aNtiboDy) (1) a démontré
Pefficacité du cétuximab en monothérapie et en association au CPT-11.
Cette étude randomisée de phase Il incluait des patients avec un CCR
métastatique réfractaires au CPT-11 et exprimant 'EGFR. Le cétuximab
était administré avec une premiere dose de charge de 400 mg/m2 IV suivie
d’une dose hebdomadaire de 250 mg/m? IV. Selon une randomisation 2/1,
218 patients ont recu l'association cétuximab + CPT-11 et 111 patients le
cétuximab seul. Le taux de réponses objectives pour le cétuximab seul était
de 11% et la survie médiane de 6,9 mois. Avec le CPT-11, le cétuximab
permettait d’obtenir une augmentation significative du taux de RO a 23 %
(p = 0,007) et une médiane de survie globale de 8,6 mois.

Tableau I — Cetuximab et cancers du colon métastatiques prétraités par CPT-11.

1€ auteur Traitement N Taux RO | Stabilité sSSP SG
Saltz, 2004 Cétuximab 57 9% 33% 1.4 mois | 6.4 mois
Lenz, 2006 Cétuximab 346 11,6 % 31,8% | 1,4 mois | 6.6 mois
Cunningham, Cétuximab 111 11% 32% 1.5 mois | 6.9 mois
2004 iétc“;fflf’lalb 218 23% | 56% | 4.1 mois | 8.6 mois

Deux autres études de phase IT ont confirmé ces résultats :

— le cétuximab monothérapie (2) dans une étude de phase II de 57 patients
induisait un taux de RO de 9% avec une médiane de survie globale de
6,4 mois ;

— une étude de phase II conduite par Lenz et al. (3), incluant des patients
réfractaires au CPT-11, a I'oxaliplatine, et au 5-FU, a retrouvé avec le cétuximab
seul un taux de RO de 11,6 % et une médiane de survie globale de 6,7 mois.

Les études plus récentes ont pour objectif de positionner le cétuximab en
premiére ligne de traitement, soit en association avec I'oxaliplatine, soit en asso-
ciation avec le CPT-11. Plusieurs études ont été présentées a différents congres
internationaux. Les résultats sont encore incomplets pour la plupart d’entre
elles. A PASCO GI 2007, les résultats complets de I’étude ACROBAT incluant
43 patients traités par FOLFOX4 plus cétuximab ont été rapportés (4). Le taux
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de RO était de 72 % avec des médianes de survie sans progression et de survie
globale respectives de 12,3 mois et 30 mois. Les auteurs soulignaient le pour-
centage élevé de 23 % de résections hépatiques pour des tumeurs initialement
non résécables. Lapport du cétuximab aux associations 5-FU et CPT-11 est
également en cours d’évaluation (tableau II). Le FOLFIRI avec le cétuximab a
montré des résultats prometteurs dans une étude de phase II ou 10 patients sur
42 ont pu étre opérés au niveau hépatique (5).

La place du cétuximab en premiere ligne de traitement des CCR métastati-
ques ne pourra étre définitivement affirmée qu’aprés publication des études de
phase III, en particulier I'étude CRYSTAL qui comparait une chimiothérapie
par FOLFIRI a la méme chimiothérapie plus cétuximab.

Tableau II - Cetuximab et cancers du colon métastatiques en premiére ligne de traitement.

1¢" auteur Traitement N | TauxdeR.0 SSP SG
Andre, 2007 Cétuximab + FOLFOX-4 | 43 72% 12,3 mois | 30 mois
Folprecht, 2006 | Cétuximab + AIO-CPT-11| 20 67 % 9,9 mois | 33 mois
Peeters, 2005 Cétuximab + FOLFIRI 42 45,2 % — 23 mois

Cétuximab et cancers ORL

Le récepteur a 'EGF est exprimé dans la plupart des cancers épidermoides des
voies aéro-digestives supérieures. Le cétuximab a donc été précocement testé
dans ces localisations, notamment en association avec la radiothérapie dont les
effets étaient potentialisés.

Létude de phase III de Bonner et al. (6) a randomisé 424 patients avec un
cancer ORL localement avancé. L'étude comparait une radiothérapie seule a une
association radiothérapie concomitante + cétuximab (dose charge de 400 mg/m?2,
une semaine avant la radiothérapie, puis 250 mg/m? hebdomadaire). Trois
protocoles de radiothérapie étaient autorisés : 1 fois/jour, 70 Gy en 35 fractions ;
2 fois/jour, 72-76,8 Gy en 60 — 64 fractions et 72 Gy en 42 fractions. Parmi les
patients randomisés dans le bras radiothérapie + cétuximab, 90 % ont recu la
dose prévue. Les résultats étaient nettement en faveur de la combinaison avec
une augmentation significative de la durée du contréle locorégional de presque
10 mois (24,4 mois versus 14,9 mois ; p = 0,005). L'objectif principal était atteint
avec une amélioration de la survie globale médiane de 20 mois (49 mois versus
29,3 mois ; p = 0,03). Les effets secondaires ne semblaient pas majorés avec le
cétuximab (mucites, dysphagie, radiodermite) a 'exception du syndrome acnéi-
forme (17 % versus 1%; p = 0,01). Il existait un taux de préservation laryngée
supérieur dans le bras association, sans que la significativité statistique ne soit
cependant atteinte.
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Tableau ITI - Cetuximab et cancers bronchiques.

1¢" auteur Traitement n Taﬁ}éde Stabilité

Hanna, 2006 | L hase Il : cétuximab monothérapie 6 | 45% | 303%
(= 1™ ligne de chimiothérapie)

. Phase IT : docétaxel-cetuximab o o

Kim, 2003 (2¢ ligne de chimiothérapie) 47 27,7% 17%
Phase II randomisée :
(17 ligne de chimiothérapie) 43 28% 40%

Rosell, 2004 Vinorelbine-cisplatine 43 35% 49%
Vinorelbine-cisplatine + cétuximab

. Phase I/II : paclitaxel-carboplatine

gé‘égnelt’ + cétuximab 31 26% | 39%
(1 ligne de chimiothérapie)

Robert Phase IB/IIA : gemcitabine-carboplatine

2005 ? + cétuximab 33 24,2% 42,4%
(1% ligne de chimiothérapie)

Cette étude avait choisi comme bras de référence la radiothérapie seule puis-
qu’a son initiation, la supériorité de la radio-chimiothérapie n’avait pas encore
été validée. Quoi qu’il en soit, 'utilisation du cétuximab peut étre utilisée comme
une alternative a l'utilisation du cisplatine dont la toxicité clinique constitue
régulierement un facteur limitant de la décision thérapeutique.

Plusieurs études de phase II ont été menées dans les carcinomes ORL en
récidive ou évolution métastatique aprés échec du cisplatine (7, 8). Les taux de
réponses observés avec le cétuximab ou en association avec des sels de platine
étaient de 10 & 13 % avec un délai médian avant progression de 2,2 4 2,8 mois.

Cétuximab et cancers bronchiques

Le cétuximab en monothérapie, administré & 66 patients prétraités, quel que soit le
statut de PEGFR, permettait d’obtenir un taux de réponses objectives de 4,5 % (3/66)
avec 30,3% de stabilités (9). Les trois réponses observées concernaient des patients
porteurs de tumeurs exprimant 'EGFR. Les médianes de survie sans progression et
de survie globale étaient respectivement de 2,3 mois et 8,9 mois.

Quatre études ont combiné le cétuximab a la chimiothérapie dans les cancers
bronchopulmonaires non a petites cellules alors qu'une seule étude a associé
le cétuximab au docétaxel en deuxiéme ligne (tableau III). Elles permettent de
conclure 2 la faisabilité de I'association chimiothérapie plus cétuximab avec des
doses non diminuées. Seules des études de phase III pourront répondre a 'in-
térét de I'ajout du cétuximab a la chimiothérapie en termes de survie globale.
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Rosell et al. (10) ont rapporté une étude de phase II randomisée a ’ASCO 2004,
non encore publiée, comparant vinorelbine + cisplatine a la méme chimiothé-
rapie plus cétuximab. Aucune conclusion ne peut étre portée en raison du faible
effectif. Les médianes de survie sans progression et de survie globale restent
faibles : 4,8 mois versus 4,2 mois et 8,3 mois versus 7 mois, respectivement, avec
ou sans cétuximab.

Panitumumab (ABX-EGF)

Le panitumumab est un anticorps monoclonal humain IgG2 de haute affinité
pour le récepteur a 'EGE Le tableau IV résume les résultats de trois études de
phase II avec le panitumumab administré chez des patients porteurs d'un CCRm
en échec apres oxaliplatine et/ou CPT-11 (11, 12, 13). Les taux de RO étaient de 7
4 9%, quel que soit le niveau d’expression de 'EGFR. A partir de ces résultats, le
panitumumab a été testé en phase III pour des patients lourdement prétraités et
exprimant 'EGFR en immuno-histochimie (14). Deux cent trente et un patients
étaient traités par panitumumab (6 mg/kg toutes les 2 semaines), sans prémédica-
tion, et 232 patients recevaient les meilleurs soins de support. Un cross-over était
autorisé apres progression dans le bras « meilleurs soins de support ». Lobjectif
principal, la médiane de survie sans progression, était atteint avec une diminution
du taux de progression de 46 % (p < 10”) chez les patients recevant I'anticorps
anti-EGFR. Le taux de RO était de 8% avec le panitumumab versus 0% dans
le bras contréle. La toxicité cutanée (syndrome acnéiforme, prurit, érythéme et
rash) concernait 90 % des patients dont 14 % de grade 3-4. Une corrélation était
établie entre la survie globale et intensité de la toxicité cutanée (p = 0,0278). Le
panitumumab a été récemment enregistré dans cette indication.

Tableau IV — Panitumumab et études de phases dans les cancers colorectaux métastatiques
prétraités.

Berlin et al. Hecht et al Malik et al
(ASCO 2006) (ASCO 2006) (ASCO 2005)
Expression EGFR
(IHC)
<1% 0% 36 % 0%
149% 3% 61 % 0%
=210% 97 % 2% 100 %
Nombre de patients
— efficacité 39 89 148
— tolérance 91 118 148
Taux de RO 8% 7% 9%
Meédiane de SSP 8 sem 14 sem 14 sem
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Le panitumumab est maintenant étudié en association avec ['oxaliplatine
ou le CPT-11 en premiére ou deuxiéme ligne de traitement. Le rdle du pani-
tumumab est aussi étudié dans d’autres localisations cancéreuses, comme les
cancers du rein et du poumon.

Matuzumab (EMD72000)

Le matuzumab est un anticorps monoclonal humanisé IgG1 de haute spécificité
pour le récepteur & 'EGE Dans une étude de phase I, le matuzumab a été pres-
crit & des doses croissantes de 400 a 2000 mg selon un rythme hebdomadaire
ou toutes les 2 et 3 semaines (15). La dose recommandée était de 1 600 mg/sem
et les toxicités dose-limitantes étaient & type de céphalées et de syndrome fébrile
grade 3. Le syndrome acnéiforme, toxicité la plus fréquente, ne dépassait pas le
grade 2. Sur 22 patients inclus, cinq (23 %) réponses objectives étaient obtenues
(2 patients avec un cancer colorectal, 2 patients avec un cancer ORL, et 1 patient
avec un cancer de 'cesophage). Dans les cancers du pancréas métastatiques, la
gemcitabine a été associée au matuzumab chez 17 patients (16). Cette étude de
phase I avec 3 niveaux de doses pour le matuzumab a inclus 17 patients. Sur
12 patients évaluables, 8 réponses partielles étaient observées. Une autre étude
de phase I a été conduite dans les cancers bronchopulmonaires en combinaison
avec le paclitaxel chez des patients exprimant | EGFR (17). Avec des doses de
800 mg/sem pour le matuzumab et de 175 mg/m? toutes les 3 semaines pour le
paclitaxel, Les toxicités restaient inférieures ou égales au grade 2 (prurit, bron-
chospasmes, douleurs abdominales, flush) et avec 4 réponses objectives sur 18.

Conclusion et perspectives

Lentrée des anticorps anti-EGFR dans larsenal thérapeutique anticancéreux
a modifié la prise en charge des patients avec un cancer, notamment avec un
cancer du c6lon ou un cancer ORL. Leur toxicité au niveau cutané est un
facteur prédictif de réponse et 'étude EVEREST utilise cette propriété pour
augmenter [efficacité du cétuximab en association avec le CPT-11 dans les CCR
métastatiques prétraités (18). Augmenter la dose de cétuximab jusqu'a 500 mg/
m?/semaine chez des patients avec une toxicité cutanée inférieure au grade 1
permet de majorer le taux de RO de 13 a 30 %.

Les possibilités d’utilisation des anticorps anti-EGFR restent nombreuses.
De nombreuses localisations tumorales font objet d’études pilotes, comme
par exemple les cancers du rectum lors de la phase préopératoire, les cancers
de 'cesophage localement avancés en association avec la radio-chimiothérapie,
ou encore les cancers du cdlon en situation adjuvante. C’est aussi I'association
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avec le bevacizumab, anticorps anti-VEGE, qui sera probablement a I'origine de
modifications de la prise en charge thérapeutique des patients cancéreux. Dans
les cancers colorectaux métastatiques, en échec d’une chimiothérapie a base de
CPT-11, une étude de phase II randomisée (BOND 2) a permis d’obtenir un
taux de RO de 38 % avec la combinaison CPT-11 + bevacizumab + cétuximab
et de 23 % avec la bithérapie par cétuximab + bevacizumab (19). Il faudra aussi
déterminer quels patients pourront bénéficier de ce type de thérapeutique
ciblée. Dans une étude rétrospective, les 13 patients avec une tumeur présentant
une mutation de KRAS n’étaient pas répondeurs au cétuximab (20). TAMM du
panitumumab est donnée pour les patients n’ayant pas de mutation KIRAS.
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Thérapies ciblées : inhibiteurs de I'activité
tyrosine kinase du récepteur a I'EGF

O.-N. Pages, P. Amsalhem et J.-F. Moreére

L'inhibition de T'activité tyrosine-kinase du récepteur de Vepidermal growth
factor (REGF ou HERI) diminue la prolifération cellulaire, Pangiogenese,
I'invasion tumorale locale et métastatique ; de plus, elle favorise 'apoptose et
augmente la sensibilité a la radiothérapie.

Inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase du REGF
dans le cancer du poumon non a petites cellules

Prérequis

Quarante a 80% des cas de cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC)
présentent une surexpression du REGF (1).

Lerlotinib (OS1774, Tarceva®, poids moléculaire faible : 429,9 Da) est un
inhibiteur spécifique et réversible, actif par voie orale, de lactivité tyrosine
kinase du REGE Il entre en compétition avec 'ATP en se liant avec le site cata-
lytique tyrosine kinase dans le domaine intracellulaire du REGFE. In vitro et in
vivo, il inhibe de fagon dose dépendante 'autophosphorylation tyrosine et la
cascade de signaux intracellulaires.

D’autres molécules [ZD1839 (gefitinib, Iressa®), PKI 166, CI-10303] en
cours de développement, sortent du cadre de cet ouvrage a visée clinique.

En pratique

Lerlotinib (Tarceva®), seul inhibiteur du REGF approuvé par I’Agence Euro-
péenne d’Evaluation des Médicaments (EMEA), se présente sous la forme de
comprimés dosés & 25 mg, 100 mg et 150 mg. La posologie optimale est de
150 mg/jour, en continu.
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Indication de l'erlotinib

Lerlotinib est indiqué pour le traitement en monothérapie, en deuxiéme et
troisieme lignes des CPNPC de stade I1Ib ou IV.

Cette indication est fondée sur I’étude de phase III BR21 (2) - erlotinib
versus placebo — qui valide une augmentation significative de deux semaines de
survie sans progression de la maladie, et une augmentation significative de deux
mois de la survie globale (fig. 1).

1.00 Amelioration de la survie mediane : 42.5%
Erlotinib  Placebo
(n=488) (n=243)
0.75 Suivie médiane (mois) 6.7 4.7
K}
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Fig. 1- Etude BR21 : survie globale.

Méme dans les pays du Sud-Est de I’Asie ot le gefitinib est largement utilisé
(en raison notamment d’une efficacité de la molécule dans le sous-groupe de
patients de type asiatique de I’étude IDEAL), 'erlotinib a été démontré récem-
ment comme ayant un meilleur potentiel thérapeutique en termes de taux de
controle de la maladie et de taux de réponse chez les patients atteints de CPNPC
de stade I1IB/IV avec un REGF de type sauvage et dont la maladie était pourtant
stable sous gefitinib (3).

Utilisation de l'erlotinib non justifiée ou n‘ayant pas montré d'intérét

+ En premiére ligne d’un traitement de CPNPC de stade I1Ib ou IV, en combi-
naison avec une chimiothérapie standard associant un sel de platine au gemci-
tabine [étude TALENT (4)] ou au paclitaxel [étude TRIBUTE (5)]. Cependant
une amélioration significative de la survie globale a été observée dans un sous-
groupe de patients non-fumeurs dans ’étude TRIBUTE.

+ Patient chez lequel 'immunohistochimie est REGF négative sur les biopsies
tumorales.
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Contre-indications

Allergie a I'erlotinib ou & I'un des excipients, grossesse et allaitement, galacto-
sémie, déficit en lactase, syndrome de malabsorption du glucose ou glactose,
insuffisance rénale sévere, insuffisance hépatique sévere.

Tolérance des inhibiteurs du REGF et précautions d'emploi

Aucune myélotoxicité significative n’a été enregistrée dans les différentes études
réalisées avec I'erlotinib.

Les effets secondaires les plus fréquemment retrouvés sont: rash cutané
acnéiforme (76 %), diarrhée (55%), anorexie (52 %), fatigue (52 %), dyspnée
(41 %), toux (33 %), nausée et vomissements (23 %).

Les effets cutanés (fig. 2) semblent étre un marqueur prédictif de lefficacité
de Perlotinib (ASCO 2007, Abstract 7602). Généralement peu séveres (9% de
grades 3-4), ils apparaissent dans un délai de huit jours. Le traitement fait appel
aux tétracyclines 500 mg deux fois par jour pendant quatre semaines, en asso-
ciation a des préparations grasses a base de cuivre ou a des crémes hydratantes.
Le traitement préventif, toujours a base de tétracyclines, permet non pas de
diminuer 'incidence des réactions cutanées, mais d’en réduire considérable-
ment la sévérité (seulement 17% de grade 2). En cas de réaction cutanée de
grade supérieur ou égal a trois, il faut suspendre ['erlotinib jusqu’a une régres-
sion des symptomes a une sévérité de grade 1, puis reprendre le traitement a
posologie réduite.

Les diarrhées apparaissent a J12 en moyenne, et peuvent étre traitées par
lopéramide et réhydratation. La réduction des doses, voire I'interruption de
Ierlotinib, est alors a discuter au cas par cas.

D’autres effets secondaires ont été plus rarement rapportés : stomatite (17 %),
prurit (13 %), sécheresse cutanée (12 %), conjonctivite (12 %), mais aussi pneu-
mopathie interstitielle diffuse (PID) chez 0,6% des patients. Une souffrance
hépatocellulaire est également possible, avec cytolyse et cholestase biologique ;
ces perturbations du bilan hépatique sont généralement transitoires.

Devant la survenue ou I'aggravation de symptomes pulmonaires (dyspnée,
toux, fievre) faisant suspecter une PID, Padministration d’erlotinib doit étre
interrompue. Le traitement de premiére intention en est la corticothérapie de
type dexaméthasone associée a une oxygénothérapie (6). L'association erlo-
tinib-dexaméthasone n’est pas conseillée car le dexaméthasone est un inducteur
potentiel du CYP3A4 (7).

Enfin, une contraception efficace doit étre mise en ceuvre pendant toute la
durée du traitement et prolongée au moins quinze jours apres I'arrét de celui-
ci. En cas de survenue d’une grossesse sous erlotinib, le traitement ne doit étre
poursuivi que si le bénéfice attendu pour la mere justifie le risque pris pour le
feetus (aucune étude n’a été réalisée chez la femme enceinte et le risque poten-
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tiel chez 'homme n’est pas connu ; mais des études précliniques chez 'animal
ont mis en évidence une toxicité sur la fonction de reproduction

Fig. 2 — Rash cutané acnéiforme.

Il est & noter que les essais de phase IV publiés a PASCO en 2007 par les
équipes d’Asie du Sud-Est confirment la bonne tolérance du médicament a la
dose de 150 mg par jour.

Facteurs prédictifs de réponse a l'erlotinib

Le sexe féminin, le type asiatique, l'histologie adénocarcinome, 'augmentation
de PACE, et le fait de n’avoir jamais fumé sont des facteurs prédictifs de sensi-
bilité aux inhibiteurs du REGE

Cela sexplique par la présence plus fréquente dans ces différents sous-
groupes de mutations du géne du REGF qui favorisent la réponse thérapeu-
tique. Aujourd’hui, de nombreuses mutations sont identifiées (tableau I), que
Pon peut rechercher par techniques de biologie moléculaire (PCR) ; des tests
diagnostiques utilisables en pratique courante seront bientdt disponibles. Ces
mutations n’étaient pas considérées jusqu’a cette année comme favorisant la
survie, cependant une équipe coréenne a rapporté une corrélation a la survie
lors de ’ASCO 2007. Le sujet reste donc controversé.
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Tableau I — Quelques exemples de mutations somatiques hétérozygotes du géne codant le
REGE. Ces mutations, intéressant spécifiquement le site catalytique tyrosine-kinase (portion
intracellulaire du récepteur), augmentent la sensibilité du récepteur aux différents inhibiteurs
pharmacologiques.

Type de mutation Conséquences de la mutation

Exon 19
Délétion de 15 nucléotides (2235-2249) Délétion non décalante {746-750)
Délétion de 12 nucléotides (2240-2251) } Délétion non décalante (747-751)

Délétion de 18 nucléotides (2240-2257) et insertion d’un résidu sérine

Exon 21
Substitution G- T du nucléotide 2573 Substitution d’un acide aminé (L858R)
Substitution A- T du nucléotide 2582 Substitution d’un acide aminé (L861Q)
Exon 18
Substitution T- G du nucléotide 2155 Substitution d’un acide aminé (G719C)

De méme, si le nombre de copies du géne codant le REGF est augmenté
au sein de la cellule tumorale, non seulement la sensibilité aux inhibiteurs du
REGF est meilleure, mais aussi la survie globale est allongée. Le nombre de
copies de ce géne s’évalue par la technique de FISH.

Mécanismes de résistance

Il existe a I'inverse certaines mutations du géne codant le REGF qui entrainent
une résistance aux inhibiteurs du REGE Il a été montré récemment que des
patients rechutant apres une réponse initiale a I'erlotinib avaient une mutation
secondaire du géne codant le REGF (concernant le site de liaison de ATP) en
addition de celle, initiale, favorisant la sensibilité.

Des mutations du systeme Akt/K-ras peuvent également donner des résis-
tances.

Cas particulier du carcinome bronchiolo-alvéolaire (CBA)
Quelques cas ont été rapportés d’amélioration spectaculaire (fig. 3 et 4) avec

Perlotinib chez des patients porteurs de CBA avancé. L'étude menée par Kris et
al. (8) rapporte méme un taux de réponse a 'erlotinib de 21 %.
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Fig. 3 — Avant traitement d’'un CBA. Aspect TDM et radiographique.
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Fig. 4 — Méme patient que sur la figure 3, mais 30 jours apres le début d’un traitement par
erlotinib.
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Conclusion

La compréhension des mécanismes de sensibilisation ou de résistance aux inhi-
biteurs du REGF est a origine du criblage des patients. Ainsi, des études de
phase IT ont été publiées montrant l'efficacité de Perlotinib en monothérapie
d’un adénocarcinome broncho-pulmonaire stade Illa ouIV chez la femme
n’ayant jamais ou peu fumé.

Inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase du REGF dans le
cancer du sein

Le lapatinib (GW572016, TYVERB®) est un inhibiteur double des récepteurs a
PEGF (HER1) et HER2. Cette molécule a démontré une activité prometteuse
dans les cancers du sein en situation préclinique et dans les essais cliniques
précoces.

Dans une étude de phase II (Gomez et al. 9, 10), 130 patientes atteintes de
cancer du sein métastatique ont été traitées par une dose unique de 1 500 mg ou
une dose de 500 mg, deux fois par jour, en premiere ligne. Un taux de réponse
objective de 289% a été observé. Quarante pour cent des patientes sont restés
stables.

Une étude de phase III (11) a été conduite sur une large population chez des
patientes atteintes de tumeur du sein métastatique identifiée comme HER2+ et
ayant progressé sous un traitement par anthracycline, taxane et trastuzumab.
Les patientes étaient randomisées entre une chimiothérapie par capécitabine
seule 2 la dose de 2 500 mg/m?/jour ou une combinaison de capécitabine a la
méme dose associée a du lapatinib a2 1250 mg/jour. Le lapatinib était admi-
nistré selon un schéma continu du jour 1 & 14. Un gain significatif de survie
sans progression est observé avec la combinaison par rapport 4 la chimiothé-
rapie seule (37 versus 20 semaines ; p = 0,00016).

Le lapatinib a donc été actif a la fois dans les tumeurs du sein réfractaires au
trastuzumab (il vient d’étre enregistré dans cette indication) mais aussi chez les
patientes naives de tout traitement.

Inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase du REGF dans le
cancer du pancréas

Depuis janvier 2007, "EMEA a accordé une extension d’indication au Tarceva®
pour le traitement du cancer du pancréas métastatique, en association a la
gemcitabine. Dans cette situation lerlotinib (administré & 1 comprimé de
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100 mg/jour) a montré une amélioration significative de la survie globale (12).
Tout comme pour le CPNPC, 'apparition d’une éruption cutanée est associée
a une meilleure survie globale.

Conclusion

Deux inhibiteurs de tyrosine kinase HER 1 (erlotinib) et HER 1 et HER 2 (lapa-
tinib) sont désormais disponibles en clinique en phase avancée de cancer du
poumon, du pancréas et du sein, seuls ou en combinaison anvec la chimiothé-
rapie.
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Anticorps anti-VEGF :
un emploi universel

E. Blot et G. des Guetz

Angiogenése

Les tres nombreux travaux menés depuis les années soixante sur le réle de I’an-
giogenese dans les cancers ont permis d’aboutir a des traitements ciblant ce
processus physiopathologique (1, 2).

L’angiogenese est un phénomene actif qui permet la génération de nouveaux
vaisseaux a partir de ceux déja existants. Elle joue un réle important au cours
du développement embryonnaire, dans certaines phases de la reproduction et
au cours des phénomenes de cicatrisation. Linflammation réactionnelle apres
un traumatisme stimule I'angiogenese, qui permet la réparation. Elle doit
s’ éteindre lorsque la cicatrisation est achevée.

Lhoméostasie de 'organisme correspond en fait & une balance permanente
entre facteurs pro-angiogéniques et facteurs anti-angiogéniques. A I'état stable,
les facteurs anti-angiogéniques sont prépondérants et les cellules endothéliales
de la vasculature sont quiescentes, il n’y a pas d’angiogenése. Quand survient
une agression, la réaction inflammatoire stimule 'angiogenese par 'augmenta-
tion des facteurs pro-angiogéniques, dont I’effet dépasse alors celui des facteurs
anti-angiogéniques. Lactivation de l'angiogenese favorise la cicatrisation.
Quand celle-ci est achevée, les facteurs pro-angiogéniques diminuent, la stimu-
lation de 'angiogenese s'éteint et les facteurs anti-angiogéniques redeviennent
prédominants.

L'angiogenése associe plusieurs phénomenes différents :

— destruction de la membrane basale vasculaire et de la matrice extra-cellu-
laire ;

- stimulation des cellules endothéliales, entrainant leur prolifération et leur
migration pour former de nouveaux tubes capillaires a partir de leur vaisseau
d’origine ;

— stimulation des cellules mésenchymateuses qui s’organisent avec ces tubes
capillaires pour former de nouveaux vaisseaux stables.



58  Les thérapies ciblées

Ces phénomeénes sont simultanés et provoqués par des stimulus multiples :

— sécrétion de protéases et d’autres enzymes détruisant la matrice extra-
cellulaire ;

— libération de facteurs de croissance et d’enzymes présents dans la matrice,
sous forme active ou nécessitant au préalable une activation enzymatique ;

— sécrétion de facteurs de croissance et de facteurs activateurs, notamment
par les cellules cancéreuses et les cellules inflammatoires présentes dans le foyer
ot a lieu langiogenese.

Dans le méme temps est généralement stimulé un processus d’extinction de
ces processus d’angiogenese, qui permet la cicatrisation sans pérennisation du
processus inflammatoire.

Néanmoins, dans certains cas, 'inflammation et I'angiogenese sont péren-
nisées et deviennent chroniques. Les phénomenes cellulaires et moléculaires
stimulant I’angiogenése mis en jeu lors de l'inflammation chronique sont
différents de ceux qui sont présents lors de I'inflammation aigué. Au cours des
phénomenes inflammatoires chroniques, I'angiogenese est stimulée de fagon
anormale ou excessive. Elle a alors un effet délétere et peut aggraver le phéno-
mene inflammatoire, créant des lésions spécifiques qui géneérent un processus
pathologique propre.

Angiogenése tumorale

Au cours de la progression tumorale, il existe une stimulation de 'angiogenese
qui s’apparente a 'angiogenese des phénomenes inflammatoires chroniques.

Dactivation de I'angiogenese est un phénomene indispensable a la progres-
sion tumorale et a la création de métastases. Sans angiogenese efficace, une
tumeur ne peut croitre au-dela de quelques millimetres cube (3). Ceci a été
démontré dans la cornée du lapin (4), ot 'on constate, apres I'insertion d’une
tumeur millimétrique, qu'elle ne grossit pas tant qu'elle n’est pas vascularisée.
En revanche, elle se met & croitre dés que les vaisseaux 'atteignent.

Le phénomene responsable de ce « sommeil » tumoral tant que la tumeur
nest pas vascularisée a été expliqué. En I'absence d’angiogenese, alors que le
taux de prolifération des cellules cancéreuses reste élevé, Pinhibition de la crois-
sance tumorale est liée a activation de 'apoptose des cellules cancéreuses dans
une proportion équivalente a leur prolifération (5). Cette description dans
un modele de cancer murin semble correspondre a une situation connue en
clinique humaine, quand des métastases apparaissent longtemps apres le trai-
tement de la tumeur initiale. Cette reprise évolutive correspond probablement
a Pexistence au diagnostic initial de métastases infracliniques, microscopiques,
qui restent actives sans pouvoir se développer. Ultérieurement, sans doute a la
faveur de Pacquisition de la capacité de générer 'angiogenése, elles peuvent se
développer, devenant alors cliniquement symptomatiques.
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Facteurs angiogéniques

La stimulation de 'angiogenése se fait par des facteurs solubles qui sont appelés
facteurs angiogéniques. De nombreux facteurs angiogéniques ont été décrits au
cours de la progression tumorale. Ils peuvent étre de types diftérents :

— cytokines spécifiques stimulant Pangiogeneése, comme le Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF) ou le basic Fibroblast Growth Factor ;

— cytokines non spécifiques mais dont Ieffet sur les cellules endothéliales,
direct ou indirect, aboutit a une stimulation de I'angiogenése, comme le Tumnor
Necrosis Factor alpha ou le Tumor Growth Factor beta ;

— molécules particulieres ou produits de dégradation de certaines molécules
de la matrice extra-cellulaire responsables d’une stimulation de 'angiogeneése,
comme les fragments de petit poids moléculaire de 'acide hyaluronique.

En parallele des facteurs angiogéniques, il existe de nombreux facteurs inhi-
bant Pangiogenese. Ces facteurs anti-angiogéniques sont, de la méme facon, des
cytokines ou des molécules qui exercent leur effet sous leur forme intacte ou
qui doivent étre partiellement dégradées, comme 'angiostatine, un fragment
du plasminogene ou endostatine, un fragment du fibrinogene XVIIIL.

Vascular endothelial growth factor

Léquilibre entre facteurs angiogéniques et facteurs anti-angiogéniques se traduit
donc par une absence d’angiogenese dans un tissu sain normal. Au cours du
processus de cancérisation, cet équilibre se modifie et Uangiogenese apparait,
permettant la progression tumorale, locale et a distance. Cette modification
correspond a ce que l'on appelle le « switch angiogénique ».

Ce switch angiogénique a été étudié dans plusieurs modeles de cancérisation
chez la souris. Les molécules mises en jeu sont nombreuses, mais un facteur
angiogénique parait étre un facteur clé : le VEGF-A (6).

Le VEGF est un mitogene spécifique des cellules endothéliales, qui induit
I'angiogeneése (7). Il est indispensable a 'angiogenése physiologique, mais
est également impliqué dans des processus pathologiques mettant en jeu des
phénomenes de néovascularisation. C’est un facteur majeur de 'angiogenese
tumorale (8, 9). Plusieurs isotypes du VEGF ont été décrits, correspondant a
la forme active (165 kD) ou a des formes non activées ou inactivées. Le VEGF
interagit avec ses récepteurs R1, R2 et R3.

L'activation du géne du VEGEF-A est sous la dépendance directe de
Phypoxie cellulaire. Dans une situation d’hypoxie, les cellules cancéreuses
synthétisent un facteur appelé Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1) qui active
la transcription du géne du VEGF-A (10). L'hypoxie cellulaire parait égale-
ment favoriser 'expression des récepteurs du VEGF (VEGEF-R), notam-
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ment le VEGF-R2 qui semble le plus important au cours de 'angiogenése
tumorale. Il semble également que le VEGF-A tumoral ne soit pas unique-
ment synthétisé par les cellules tumorales. En effet, le stroma tumoral est
manifestement également une source de VEGF-A (11, 12). Il est également
intéressant de noter que des cellules du stroma autres que les cellules endo-
théliales possedent des récepteurs pour le VEGF, indiquant que ses effets ne
se limitent pas 2 la seule stimulation des cellules endothéliales.

La corrélation du VEGF-A tumoral avec 'angiogenése tumorale se
heurte au probleme de la quantification de I'angiogenese. Les méthodes
initialement proposées, qui nécessitent de compter le nombre de vaisseaux
dans une tumeur aprés marquage par immunohistochimie sur des coupes
tumorales en paraffine se heurtent 2 une trés faible reproductibilité. Alors
que le premier article sur le compte des microvaisseaux donnait un résultat
pronostique spectaculaire (13), une méta-analyse des études publiées, donc
avec une surreprésentation des études positives compte tenu du biais de
publication, ne retrouve qu’'un réle pronostique trés modeste pour 'angio-
genése mesurée par cette méthode (14). Elle montre en particulier que la
reproductibilité interobservateur est médiocre. De nouvelles méthodes de
quantification de I'angiogenese sont en cours de développement, en parti-
culier par Putilisation de 'imagerie fonctionnelle, en marquant les cellules
endothéliales activées ou en visualisant le flux de perfusion dans les tumeurs.
Néanmoins, ces méthodes restent dépendantes de Pexpérience de 'observa-
teur et ne sont guére quantifiables. Surtout, toutes ces méthodes nécessi-
teraient une méthode de référence a laquelle se comparer, cette méthode
n'existe pas aujourd’hui. Un certain nombre de travaux se sont tout de
méme intéressés a la quantité ’ ARNm du VEGF-A dans les tumeurs, peut-
étre corrélée a agressivité tumorale.

En pratique : le bevacizumab (Avastin®)

Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps humanisé anti-VEGE. Si son effi-
cacité en pratique clinique a été démontrée, I'effet biologique du bevacizumab
n’est encore pas connu. En effet, il cible le VEGF circulant.

Cancers colorectaux

Létude princeps démontrant Pefficacité du bevacizumab en pratique clinique
a été réalisée dans le cancer colorectal métastatique. Elle portait sur plus de
800 patients recevant irinotécan, 5FU et acide folinique plus le bevacizumab
ou un placebo (15). Le traitement par bevacizumab augmentait la médiane de
survie sans progression de 60% et la survie globale de 30 %, avec un taux de
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réponse augmenté de 30 % (15). Les effets secondaires étaient essentiellement
représentés par une hypertension dans le bras associant le bevacizumab, mais
celle-ci était facilement contrélée. On notait aussi des protéinuries et des cas de
perforations digestives.

Le bevacizumab a également été testé dans les cancers colorectaux en asso-
ciation a l'autre protocole usuel, le FOLFOX (associant 5FU, acide folinique et
oxaliplatine). La encore, il existait une amélioration significative de la réponse,
avec les mémes effets secondaires (16).

Cancers du rein

Les traitements actuels par immunothérapie des cancers du rein métastatique
n'ont quune efficacité trés limitée. L'étude de nouveaux concepts thérapeu-
tiques a donc une place naturellement importante dans leur prise en charge.
Connaissant le caractere hautement hémorragique des cancers du rein, il était
logique de tester dans ces tumeurs un médicament ciblant P'angiogenése et les
néovaisseaux tumoraux. La premiere étude publiée sur le bevacizumab compa-
rait deux doses 4 un placebo et montrait une augmentation notable de la survie
sans récidive avec la dose la plus élevée, avec une tolérance acceptable (17).

Lors de 'Asco 2007, le bevacizumab associé a une immunothérapie a été
comparé a une immunothérapie plus placebo dans une étude internationale
de phase III, randomisée, comportant plus de 640 malades ayant un cancer
du rein métastatique. Les résultats préliminaires indiquent une efficacité tres
importante puisque la survie sans récidive moyenne passe de 5 a 10 mois, avec
une bonne tolérance. La survie globale m'était pas encore significativement
prolongée (18).

Cancers du sein

Le bevacizumab a également été testé dans le cancer du sein métastatique ayant
progressé apres anthracyclines et taxanes. Il s’agit d’une étude de phase III
comparant la capécitabine associée au bevacizumab a la capécitabine seule (19).
Malgré un taux de réponse objective doublé par le bevacizumab, la survie n’était
pas modifiée par le bevacizumab. Le traitement était bien toléré en dehors d’'une
hypertension chez 18 % des malades.

Des études de phase II ont également permis d’associer le bevacizumab avec
d’autres chimiothérapies, comme les taxanes, la vinorelbine, une hormono-
thérapie ou d’autres thérapies ciblées. La tolérance semblait comparable et il
existait des réponses cliniques. Ces résultats méritent d’étre confirmés dans des
études de phase III. Une étude a récemment montré que l'association bevaci-
zumab paclitaxel augmentait la survie sans rechute des patientes qui passait de
5,9 mois & 11,8 ce qui a permis de donner une AMM 4 cette association (20).
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De méme des projets d’utilisation du bevacizumab voient le jour au stade
adjuvant. Mais la tolérance risque la d’étre un facteur limitant plus important
que dans les maladies localement avancées ou métastatiques.

Cancers bronchiques non a petites cellules

La premiere étude testant le bevacizumab dans les cancers bronchiques non a
petites cellules, étude de phase II randomisée, a montré une efficacité thérapeu-
tique en termes de réponse objective et de survie sans récidive, mais associée
a une toxicité qui pouvait paraitre rédhibitoire (21). En effet, le bevacizumab
paraissait favoriser les hémoptysies sévéres, voire mortelles dans certains cas.
Cette toxicité n'a pas été confirmée dans ’étude de phase III publiée depuis, qui
écartait les cancers épidermoides et les malades ayant des antécédents hémor-
ragiques ou des métastases cérébrales (22). En revanche, le bénéfice du bevaci-
zumab en survie était confirmé par cette étude de plus de 800 malades (22).

Conclusion

Le bevacizumab semble intéressant dans plusieurs cancers en situation métas-
tatique. Néanmoins, le bénéfice de ce médicament est variable en fonction des
types de cancers étudiés, et semble d’autant plus important que les possibilités
thérapeutiques autres sont faibles, comme dans le cancer du rein.

Il faut sans doute souligner en parallele qu’il s’agit d’une thérapie ciblée,
mais dont la cible réelle en situation thérapeutique n’est pas clairement déter-
minée. Leffet du ciblage du VEGF circulant correspond a un effet thérapeu-
tique, mais de nombreux travaux sont encore nécessaires pour comprendre les
mécanismes d’action du bevacizumab, et donc décrire un facteur prédictif de la
réponse au bevacizumab. Ceci sera d’autant plus crucial que le bevacizumab va
prochainement étre testé en situation adjuvante, situation ot la démonstration
d’un bénéfice thérapeutique nécessite plus de malades et reste plus difficile a
mettre en évidence.

Quarante ans de travaux ont permis de démontrer 'importance de I'angio-
genese dans la progression tumorale et de construire des traitements ciblant ce
processus. Cette avancée se traduit aujourd’hui par un bénéfice incontestable
pour les malades. Mais la modulation de 'angiogenése n’est que le premier pas
vers la mise en lumigre du role fondamental du stroma tumoral dans le déve-
loppement et la progression du cancer.

De nombreux travaux seront sans doute encore nécessaires pour permettre
la compréhension des multiples processus qui permettent la coopération des
cellules du stroma tumoral, fibroblastes, cellules immunitaires et endothéliales,
avec les cellules cancéreuses.
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Parions que la compréhension puis la régulation de ces mécanismes donne-

ront la clé des traitements anti-tumoraux du futur : les cellules cancéreuses ne
sont-elles pas des cellules malades qui ne survivent que grace aux soins intensifs
des cellules normales du stroma ?
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Molécules inhibitrices des récepteurs
du VEGF

Y. Loriot et B. Besse

Introduction

Langiogenese est I'un des processus clés de la croissance et la dissémination
tumorale.

La famille du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) représente un
ensemble de facteurs qui possédent des fonctions essentielles dans I'angioge-
nése physiologique comme pathologique. Le VEGF augmente la perméabilité
vasculaire et induit Pexpression de différentes molécules d’adhésion de Pen-
dothélium impliquées dans linflammation et la régulation de Padhésion des
leucocytes. La famille du VEGF est composée de plusieurs glycoprotéines dont le
VEGEF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGEF-E, PIGF-1 (placenta growth factor
1) et PIGF-2. Le VEGF-A a été le premier facteur identifié comme facteur de
perméabilité vasculaire sécrété par les tumeurs et représente le principal facteur
de régulation du développement du systéme vasculaire (1).

Le VEGF se lie & trois types de récepteurs spécifiques: le VEGFR-1, le
VEGFR-2 et VEGFR-3. Ces récepteurs sont composés d’un domaine extracel-
lulaire qui permet la fixation du VEGF un domaine transmembranaire et un
domaine intracellulaire contenant un domaine tyrosine kinase. De plus, il existe
deux autres récepteurs neuropilin 1 (NRP-1) et NRP-2 qui sont des corécep-
teurs pour les ligands de la famille VEGF et qui permettent d’augmenter I'af-
finité de ces ligands a leurs récepteurs (2). L'interaction entre le récepteur et
son ligand permet l’activation du domaine tyrosine kinase des VEGFR, induit
lactivation du signal de transduction intracellulaire et permet Pactivation de
voies de prolifération cellulaire (voie Raf/MEK/ERK) et de survie (comme la
voie PI3K-AKT).

Le VEGFR-1 est un facteur de régulation physiologique du développement de
’angiogenese, il est impliqué dans la migration et la différentiation des cellules
endothéliales. Le VEGFR-2 est responsable de la perméabilité, de la proliféra-
tion des cellules endothéliales, de 'invasion, de la migration et de la survie. Le
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VEGEFR-3 est impliqué dans la lymphangiogenése (3) et son expression dans les
tumeurs a été corrélée a I'invasion et aux métastases ganglionnaires (4-5).

Inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant le VEGFR

Sorafénib

Le sorafénib est un inhibiteur oral multicibles inhibant VEGFR-2, VEGFR-3
mais aussi PDGFR-f, c-Kit, B-RAF et C-RAF Il est capable d’inhiber 'angioge-
nese tumorale de nombreuses lignées tumorales sur des modeles de xénogreffes
en particulier les lignées issues de tumeurs du célon, du sein, bronchiques non
a petites cellules (6). Compte tenu des résultats encourageants issus des études
de phase I (7-8), le sorafénib a été évalué chez 202 patients atteints d’un cancer
du rein métastatique (9). En cas de stabilité tumorale a 12 semaines, les patients
étaient randomisés entre un groupe placebo et un groupe sorafénib tandis qu'en
cas de réponse objective & 12 semaines les patients poursuivaient le sorafénib.
La survie sans progression était de 6 semaines dans le groupe placebo contre
23 semaines dans le groupe sorafénib (p = 0,0001). Lefficacité du sorafénib
dans cette indication a été confirmée par une étude de phase III ayant inclus
903 patients en échec d’un traitement de premiere ligne (10). La survie sans
progression était de 5,5 mois dans le groupe sorafénib contre 2,8 mois dans le
groupe placebo [hazard ratio (HR) = 0,44 ; intervalle de confiance (IC) 95% :
0,35-0,55 ; p < 0,01] alors que le taux de réponse objective n’était que de 10%
pour le sorafénib contre 2% pour les patients traités par le placebo. La survie
globale, critere de jugement principal, est d’appréciation difficile compte tenu de
la possibilité d’un cross-over. Celle-ci était de 14,7 mois dans le groupe placebo
alors qulelle m’était pas atteinte dans le groupe sorafénib (HR =0,72; IC95
=0,54-0,94 ; p = 0,02). Les toxicités les plus importantes, de grade 3/4, consis-
taient en un syndrome main-pied (6 %), une fatigue (5%), une hypertension
(49%), des diarrhées (2%). Une lymphopénie, une hypophosphatémie et une
élévation de la lipase de grade 3/4 ont été également constatées chez 12 4 13%
des patients. Le traitement a été interrompu chez 10% des patients inclus dans
le groupe sorafénib contre 8% pour les patients inclus dans le groupe placebo
compte tenu des toxicités cutanées et digestives. Ces toxicités dose-dépendantes
étaient habituellement bien contr6lées par une réduction de dose ou par des
traitements spécifiques. Cependant, la prise concomitante de traitement symp-
tomatique peut constituer une cause majeure d’inconfort chez le patient avec
pour conséquence une mauvaise observance de la prise du sorafénib. Les modi-
fications vasculaires évaluées a 'écho-Doppler étaient corrélées a la survie sans
progression et a Ja survie globale. Compte tenu de ces résultats sans précédent
dans le cancer du rein métastatique, le sorafénib a obtenu l'autorisation de
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mise sur le marché en premiére et seconde ligne aux Etats-Unis dés le mois de
décembre 2005 et en Europe en avril 2006 {en seconde ligne uniquement).

Le sorafénib connait également un développement dans d’autres tumeurs,
en particulier le mélanome, compte tenu de 'existence de mutations BRAF
jusqu’a 80 % des tumeurs. Cependant aucun effet n’a été rapporté en monothé-
rapie méme dans le sous-groupe des patients avec mutations BRAF (11).

Récemment, le sorafénib a prouvé son efficacité dans le carcinome hépato-
cellulaire avancé pour lequel peu de ressources thérapeutiques étaient disponi-
bles. Abou-Alfa et al. ont rapporté les résultats d’une étude de phase II évaluant
Iefficacité et la toxicité du sorafénib chez 137 patients atteints de carcinome
hépatocellulaire inopérable n’ayant pas recu de traitement systémique antérieur
(12). Les patients inclus devaient étre en bon état général (performance status 0
ou 1) et devaient avoir une fonction hépatique conservée (Child-Pugh A ou B).
La réponse était évaluée selon les critéres OMS. Le sorafénib était prescrit a
la dose de 400 mg deux fois par jour. Seuls 2,2 % des patients ont obtenu une
réponse partielle, 5,8 % une réponse mineure et 33 % une maladie stable, seize
semaines apres le début du traitement. Le temps jusqu'a progression était de
4,2 mois et la survie globale de 9,2 mois. Le traitement était bien toléré et les
toxicités de grade 3 ou 4 consistaient en une fatigue (9,5%), diarrhée (8 %) et
un syndrome pied-main (5,1 %). Uétude de biomarqueurs prédictifs a retrouvé
une corrélation entre le niveau initial tumoral de pERK (évaluée en immunohis-
tochimie) et le temps & progression. Ces résultats trés encourageants ont permis
le développement d’une étude de phase Il dont les résultats ont été présentés a
I’ASCO 2007. Cette étude internationale multicentrique a comparé le sorafénib
400 mg deux fois par jour (299 patients) a un placebo (303 patients) chez des
patients atteints de CHC avancé, non éligibles pour un traitement local en bon
état général (OMS 0-2) et avec une fonction hépatique correcte {Child-Pugh A).
Les critéres de jugement étaient le temps jusqu’a la progression symptomatique
et la survie globale. Le sorafénib a amélioré significativement la survie jusqu’a
progression (5,5 mois contre 2,8 mois; p < 0,0000007) et la survie globale
(10,7 mois contre 7,9 mois; p < 0,0006). Le sorafénib améliore donc la survie
de l'ordre de 319% (hasard ratio = 0,69; IC 95%: 055-0,88; p = 0,00058). La
tolérance était satisfaisante avec essentiellement des diarrhées et un syndrome
palmo-plantaire. Le sorafénib devrait donc constituer le traitement de choix
dans cette indication. Gatzemeier et al. ont rapporté les résultats d’une étude de
phase II concernant Pefficacité et la tolérance du sorafénib administré a la dose
de 400 mg deux fois par jour chez 52 patients atteints de cancer bronchique
métastatique aprés échec d’un traitement antérieur (13). Aucune réponse
partielle n'a été obtenue alors que 59 % des patients présentaient une stabilité
tumorale. La survie sans progression était de 11,9 semaines et la survie globale
de 29,3 semaines. Les effets secondaires les plus fréquents étaient une diarrhée
chez 40 % des patients, un syndrome pied-main chez 37 % des patients et une
fatigue dans 27 % des cas.
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Sunitinib

Le sunitinib est un inhibiteur multikinases ciblant VEGFR, PDGFR et c-kit. 1l
posseéde des activités anti-angiogéniques et antiprolifératives directes. Des études
précliniques ont montré que l'inhibition simultanée du VEGFR et du PDGFR
avait un effet antitumoral supérieur a U'inhibition d’un seul récepteur. Dans des
modeles murins, le sunitinib est capable d’induire une régression du volume
tumoral ou un arrét de croissance tumorale de plusieurs types de tumeurs (14).
La dose recommandée lors d’études de phasel a été fixée & 50 mg par jour
pendant quatre semaines suivies de deux semaines de repos pour un cycle de
six semaines au total (15). Les données pharmacocinétiques ont rapporté une
bonne absorption du produit aprés prise orale et une demi-vie longue permet-
tant une administration quotidienne en une seule prise. La phase I a suggéré
une activité anti-tumorale intéressante dans les cancers du rein, les tumeurs
stromales et les tumeurs neuroendocrines (15). Les effets secondaires les plus
fréquemment rapportés au cours de ces études précoces consistaient en une
fatigue dose dépendante, des diarrhées, des nausées et une dépigmentation des
poils. Dans deux essais de phases II, un total de 169 patients atteints de cancer
du rein métastatique en échec de traitement par cytokine ont été traités (16,
17). Dans une analyse poolée, une réponse partielle a été obtenue chez 42%
des patients, une stabilité tumorale pendant au moins 3 mois chez 24% des
patients (17). La survie sans progression était estimée a 8,2 mois. Les toxicités
les plus fréquentes étaient une fatigue, une neutropénie, une anémie, une diar-
rhée et une élévation de la lipase (17). Compte tenu de ces résultats promet-
teurs, le sunitinib (50 mg par jour quatre semaines sur six) a été comparé a
un traitement standard, Pinterféron alfa administré trois fois par semaine (a la
dose de 3 MU la premiére semaine puis 6 MU la seconde semaine et 9 MU les
semaines suivantes) au cours d’une étude de phase III chez des patients atteints
de cancer du rein métastatique (18). La survie sans récidive était significati-
vement supérieure dans le groupe sunitinib par rapport au groupe interféron
alpha (11 mois contre 5 mois, HR = 0,42, IC 95 = 0,32-0,54 ; p < 0,001). Le taux
de réponse était également supérieur dans le groupe sunitinib (31 % contre 6 %
dans le groupe interféron alpha ; p < 0,001). Les toxicités les plus couramment
rencontrées sous sunitinib étaient des diarrhées (5%, absence de cas rapporté
dans le groupe interféron), une hypertension (8% contre 1%), un syndrome
main-pied (5% et absence de cas dans le groupe interféron). Uinterféron indui-
sait plus de fatigue (12 % contre 7%, p < 0,05) et de lymphopénie (22 % contre
129%). Le sunitinib a obtenu l'autorisation de mise sur le marché en premiére
ligne de traitement du cancer du rein avancé en juillet 2006.

Le sunitinib a également été développé avec succes dans les tumeurs stro-
males gastro-intestinales (GIST). Une étude de phase Il a inclus 97 patients
traités par sunitinib : une réponse partielle a été obtenue chez 8% des patients
et une stabilité tumorale chez 70% des patients (19). Lefficacité semble
meilleure pour les tumeurs sans mutation de KIT ou avec mutation de I’exon 9
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par rapport a celles avec mutation de I'exon 11. Parallelement, les mutations
secondaires de I'exon 13 et 14 de KIT améliorent la sensibilité in vitro et in vivo
au sunitinib par rapport aux mutations secondaires sur de Pexon 17 et 18 (20).
Une étude randomisée en double aveugle a comparé le sunitinib administré  la
dose de 50 mg par jour quatre semaines sur six & un placebo chez 312 patients
atteints d’un GIST réfractaire a 'imatinib ou intolérants a cette molécule (21).
Le temps jusqu’a progression dans le groupe sunitinib était supérieur a celui du
groupe placebo (6,3 mois contre 1,5 mois; p < 0,00001). Les taux de réponse
partielle et de stabilité tumorale étaient cohérents avec les données rapportées
au cours des études de phases II, soit 7% et 58 % respectivement. Les toxicités
étaient similaires a celles rapportées dans les autres études sur le sunitinib.

L'asthénie, un des effets secondaires les plus fréquents du sunitinib, pourrait
étre partiellement expliquée par I'altération de la fonction thyroidienne. En effet,
parmi les 66 patients traités par sunitinib pour un cancer du rein métastatique,
les tests biologiques thyroidiens étaient perturbés chez 85% d’entre eux (22).
Dans 84% des cas, les patients présentaient des signes cliniques compatibles
avec une hypothyroidie. La mise en place d’une hormonothérapie substitutive
semble améliorer ces symptémes chez une partie des patients. Une attention
particuliere devrait étre portée sur la fonction thyroidienne chez les patients
traités par sunitinib.

D’autres schémas d’administration sont actuellement en évaluation reposant
sur le fait que les effets biologiques du sunitinib s’atténuent ou disparaissent
pendant les deux semaines de repos du cycle de traitement. U'administration
continue du sunitinib a la dose de 37,5 mg par jour a été particulierement
étudiée. Une étude de phase II incluant des patients atteints de cancer du rein a
suggéré un profil de toxicité favorable sans perte évidente d’efficacité (23).

Le sunitinib a également montré une activité intéressante dans des études
de phases II chez des patients atteints de cancer du sein métastatique, de cancer
bronchique ou de tumeurs neuroendocrines (24-26).

Vatalanib (PTK787/ZK 222584)

Le vatalanib est un inhibiteur oral ciblant a la fois VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-
3 ainsi que PDGER et c-kit a des concentrations plus importantes (27). Cet
agent est capable d’inhiber 'angiogenése tumorale et la croissance tumorale
de plusieurs tumeurs sur des modeles de xénogreffes lors d’une administra-
tion en monothérapie ou associée & une chimiothérapie ou une irradiation.
Les études pharmacocinétiques ont retrouvé un pic plasmatique deux heures
aprés 'absorption et une demi-vie de quatre a six heures. Ces données pharma-
cocinétiques, couplées aux résultats pharmacodynamiques obtenus par réso-
nance magnétique avec séquence dynamique, ont permis d’établir que la dose
quotidienne biologiquement active est supérieure a 1 000 mg par jour et que
la dose maximale tolérée est de 750 mg deux fois par jour. Plusieurs études de
phase I ont rapporté un profil de tolérance favorable et des signes d’efficacité
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dans plusieurs types tumoraux (28). Les effets secondaires étaient pour essen-
tiel des nausées (59 %), des vomissements (35 %), une fatigue (41 %), une toux
(29%) et des céphalées (24%).

Deux études randomisées de phase III ont comparé le schéma FOLFOX4
(association de 5 fluorouracile, acide folinique et oxaliplatine) administré avec
du vatalanib & la dose de 1 250 mg par jour en une prise ou un placebo chez
des patients atteints de cancer du c6lon métastatique en premiére ou seconde
ligne (études CONFIRM 1 et CONFIRM 2) (29, 30). Dans la premiére étude
ayant inclus 1 168 patients, les survies sans progression des deux bras n’étaient
pas significativement différentes (7,7 mois pour le groupe FOLFOX4/vatalanib
contre 7,5 mois pour le groupe FOLFOX4/placebo). Uhypertension artérielle et
les thrombophlébites étaient les effets secondaires de grade 3/4 les plus fréquents
dans le groupe vatalanib. Dans la seconde étude associant une chimiothérapie
a base d’irinotécan au vatalanib ou a un placebo, la survie globale n’était pas
améliorée dans le bras vatalanib (12,1 mois contre 11,8 mois; p =0,51). La
survie sans progression semble étre améliorée par le vatalanib (5,5 mois contre
4,1 mois; p = 0,026) en cas d’élévation des lacticodéshydrogénases dans une
méta-analyse de ces deux études précédentes (31). Le vatalanib a également été
développé dans les tumeurs cérébrales. Deux études de phases I/II Pont évalué
seul ou associé au témozolomide ou a la lomustine chez des patients atteints de
récidive de glioblastome (32-33). Une réponse partielle a été observée chez 4%
des 55 patients traités en monothérapie tandis que 56 % des patients ont présenté
une stabilité tumorale (durée médiane : 12,1 semaines). Parmi les 60 patients
recevant une association, 4 réponses partielles et 27 stabilités tumorales ont été
obtenues avec un temps jusqu’a progression variant de 12 a 16 semaines.

Une autre étude a suggéré une efficacité du vatalanib chez des patients
atteints de cancer du rein métastatique (34). La survie sans progression était
de 5,5 mois (IC95 = 3,7-7,9 mois), 19 % des 45 patients inclus ont présenté une
réponse, 46 % une stabilité tumorale et 14% une progression tumorale. Dans
une autre étude de phase II, 55 patients atteints de cancer bronchique non 2
petites cellules progressant apres une chimiothérapie a base de sels de platine
ont été traités par vatalanib a la dose de 1 250 mg une fois par jour tandis que
55 patients supplémentaires ont recu la méme dose fractionnée en deux prises
par jour. Une réponse partielle selon les critéres RECIST était observée chez 4 %
des patients et une stabilité tumorale & 12 semaines chez 33 % des patients (35).
La caractérisation de marqueurs biologiques ou radiologiques de réponse et/ou
de survie est une préoccupation de nombreux investigateurs. Plusieurs études
de phases I ont évalué I'intérét de I'imagerie par résonance magnétique avec
séquence dynamique dans cette indication. Une corrélation entre la réduction
de la prise de contraste et la réponse tumorale ou I'obtention d’une stabilité
tumorale a été établie (36). D’autres études ont suggéré une relation entre 'aug-
mentation du taux plasmatique du VEGF-A apres prise orale de vatalanib et la
stabilité tumorale (37). De nouvelles études sont nécessaires pour confirmer ces
résultats préliminaires et/ou trouver d’autres marqueurs plus pertinents.
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Vandetanib (ZD6474)

Le ZD6474 est un inhibiteur de VEGFR-2, VEGFR-3 mais aussi ’EGFR et de
FGFR1 administré par voie orale. Plusieurs études de phase II ont rapporté une
tolérance acceptable et une efficacité intéressante essentiellement dans le cadre
du cancer bronchique non a petites cellules. Une premiere étude a évalué le
ZD6474 chez 46 patientes atteintes d’un cancer du sein en phase métastatique a
la dose de 100 mg ou de 300 mg par jour. Les toxicités les plus marquées consis-
taient essentiellement en une diarrhée de grade 3/4 chez 14% des patients a la
dose de 300 mg par jour (38). Aucune réponse n'a été constatée. Une seconde
étude de phase II deffectif plus important (123 patients atteints de cancer
bronchique non a petites cellules) ayant progressé apres une premiere ligne de
chimiothérapie a base de sels de platine a évalué I'association du docétaxel au
7D6474 (ala dose de 100 mg ou 300 mg) ou a un placebo. La survie sans progres-
sion était de 19 semaines dans le groupe ZD6474 100 mg contre 17 semaines
dans le groupe ZD6474 300 mg et 12 semaines dans le groupe placebo (39).
Une étude de phase III est actuellement en cours pour confirmer ces résultats.
Une autre étude de phase II randomisée a comparé le gefitinib (250 mg par
jour) au ZD6474 (300 mg par jour) chez 168 patients atteints de cancer bron-
chique non a petites cellules aprés échec d’une ou deux lignes de chimiothé-
rapie. La survie sans progression était significativement allongée dans le groupe
716474 (11 semaines contre 8,1 semaines ; p = 0,025) mais il s’agit d’une étude
de phase II et ces résultats méritent confirmation (40).

Les effets secondaires les plus fréquents, outre la diarrhée, sont le rash cutané,
les nausées et un allongement de I'intervalle QTc. Ce dernier a été retrouvé chez
72%,61 % et 29 % de patients japonais atteints de cancer du poumon non a petites
cellules traités a la dose de 300 mg, 200 mg et 100 mg respectivement {41).

Axitinib (AG013736)

Laxitinib est un inhibiteur oral de VEGFR-1, VEGFR-2 et PDGFR-B. La dose
optimale évaluée au cours des études de phase [ a été établie a 5 mg deux fois par
jour. Les effets secondaires induits par I'axitinib sont semblables a ceux des autres
inhibiteurs oraux de VEGEFR, a savoir hypertension artérielle, asthénie, diarrhée,
nausées et vomissements {42). Une premiere étude de phase II conduite chez des
patients atteints de cancer du rein métastatique et progressant aprés un traite-
ment par immunothérapie a rapporté une efficacité intéressante: a la dose de
5 mg deux fois par jour, 46 % des patients ont présenté une réponse partielle et
40% une stabilité tumorale (43). Les toxicités de grade 3/4 se résumaient a des
diarrhées, & une hypertension et a une fatigue chez 8%, 15% et 8% des patients
respectivemnent. Une autre étude de phase Il a mis en évidence des taux de réponse
partielle et de stabilisation de 23 % et 47 % chez des patients atteints de cancer de
thyroide non-candidats ou réfractaires & un traitement a base d’iode!?!. Les effets
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secondaires consistaient essentiellement en une asthénie (9 %), une hypertension
(6%), des diarrhées et une protéinurie (3 %) (44).

CP-547,632

CP-547,632 est un inhibiteur oral de tyrosine kinase ciblant VEGFR-2. Une étude
de phase I a suggéré un profil de tolérance acceptable, une stabilité supérieure a
8 semaines chez 6 patients et une stabilité supérieure a 6 mois pour un patient
(45). Toutefois, une étude de phase II randomisée évaluant Iassociation du CP-
547,632 a une chimiothérapie par carboplatine — paclitaxel chez des patients
atteints de cancer bronchique non a petites cellules ne semble pas démontrer de
bénéfice clair en termes de taux de réponse (46).

Cediranib (AZD 2171)

L’AZD 2171 est un agent oral ciblant également VEGFR-2 et qui permet d’in-
hiber de fagon dose-dépendante la croissance de nombreuses tumeurs dans
des modeles de xénogreffe, en particulier par blocage de 'angiogenése tumo-
rale (47). La toxicité consiste essentiellement en une hypertension artérielle de
grade 3/4 (21 %), une diarrhée et des céphalées (48). La combinaison de TAZD
2171 a d’autres agents de chimiothérapie, en particulier avec le pemetrexed,
le docétaxel, l'irinotécan ou l'oxaliplatine, n’induit pas de toxicité rédhibitoire
(49). En association avec une chimiothérapie par carboplatine/paclitaxel chez
des patients atteints de cancer bronchique non & petites cellules, ’AZD2171
peut étre administré a pleine dose (45 mg/jour) (50). Lassociation du ZD2171
au gefitinib présente une toxicité acceptable et mérite d’étre explorée au cours
d’études de phase IT (51).

Tableau I — Inhibiteurs du VEGFR.

Agent Cible Phase
PTK787/ZK222584 (vatalanib) VEGER-1, VEGFR-2, PDGFR I
SU 11248 (sunitinib) VEGER, PDGFR, Flt-3, ¢c-kit AMM
7D6474 (vandetanib) VEGFR-2, VEGFR-3, EGFR III en cours
BAY 43-9006 (sorafénib) VEGEFR-2, PDGEFR (and RAF*) AMM
AG 013736 (axitinib) VEGFR, PDGFR, c-kit I
AZD2171 (cediranib) VEGFR-2 11

CP-547,632 VEGEFR-2, EGFR and PDGFR II




Molécules inhibitrices des récepteurs du VEGF 73

Perspectives

Combinaison d'agents anti-angiogéniques

Les inhibiteurs oraux de tyrosine kinase de VEGEFR et les anticorps ciblant le
VEGF peuvent potentiellement étre associés et cibler simultanément plusieurs
niveaux d’'une méme voie de signalisation intracellulaire, réalisant ainsi un
blocage vertical de la voie VEGF/VEGFR. Cliniquement, leur association se
justifie compte tenu de leur spectre différent en termes d’activité et de toxicité.
Au cours d’une étude de phase I associant le sorafénib au bevacizumab, une
augmentation importante de la toxicité liée au sorafénib a été constatée : la dose
maximale tolérée était de 200 mg deux fois par jour pour le sorafénib et de
5 mg/kg toutes les deux semaines pour le bevacizumab (52). Les toxicités dose-
limitantes consistaient en une hypertension grade 2-4, un syndrome main-pied,
une protéinurie de grade 3 et une thrombopénie. Une réponse partielle a été
obtenue que dans les cas de cancers de 'ovaire (4/14, 29%) ce qui conduira a
une étude de phase I dans ce type tumoral.

La plupart des molécules inhibitrices de VEGFR ne sont pas spécifiques
mais multicibles. Méme si la famille VEGFR constitue leur cible privilégiée, il
est probable que des cibles accessoires jouent un réle important dans effica-
cité mais aussi dans les effets secondaires de ces molécules. Une des questions
futures sera de connaitre 'intérét des associations d’inhibiteurs de tyrosine
kinase, par rapport a 'utilisation de molécule unique inhibant un large spectre
de tyrosines kinases.

Association avec une chimiothérapie

Alors que lassociation d’anticorps monoclonaux anti-VEGF avec les agents
de chimiothérapie conventionnelle se révéle efficace dans plusieurs indications
comme [’association du bevacizumab au FOLFOX dans le cancer du colon,
’association d’inhibiteurs oraux du VEGFR avec une chimiothérapie n’a pas
apporté a ce jour de bénéfice clair en termes de survie globale. Des résultats
similaires avaient été observés avec les études d’association des inhibiteurs
oraux d’EGFR avec une chimiothérapie a base de sels de platine alors méme
que ces agents oraux apportaient un bénéfice en monothérapie. Ces résultats
sont a relativiser avec les résultats de I'essai de phase II évaluant le ZD6474 en
association avec le docétaxel, plutét en faveur de I'association (39). Ces résultats
soulignent surtout la possibilité d’un effet de classe (relevant d’une interaction
pharmacologique) et plaident a ce jour pour une utilisation séquentielle plut6t
que concomitante, tout du moins avec les sels de platine.
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Vers une utilisation optimisée des inhibiteurs oraux de VEGFR

De nombreuses questions restent encore sans réponse : quelle est la durée opti-
male d’un traitement par ces inhibiteurs de VEGFR ? Quels en sont les effets
secondaires a long terme ? Quelle est leur place en situation adjuvante ? Les
criteres actuels d’évaluation de la réponse tumorale sont-ils adaptés a ces
agents ? Quels sont les facteurs biologiques et radiologiques prédictifs d’effi-
cacité ? Ce dernier point est essentiel pour permettre de mieux sélectionner les
patients tirant profit des inhibiteurs de VEGEFR tant en termes d’efficacité que de
tolérance. Jusqu’a présent la majorité des études s’est intéressée aux marqueurs
plasmatiques tels que le taux de VEGE, le taux de VEGEFR soluble et d’interleu-
kine-8. Les résultats ne sont pas univoques. Les niveaux initiaux de VEGFR-2
soluble et de VEGEFR ne sont pas prédictifs d’une sensibilité au sorafénib (13).
Le taux de VEGF augmente au début du traitement mais sa valeur prédictive
reste débattue (37, 53). Le taux de cellules endothéliales circulantes n’a pas été
corrélé a Pefficacité du sunitinib (54). Lexistence de mutations BRAF n’a pas
été non plus corrélée a Pactivité clinique du sorafénib (11). Ainsi, la détermina-
tion de marqueurs prédictifs de Uefficacité des thérapies ciblant le VEGFR reste
un domaine peu exploré.

Conclusion

Les résultats encourageants des essais cliniques évaluant les molécules inhi-
bitrices de VEGFR démontrent que ces traitements sont en passe de devenir
une des modalités thérapeutiques majeures dans le domaine de Poncologie. De
nombreuses questions restent ouvertes : quelles sont les différences d’activité
et de tolérance entre ces différentes molécules ¢ Quelle est la toxicité a long
terme de ces agents ? Quels sont les nouveaux criteres de jugement pertinents
pour 'évaluation de ces traitements ? Enfin quelles sont les associations possi-
bles avec les agents cytotoxiques conventionnels ou autres thérapies molécu-
laires ciblées ¢ Autant d’études prospectives qui restent & mener pour couvrir
I'ensemble de ces réflexions et mieux définir la place de ces agents dans notre
arsenal thérapeutique.
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Monoclonaux contre inhibiteurs
de tyrosine kinase

A. Bozec et G. Milano

Introduction

Les thérapeutiques ciblées en cancérologie font actuellement principalement
appel a deux grandes catégories de molécules, les anticorps monoclonaux
(Mabs) et les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIs) (1). Dans ce domaine, le
ciblage du récepteur au facteur de croissance épidermique (REGF) représente,
parmi les avancées récentes, une des plus prometteuses sur le plan clinique (2-
6). Ceci n’a rien d’étonnant quand on connait le réle clé, tenu par le REGF,
dans les processus de transduction du signal régulant des fonctions cellulaires
majeures telles que la survie et la prolifération. Parmi les produits ciblant le
REGE, le cétuximab (Erbitux®) (7, 8) et le panitumumab (Vectibix®) pour
les Mabs, le gefitinib (Iressa®) (9, 10) et Uerlotinib (Tarceva®) (11, 12) pour
les TKIs, font partie des agents les mieux connus et les plus avancés dans leur
développement clinique. Il devient ainsi indispensable de mieux comprendre
les points communs et les différences concernant les propriétés pharmacolo-
giques de ces deux grandes catégories de molécules. Si certains éléments sont
actuellement parfaitement connus, de nombreuses questions subsistent autour
du mode d’action et des conséquences pharmacologiques du ciblage du REGF
par ces agents. Notre but ici est donc de comparer, tant sur le plan moléculaire
que sur le plan clinique, ’action pharmacologique des Mabs et des TKIs dans ce
domaine du ciblage du REGE.

Effets sur la cible : le REGF

Lactivation des voies de signalisation liées au REGF passe par la fixation sur
ce récepteur de facteurs de croissance, tels que U'epidermal growth factor (EGF),
aboutissant a la dimérisation du récepteur ou a son hétérodimérisation avec
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d’autres membres de la famille des récepteurs HER, comme HER-2. L'auto-
phosphorylation et la transphosphorylation des récepteurs, par 'intermédiaire
de leurs domaines tyrosine kinase, conduisent au recrutement des effecteurs
intracellulaires, responsables de lactivation des voies de prolifération et de
survie (13).

Mabs et TKIs different clairement de par leur mode d’action sur leur cible
comme le REGF. Le cétuximab, un Mab chimérique, est un antagoniste compé-
titif de Uepidermal growth factor (EGF) sur son récepteur. Indépendamment de
la phosphorylation du récepteur, le complexe cétuximab-REGF est consécutive-
ment internalisé (14, 15). Le devenir de ce complexe apres sa phase d’interna-
lisation est mal connu, en particulier entre sa dégradation et le recyclage d’'un
récepteur intact a la surface membranaire. Au contraire, les TKIs agissent sur la
portion cytosolique du REGF, au niveau du domaine de liaison a 'ATP, empé-
chant ainsi I'autophosphorylation du récepteur. En fonction de la nature du
TKIs, U'inhibition du REGF peut étre réversible comme C’est le cas avec le gefi-
tinib et Perlotinib, ou bien irréversible comme par exemple avec le PD 183 805
(4, 16, 17). Lirréversibilité de cette inhibition est due a la liaison covalente du
TKI au niveau de la poche a2 ATP du REGF. A P'inverse des approches utilisant
des Mabs, les TKIs ne sont pas strictement spécifiques de leur cible présumée
(le REGF). En effet, les TKIs sont tous des antagonistes compétitifs de 'ATP au
niveau de son site de fixation sur les tyrosines kinases (17). Ainsi, il peut exister
de fagon variable, une réactivité croisée entre TKIs, REGF et autres membres
de la famille des récepteurs HER-B, comme HER-2 (3). Il n’est pas clairement
établi si interaction entre les TKIs et le REGF est seulement limitée a I'inhi-
bition de son activité tyrosine kinase ou s’il existe des effets sur les processus
d’internalisation, de dégradation et de recyclage du récepteur. Citri ef al. (18)
ont récemment montré que le CI-1033, un TKI irréversible de HER-2, accélé-
rait 'internalisation du récepteur et sa dégradation intracellulaire. Il serait sur
ce plan intéressant de rechercher 'existence de mécanismes similaires suivant
I'interaction des TKIs et du REGE

La présence de ligands du REGF, particulierement de ’EGF et du TGFa,
devrait au moins théoriquement, jouer un réle opposé sur 'impact du ciblage
du REGE suivant le type de molécules utilisé. Vis-a-vis des Mabs, les ligands
naturels du REGF peuvent entrer en compétition au niveau de la liaison au
récepteur. Au contraire, en stimulant leur récepteur, ils peuvent favoriser 'ac-
tion des TKIs, en rendant la cellule tumorale plus dépendante de Pactivation du
REGE. Ainsi, Wakeling ez al. (19) ont montré que les CI50 du gefitinib sur les
cellules KB étaient plus de cent fois plus faibles en présence ’EGF qu’en son
absence. A 'inverse, Liu et al. (20) ont mis en évidence une nette réduction des
effets pro-apoptotiques du cétuximab lorsque PEGF était rajouté au milieu de
culture. Il apparait donc justifié de prendre en considération les boucles d’acti-
vation autocrine du REGF au niveau des tumeurs, dans les investigations clini-
ques utilisant des drogues ciblant le REGE.
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Effets sur les voies de signalisation liées au REGF

Les effets du ciblage du REGF témoignent du rdle physiologique de ce récepteur
dans les voies de transduction du signal impliquées dans les phénomenes de
division cellulaire, d’apoptose et de néoangiogenese. Sur le plan de la proliféra-
tion cellulaire d’abord, le cétuximab et le gefitinib entrainent un ralentissement
du processus de division cellulaire, avec blocage des cellules en phase G1, faisant
intervenir des modifications moléculaires au niveau des principaux points de
contrdle du cycle cellulaire (21-23). Par ailleurs, le cétuximab (24) et le gefitinib
(25) provoquent une modification de I'équilibre entre les niveaux intraceltu-
laires de Bax et de Bcl-2, ce qui souligne Peffet pro-apoptotique du ciblage du
REGE Sur ce plan, Liu et Fan ont montré que le cétuximab activait P'initiation
de la caspase-8, de méme qu’il interagissait avec le récepteur membranaire de
mort cellulaire (26, 27). 1l serait intéressant de mieux connaitre 'impact précis
des Mabs et des TKIs sur les processus d’apoptose impliquant ces récepteurs
de mort. Quant a P'effet anti-angiogénique du ciblage du REGE, il a été mis en
évidence que le niveau intratumoral du VEGF et de I'IL 8 était diminué sur des
modeles de xénogreffes, aprés traitement par cétuximab (28) ou par gefitinib
(29). De plus, les travaux d’Hirata et al. (30) ont suggéré la possibilité d’un effet
anti-angiogénique direct du gefitinib par ciblage du REGF qui est exprimé sur
les cellules endothéliales HUVEC. Nous avons également montré in vitro, sur
une autre lignée de cellules endothéliales humaines, les cellules HMME7, un
effet cytotoxique direct du gefitinib, dont ’association a un autre TKI, ciblant le
récepteur du VEGE, produit des effets cytotoxiques synergiques (31).

De facon intéressante, mais encore peu documentée, le ciblage du REGF
peut conduire a une perturbation des processus de réparation de PADN. Ainsi,
le cétuximab diminue le niveau de DNA-PK et sa présence dans la fraction
nucléaire (32). Egalement, dans les cellules traitées par cétuximab, I'imagerie
confocale révele la colocalisation de DNA-PK avec le REGE 1l serait intéressant
de savoir si les effets du ciblage du REGF sur DNA-PK sont spécifiques des
Mabs ou s’ils peuvent également étre obtenus avec les TKIs. Sur ce plan, nous
avons montré sur les cellules endothéliales, la capacité du gefitinib a inhiber les
mécanismes cellulaires de réparation de PADN, en particulier par diminution
du niveau d’expression de I'enzyme ERCCI (31). Des phénomenes similaires
ont été également rapportés sur les cellules tumorales (33). Cette altération des
mécanismes de réparation de ’ADN, par ciblage du REGF, pourrait étre un des
facteurs explicatifs de la synergie souvent constatée, comme nous le verrons
plus loin, entre les produits anti-REGE, les agents cytotoxiques conventionnels
et I'irradiation.
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Effets du ciblage du REGF : différences constatées
in vitro et in vivo

En général, le traitement par cétuximab de lignées cellulaires tumorales résulte
en une diminution modérée de la croissance et de la prolifération cellulaires,
variant suivant la lignée cellulaire étudiée entre 15 et 50% (34, 35). Les études
réalisées in vivo sur xénogreffes tumorales révelent une efficacité du cétuximab
trés supérieure & ce que 'on observe sur lignées cellulaires in vitro. Ce phéno-
mene est parfaitement illustré avec les cellules tumorales A431, qui présentent
un haut niveau d’expression du REGE En effet, le traitement de ces cellules in
vitro par le cétuximab, résulte en une modeste inhibition de la prolifération
cellulaire, variant de 30 a 40 % suivant les conditions expérimentales (15, 36).
Au contraire, le traitement par cétuximab de souris porteuses de xénogreffes
A431 aboutit & un arrét complet de la croissance tumorale et & une régression
de tumeurs déja constituées (37). Ces différences d’activité in vitro et in vivo
notées avec le cétuximab ne sont pas aussi marquées avec les TKIs. En effet, le
gefitinib, de méme que d’autres TKIs de développement plus récent, entraine
une inhibition de la prolifération cellulaire aussi bien in vitro que in vivo, sur
de nombreuses lignées cellulaires (4, 38, 39). Lefficacité des Mabs in vivo pour-
rait donc s’expliquer probablement plus par des effets sur la néoangiogenése et
les processus de migration cellulaire que par une inhibition de la prolifération
cellulaire. Par ailleurs, et surtout, une part importante de activité antitumo-
rale des Mabs pourrait provenir de processus immunologiques tels que la cyto-
toxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (40, 41). Sur ce plan, le
phénomeéne ’ADCC implique la reconnaissance du fragment Fc des Mabs par
un récepteur situé sur les cellules immunologiques effectrices. Ces récepteurs
(FcyR) sont le sigge d’un polymorphisme génétique, pouvant influencer 'in-
tensité des réactions '’ ADCC apres reconnaissance du REGF par les Mabs (42).
11 existe ainsi des différences de génotype FcyR entre les individus, ce qui peut
probablement constituer, un des mécanismes explicatifs des variations d’effica-
cité des Mabs in vivo.

Effets combinés des drogues ciblant le REGF
et des autres agents cytotoxiques

I ne semble pas y avoir de distinction, au plan expérimental, entre Mabs et TKIs
quant a la possibilité d’obtenir une synergie des effets cytotoxiques lorsqu’ils
sont associés aux agents de chimiothérapie conventionnelle ou & l'irradiation.
Cette synergie peut étre attribuée en grande partie aux effets connus du ciblage
du REGF sur la prolifération cellulaire, apoptose, 'angiogeneése et la répara-
tion de 'ADN. Peu d’études expérimentales ont étudié de fagon précise et a



Monoclonaux contre inhibiteurs de tyrosine kinase 85

l'aide de méthodes appropriées {modele de Chou et Talalay par exemple) les
effets combinés des agents ciblant le REGF et des autres drogues cytotoxiques.
Une exception est le travail réalisé par Ciardello et al. (38) qui ont étudié les
effets produits par I'association du gefitinib a plusieurs agents cytotoxiques (sels
de platine, taxanes, doxorubicine, VP16, topotécan et raltitrexed) sur le modele
de cancer colique humain GEO en xénogreffes. Ils ont ainsi montré que 'as-
sociation du gefitinib a différents agents cytotoxiques produisait un arrét de la
croissance tumorale alors que ces différents traitements utilisés seuls n’avaient
pas d’effets significatifs. Nous avons rapporté que I'association du gefitinib au
cisplatine et au 5FU sur diverses lignées cellulaires de cancers de la téte et du
cou humains produisait des effets cytotoxiques synergiques dépendants de la
séquence thérapeutique (39). Le caractere synergique de P'association des TKIs
au cisplatine a été également souligné par Gieseg et al. (43). Des observations
similaires ont été réalisées avec des Mabs tels que le cétuximab, en association
avec de nombreux agents cytotoxiques (cisplatine, 5FU, doxorubicine, gemci-
tabine, paclitaxel, topotécan et CPT11) (15, 35, 44-47). En particulier, I'asso-
ciation du cétuximab au CPT11 sest révélée efficace in vivo sur des tumeurs
colorectales réfractaires au CPT11, ce qui a été ensuite confirmé cliniquement
(48). Sur ce plan, le cétuximab a montré son efficacité en association aux agents
de chimiothérapie conventionnelle, dans le traitement de premiére ligne de
patients atteints de cancers colorectaux métastatiques (49). Ainsi, 'association
des agents ciblant le REGE, qu’ils s’agissent de Mabs ou de TKIs, aux agents
cytotoxiques conventionnels, produit généralement des effets cytotoxiques
additifs ou supra-additifs. Un antagonisme ne peut cependant pas étre totale-
ment écarté avec des drogues non explorées par ces diverses études.

De la méme fagon, de nombreux travaux ont souligné le caracteére syner-
gique de I'association du ciblage du REGF a l'irradiation, que ce soit avec des
Mabs ou des TKIs. Ainsi, le cétuximab a montré a la fois in vitro et in vivo sa
capacité a augmenter, de facon marquée, les effets cytotoxiques de 'irradiation
sur diverses lignées de carcinome épidermoide, en particulier, de la téte et du
cou (24, 28, 50, 51). Divers travaux réalisés in vitro et in vivo, ont également
rapporté une potentialisation des effets de I'irradiation par le gefitinib, non
seulement sur des lignées de cancer de la téte et du cou (23, 39), mais aussi sur
un large panel de lignées cellulaires tumorales d’origines diverses, incluant le
poumon, le sein, 'ovaire et le colon (52, 53). 1l semble donc que la radiosensibi-
lisation induite par le cétuximab requiert un haut niveau d’expression tumorale
du REGE comme Cest le cas dans les cancers de la téte et du cou. A Pinverse, les
effets radiosensibilisants du gefitinib paraissent intéresser un plus large spectre
de lignées cellulaires, d’origines trés variables. 'activité antitumorale promet-
teuse de I'association des Mabs ou des TKIs ciblant le REGF a l'irradiation ne
s’explique pas uniquement par les effets constatés sur la prolifération cellulaire,
mais également par un impact négatif sur 'angiogenese tumorale (23, 51, 52).
Par ailleurs, sur le plan moléculaire, I'inhibition des enzymes impliquées dans
les processus de réparation de PADN, pourrait étre un des facteurs explica-
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tifs des effets radiosensibilisants observés avec les Mabs et les TKIs ciblant le
REGF (33, 54).

Cette meilleure connaissance des effets combinés des anti-REGE, des agents
cytotoxiques conventionnels et de lirradiation, est a la base d’une recherche
clinique particuliérement active et productive, qui associe notamment le
cétuximab au cisplatine et  la radiothérapie dans le traitement des carcinomes
épidermoides des voies aérodigestives supérieures (VADS). Sur ce plan, le
cétuximab a démontré son efficacité en association a la radiothérapie dans le
traitement de tumeurs localement avancées dans une étude publiée par Bonner
et al. (55). Cette étude multicentrique et randomisée comparait la radiothé-
rapie exclusive a la radiothérapie associée au cétuximab, dans le traitement de
carcinomes épidermoides de I'oropharynx, de ’hypopharynx ou du larynx, non
métastatiques, de stade I ou IV. Elle a montré le bénéfice de cette association
par rapport a la radiothérapie seule en termes de contréle locorégional (durée
médiane du contrdle de 24,4 mois contre 14,9 mois, p = 0,005), de survie sans
progression (42 % contre 31% a 3 ans, p = 0,04) et de survie globale (médiane
de 49,0 mois contre 29,3 mois, p =0,03). En dehors de la toxicité cutanée
propre au cétuximab (rash acnéiforme), I'incidence des toxicités de grade 3
et en particulier de la mucite, n’était pas significativement plus élevée dans le
groupe radiothérapie plus cétuximab que dans le groupe radiothérapie seule. Le
cétuximab a été également testé en association aux agents cytotoxiques conven-
tionnels et en particulier aux sels de platine chez des patients atteints de carci-
nomes épidermoides des VADS récidivants et/ou métastatiques (56-58). Chez
ce type de patients, 'association cétuximab — cisplatine est bien tolérée et offre
des taux de réponse objective intéressants, méme chez des patients réfractaires
au cisplatine seul. Toujours dans ce cadre, une étude randomisée de phase I11,
publiée par Burtness et al., a montré la supériorité de I’association cétuximab —
cisplatine par rapport au cisplatine seul, en termes de taux de réponse, mais pas
en termes de survie (59). Dans cette méme étude, pour les patients traités par
cétuximab, la survie était significativement meilleure chez les patients présen-
tant une toxicité cutanée au cétuximab.

Mécanismes de résistance aux agents ciblant le REGF
et perspectives actuelles

Peu d’études précliniques se sont réellement penchées sur les phénomenes de
résistance, qu’elle soit intrinseque ou acquise, aux agents ciblant le REGE. Sur
le plan intrinseque, le réle potentiel du niveau d’expression du REGE sur Ief-
ficacité des agents ciblant ce récepteur, demeure trés controversé. La plupart
des études précliniques semblent cependant montrer un lien entre le niveau
d’expression tumorale du REGF et la sensibilité aux agents anti-REGE qu'’ils
s’agissent de Mabs ou de TKIs. Ainsi, Bos ef al. ont observé sur neuf lignées
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de cancers humains, une relation exponentielle entre le niveau d’expression
du REGF et I'inhibition de la croissance cellulaire par un nouveau TKI, le PD
153035 (36). De facon similaire, nous avons rapporté sur une série de sept
lignées cellulaires issues de cancers de la téte et du cou humains, que les cellules
présentant le plus haut niveau d’expression du REGF étaient les plus sensibles a
’action du gefitinib (60). Concernant les Mabs, Solbach et al. (61) ont montré
sur six tumeurs du sein humaines en xénogreffes chez ’animal, une effica-
cité de TEMD 55 900 pour les tumeurs présentant un taux de REGF au-dessus
du seuil de 40 fmol.mg™! de protéines. Ces données précliniques concordantes
nécessitent cependant d’étre confirmées par un plus grand nombre d’études,
explorant un plus large spectre de cellules tumorales. Au plan clinique, Pex-
pression du REGF en immunohistochimie ne permet pas de prédire effica-
cité d’un traitement par anti-REGE, en particulier dans le cancer colorectal
(48). En revanche, il semble exister un lien entre le degré d’amplification du
géne du REGF et la réponse au cétuximab, les bons répondeurs au cétuximab
présentant une augmentation du nombre de copies du géne du REGF (62). Par
ailleurs, il existe en clinique une relation entre la réponse thérapeutique et la
toxicité cutanée, ce qui peut étre utilisé comme critere secondaire pour décider
de la poursuite du traitement (63).

Plusieurs modifications du gene du REGF ont été rapportées, parmi
lesquelles, la plus commune et antérieurement connue, conduisant a une
délétion du domaine extra-cellulaire du récepteur, est la variation de type III
(REGPVIII produit par épissage alternatif). Celle-ci aboutit a une forme du
récepteur, incapable de lier 'EGF, mais constitutivement phosphorylée, et donc
indépendante de la fixation de son ligand (64-66). Cette mutation a été retrouvée
dans plusieurs cancers, comme ceux du poumon et du sein, mais en particulier
dans les glioblastomes (67-71). La présence de cette forme altérée du récepteur
peut probablement influencer lefficacité des thérapeutiques ciblant le REGE.
Heimberger (72) a montré dans un travail récent que le gefitinib était actif sur
un modele de tumeur cérébrale exprimant le REGE mais que la présence du
REGFVIII conférait une résistance au gefitinib. En revanche, dans une étude
clinique récente, Mellinghoff et al. ont montré que la coexpression de REGFvIII
et de PTEN (protéine suppressive de tumeurs) était associée a la réponse aux
TKIs ciblant le REGF, chez les patients atteints de glioblastomes (73). L'action
relative du cétuximab sur la forme sauvage du REGF et sur sa forme variante
(REGFVIII) est mal connue, mais serait d’autant plus intéressante a analyser
quune étude préclinique récente, publiée par Mishima et al., a montré quun
Mab reconnaissant le REGFVIIL, le mAG806, était doté d’une activité significa-
tive contre des formes agressives de gliomes exprimant le REGFVIII (74).

Une avancée importante a été apportée par les travaux de Paez et de Lynch
(75, 76), qui ont établi que des mutations somatiques du gene du REGE dans le
domaine tyrosine kinase intracellulaire, pouvaient favoriser Uefficacité des TKIs
et en particulier du gefitinib. Ces mutations représentent des substitutions ou
délétions d’acides aminés dans le site actif tyrosine kinase du récepteur. Elles
sont considérées comme activatrices du REGF et responsables d’une sensibilité
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accrue au gefitinib grace a une meilleure accessibilité a la cible du médicament.
La présence de telles mutations du géne du REGF est actuellement parfaitement
établie dans le cadre des cancers bronchopulmonaires non a petites cellules
(NSCLC), ot elles sont présentes dans environ 10% des cas (exons 18-21) (77).
Différents travaux ont démontré la plus grande fréquence de ces mutations
chez la femme, chez les sujets non-fumeurs et d’origine asiatique, ainsi qu’en
cas adénocarcinome (78-81). Chez les sujets présentant ces mutations du REGE,
les taux de réponse a I'Iressa® dans les formes métastatiques de NSCLC attei-
gnent 53 a 83 % suivant les études et permettent une augmentation significative
de la survie globale (82-84). Lefficacité du cétuximab sur les lignées de NSCLC
est encore insuffisamment connue, mais des travaux récents semblent montrer
que la présence de ces mutations du REGF ne favorise pas particulierement la
sensibilité a cet agent (85).

A coté du REGFE, d’autres récepteurs et voies de signalisation sont capables
de stimuler la prolifération cellulaire, en particulier apres blocage du REGE, et
peuvent donc constituer d’autres mécanismes de résistance intrinséque aux anti-
REGE. Ainsi, Chakravarti et al. {86) ont rapporté une sensibilité variable de diffé-
rentes lignées cellulaires de glioblastomes humains 4 'AG 1478, un nouveau TKI,
alors quelles exprimaient un niveau semblable de REGE. De fagon intéressante,
ils montreérent qu'une lignée résistante au TKI surexprimait 'IGFR-1, et que I’as-
sociation de ’AG 1478 & un agent anti-IGFR-1 sur cette méme lignée augmentait
'apoptose cellulaire spontanée et radio-induite. Par ailleurs, Bianco et al. (87) ont
rapporté quune lignée cellulaire déficiente en phosphatase PTEN, était relative-
ment résistante au gefitinib. Ceci pouvait étre expliqué par le fait que le déficit
en PTEN maintenait un haut niveau de phosphorylation et donc d’activation
d’AKT, insensible & I'inhibition du REGE Lactivité du gefitinib était restaurée
dans ces mémes cellules apres transfection de PTEN. Le statut de PTEN doit donc
étre considéré comme une source de variabilité de la sensibilité aux agents anti-
REGE Parmi les mécanismes de résistance au ciblage du REGE, la coexpression
d’autres récepteurs de la famille HER comme HER-2 a été également évoquée.
Par exemple, Chistensen ef al. {88) ont montré que la surexpression de HER-2
contrecarrait la capacité du gefitinib a bloquer activité du REGE.

La fixation du ligand sur la partie extra-cellulaire du REGF induit la phos-
phorylation du domaine tyrosine kinase intracellulaire du récepteur. Il en
résulte l'activation d’effecteurs intracellulaires (KRAS, RAFE PIK3CA...) qui
sont responsables de la transmission des effets de la stimulation du REGFE. La
présence de mutations de ces molécules effectrices pourrait modifier la sensibi-
lité aux agents ciblant le REGE. Ainsi, une étude clinique réalisée par Lievre et al.
(89), chez des patients atteints de cancers colorectaux métastatiques, a montré
que lexistence de mutations de KRAS était associée a une absence de réponse
au cétuximab et & un mauvais pronostic. A I'inverse, 'absence de mutations de
KRAS, de méme que 'amplification du REGF, était corrélée a une réponse au
traitement.

Une étude réalisée in vivo par Viloria-Petit et al. (90), avec la lignée cellulaire
A431, a montré la possibilité de produire des variants, présentant une résistance
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acquise a des Mabs anti-REGE Parmi les mécanismes explicatifs potentiels,
une stimulation de 'angiogenése par surproduction de VEGF par les cellules
tumorales a été mise en évidence. Sur ce plan, nous avons montré, sur une
lignée de cancer des VADS d’origine humaine (CAL33) en xénogreffes, I'utilité
de combiner au ciblage du REGF par le gefitinib, celui du récepteur au VEGF
par 'AZD2171, un nouveau TKI, permettant d’obtenir une synergie, tant dans
Ieffet antitumoral qu’anti-angiogénique (91). Ceci corrobore I'intérét actuel
porté au développement de nouveaux TKIs présentant une double activité,
anti-REGF et anti-RVEGF, tel le ZD6474, qui a montré son efficacité sur un
modele orthotopique de cancer gastrique (92). Cet agent a été également testé
face a d’autres types de tumeurs, et en particulier, dans les carcinomes épider-
moides des VADS, ol il a récemment montré son efficacité dans une étude
préclinique publiée par Sano et al. (93). Ces données expérimentales encoura-
geantes ont permis le développement d’essais cliniques utilisant le ZD6474 chez
des patients atteints de NSCLC avec des résultats préliminaires intéressants {94,
95). De la méme facon, plusieurs études se penchent actuellement sur Peffica-
cité d’association entre anti-REGF et Mabs a potentiel anti-angiogénique, tel le
bevacizumab (Avastin®, anti-VEGF). Cet agent a ainsi été testé en association
a Perlotinib (Tarceva®), dans une étude de phase I/11, chez des patients atteints
de NSCLC de stade IIIB/IV. Les résultats de cette étude publiée par Herbst et
al. ont montré que cette association était bien tolérée et active dans ce type
tumeur (96). Le bevacizumab a également montré son intérét chez des patients
atteints de formes métastatiques de cancer colorectal et de cancer du rein (97,
98). Dans le cadre des carcinomes épidermoides des VADS, plusieurs essais
cliniques sont actuellement en cours, associant notamment le bevacizumab a
Ierlotinib, avec des résultats préliminaires encourageants (99, 100). A coté des
thérapeutiques anti-angiogéniques proprement dites, qui visent a inhiber la
formation de néovaisseaux, il est également possible d’agir sur le réseau vascu-
laire préétabli des tumeurs, a 'aide d’agents dits de ciblage vasculaire. Dans ce
cadre, nous avons étudié 'intérét d’un agent de liaison 4 la tubuline, le ZD6126,
et montré, quil produisait en association a un anti-REGEF, des effets anti-
tumoraux synergiques, essentiellement liés & I'action conjointe de ces agents
sur la vascularisation tumorale (101). Le ZD6126 permet d’agir sur le réseau
vasculaire préformé et le gefitinib inhibe la formation de néovaisseaux par une
double action : diminution de la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par
les cellules tumorales et action directe sur les cellules endothéliales. Il pourrait
étre intéressant de combiner a ce type d’association, un agent anti-angiogé-
nique classique anti-RVEGF ou anti-VEGE Sur ce plan, Shi et Siemann ont
étudié les effets du ZD6474 (anti-EGFR et anti-VEGFR) associé au ZD6126 sur
un modele de cancer de 'ovaire et de cancer colorectal (102). Ils ont montré
que chaque agent administré seul avait peu d’effets sur la croissance tumorale,
alors que leur association augmentait significativement I'efficacité anti-tumo-
rale. U'association d’un agent anti-REGF, d’un agent de ciblage vasculaire et
d’un agent anti-angiogénique permet donc d’avoir une action optimale sur
la vascularisation tumorale, agissant a la fois sur le réseau vasculaire préétabli
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de la tumeur et sur la formation de néovaisseaux. Une meilleure connaissance
des mécanismes de résistance aux anti-REGF, qu’ils s’agissent de Mabs ou de
TKIs, notamment Pexistence de voies de signalisation alternatives et l'activa-
tion de voies pro-angiogéniques, apparait indispensable au développement de
nouvelles stratégies combinant anti-REGF et autres thérapeutiques, en particu-
lier anti-angiogéniques.

De nouveaux agents anti-REGF sont donc actuellement en cours de développe-
ment clinique, avec différentes caractéristiques. Parmi les Mabs, le panitumumab
est un anticorps 100% humain, sans effet antigénique rapporté. Parmi les TKIs,
des composés ayant la double spécificité, anti-REGF et anti-RVEGF (récepteur
au VEGF), ont été développés, comme le ZD6474 et ’AEE788. Des TKIs capables
d’inhiber les différents membres de la famille HER (HER-1 et HER-2 en particu-
lier) sont également en cours d’investigations, comme le lapatinib et le CI-1033.
Ce dernier composé, de méme que 'HKI-272 sont des inhibiteurs irréversibles
(103-106). Sur le plan clinique, le panitumumab a démontré son efficacité dans
les cancers colorectaux métastatiques (107). Le ZD6474 fait quant 2 lui partie des
agents les plus prometteurs, et a montré, comme nous I'avons déja mentionné,
son intérét dans les NSCLC (95). Le lapatinib présente une activité encourageante
dans les tumeurs surexprimant HER-1 et HER-2, et notamment dans les cancers
du sein métastatiques résistants au trastuzumab (108).

Agents ciblant le REGF en pratique clinique

Parmi les Mabs, le cétuximab (Erbitux®) est habituellement administré en une
injection intraveineuse hebdomadaire, dans le cadre du traitement des cancers
colorectaux, en association a I'irinotécan, ou des cancers des VADS, en associa-
tion au cisplatine ou a la radiothérapie. A 'opposé, parmi les TKIs, le gefitinib
(Iressa®) et Ierlotinib (Tarceva®) sont prescrits en une prise orale quotidienne,
dans le traitement des formes métastatiques de NSCLC, éventuellement en
association a la chimiothérapie conventionnelle (109, 110). Tous ces produits
ont une toxicité principalement cutanée (rash acnéiforme), a laquelle il faut
également ajouter une toxicité digestive (diarrhée) pour les TKIs (111). Si la
possibilité d’administration orale est actuellement privilégiée dans la recherche
de nouvelle molécule en oncologie, I'injection intraveineuse hebdomadaire
présente un intérét évident en termes de compliance et d’assiduité au traite-
ment, en particulier chez les patients atteints de cancer des VADS.

La variabilité pharmacocinétique des Mabs et en particulier du cétuximab
dépend des variations de 'ectodomaine REGF et de la formation possible d’an-
ticorps anti-cétuximab (112). Sur ce plan, le panitumumab est un Mab d’uti-
lisation récente, 100 % humain, et donc, sans effet antigénique rapporté (113).
Cette variabilité pharmacocinétique est plus marquée pour les TKIs comme le
gefitinib, dont la clairance dépend de l'activité des cytochromes P450, et qui peut
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étre influencée par les différents traitements associés (systeme du MDR) (114).
A noter, un travail récent montrant I'impact de la consommation de tabac sur
la pharmacocinétique de P'erlotinib. Les fumeurs présentent des concentrations
inférieures du TKI par rapport aux non-fumeurs, par un probable mécanisme
d’induction enzymatique (115).

Dans le futur, il apparait essentiel de pouvoir sélectionner les patients
susceptibles de bénéficier d’un traitement anti-REGF. Cette sélection passe par
Pidentification précise des marqueurs prédictifs de Uefficacité de ces thérapeu-
tiques. Sur ce plan, contrairement au trastuzumab dans le cancer du sein o1
le niveau d’expression du récepteur HER-2 est corrélé a la réponse thérapeu-
tique, Uefficacité des traitements anti-REGF n’apparait pas clairement liée au
niveau d’expression du récepteur. Ainsi, comme nous 'avons mentionné plus
haut, d’autres éléments plus complexes doivent étre pris en compte comme les
mutations du REGF (mutations activatrices, poche a ATP...), les amplifications
géniques, les polymorphismes du REGF, mais aussi des FcyR.

Conclusion

Mabs et TKIs ciblant le REGF présentent des similitudes apparentes en termes
de pharmacodynamie, de chimio- et de radiosensibilisation. Ils présentent
cependant des différences remarquables, dont la connaissance devrait permettre
leur meilleure utilisation, notamment en termes de sélection des patients. La
recherche de mutations du REGF est un des éléments a prendre en considéra-
tion pour prédire I'efficacité des TKIs dans les NSCLC, tandis que la prise en
compte du polymorphisme des FcyR devrait permettre de mieux exploiter le
phénomene ’ADCC, qui est considéré comme un des points clés de l'activité
des Mabs. Les mutations Kras représentent également un important élément de
résistance qui peut théoriquement jouer aussi bien pour les TKIs que pour les
Mabs. La combinaison des Mabs et des TKIs, de méme que celle des anti-REGF
aux anti-angiogéniques, fait partie des stratégies thérapeutiques actuelles, mais
leur schéma optimal d’association reste encore a définir.
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Imatinib et les nouveaux inhibiteurs
de KIT et PDGFR



Les multiples emplois d'imatinib
dans les tumeurs solides

F. Duffaud et A. Le Cesne

Limatinib mésylate (STI-571) est un inhibiteur sélectif des tyrosines kinases
KIT, Platelet-Derived Growth Factor Receptors (PDGFRs), BCR-ABL, ABL, c-
EMS et ARG (1). Limatinib est une petite molécule orale qui agit par inhibition
compétitive avec le site de fixation de PATP dans la kinase, inhibant de ce fait
Iactivité de la kinase et bloquant P'activation des voies de la transduction du
signal impliquées notamment dans la prolifération cellulaire et I'apoptose (2).
Synthétisé en 1993, 'imatinib a d’abord été développé dans la leucémie myéloide
chronique (LMC), caractérisée par une translocation spécifique dont le géne de
fusion BCR-ABL produit une protéine a activité tyrosine kinase responsable de
cette leucémie. Lefficacité remarquable de 'imatinib dans toutes les phases de la
LMC, constituant une véritable révolution dans le traitement de cette maladie,
a rapidement fait envisager son utilisation dans d’autres tumeurs présentant
une protéine a activité tyrosine-kinase anormalement exprimée. Cependant,
les tyrosines kinases cibles d’imatinib peuvent étre présentes dans les cellules
tumorales dans deux situations différentes. Lorsque 'anomalie moléculaire
causale intervient précocement ou de fagon causale dans le processus d’onco-
geneése (BCR-ABL pour les LMC par exemple), I'imatinib semble actif pour le
traitement de ces affections ol la kinase activée est au centre du processus de
transformation. En revanche, lefficacité d’imatinib est plus hypothétique si les
kinases sont exprimées plus tardivement dans le processus de transformation
(KIT dans les cancers du poumon a petites cellules par exemple). Par ailleurs, le
caractére anti-angiogénique de I'imatinib via le PDGEFR est également en explo-
ration dans les sarcomes de Kaposi (3). Enfin, son réle dans I'immunité antitu-
morale est une autre voie en cours d’exploration (4).
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Imatinib et tumeurs stromales
gastro-intestinales (GIST)

Les tumeurs stromales gastro-intestinales, plus connues sous l'acronyme de
GIST, sont des tumeurs mésenchymateuses du tractus digestif, éventuellement
du mésentere et du péritoine (5). Cette entité a été profondément redéfinie a
la lumiere des progres récents de la biologie moléculaire et de la génétique. Ces
tumeurs expriment KIT (CD117 en immunochistochinie) presque constamment
(95%) et sont caractérisées sur le plan moléculaire par I'existence de mutations
de 'un des deux geénes cibles; c-kit (homologue cellulaire de v-kit, virus du
sarcome félin) et PDGRFa (Duensing A). Ces génes codent pour des récepteurs
transmembranaires 4 activité tyrosine kinase de classe I1I, KIT et PDGFRa. Pour
les GIST, Pactivité oncogénique de KIT ou PDGFRa est associée a I'activation
du récepteur indépendamment de la liaison au ligand, par le biais d’anomalies
moléculaires (6). Ces anomalies correspondent, dans 85% des cas, a des muta-
tions activatrices dites « gain de fonction ». Les mutations de KIT et PDGFRa
sont exclusives 'une de 'autre. Elles sont pratiquement constantes mais de nature
variable. Elles concernent KIT dans environ 85% des cas (7) ; essentiellement au
niveau de I'exon 11 (66 %). Certaines intéressent 'exon 9 (13 %), plus rarement les
exons 13 (1,2%) et 17 (< 1 %). Les mutations concernent PDGFRa dans environ
7,6% des cas. Enfin, environ 5% des tumeurs (KIT wild type) ne comportent
aucune anomalie moléculaire de KIT ou PDGFRa (8). Les GIST sont des tumeurs
rares. Leur incidence représente environ un sixiéme a un tiers de ’ensemble des
sarcomes des tissus mous (9). Les études épidémiologiques récentes rapportent
des taux d’incidence entre 11 et 14,5 cas par million d’habitants et par an (10-12),
ce qui représenterait environ 600 a 900 nouveaux cas de GISTs par an en France.
Les GIST surviennent entre 40 et 80 ans avec une discréte prédominance chez les
hommes. Leur répartition géographique est décroissante de I’estomac au rectum
(13). La localisation gastrique est trés nettement prédominante (60-70 %), suivie
par lintestin gréle (20-30%) et le rectum (5%).

Le traitement des GIST primitives localisées reste une chirurgie, sans effrac-
tion tumorale, avec des marges saines de sécurité, sans curage lymphatique
systématique (14). Dés que la chirurgie est macroscopiquement incompleéte, la
survie globale a 5 ans chute & moins de 10% (15, 16). Avant I’¢re de 'imatinib,
le pronostic des GISTs métastatiques était trés sombre (moins de 20 % de survi-
vants a 1 an), car ces tumeurs sont extrémement chimio- et radiorésistantes,
avec moins de 10% de réponses objectives rapportées avec des protocoles de
chimiothérapies comportant des antracyclines (17).

Les résultats d’études précliniques in vitro ont suggéré que I'exploitation
pharmacologique de la signature moléculaire d’une GIST (KIT dérégulée) pour-
rait représenter une option thérapeutique viable pour les patients. Ces études
avec I'imatinib sur les lignées cellulaires malignes exprimant KIT ont eu des
résultats notables tant pour les réponses antiprolifératives et proapoptotiques
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que pour la diminution de la phosphorylation de la tyrosine de KIT (18). A
partir de ces solides données précliniques, de la conception rationnelle de la
molécule, et connaissant I'importance clinique de la phosphorylation de KIT
dans les anomalies biologiques des GIST, la premiere application clinique
de Pimatinib, s’est soldée par une réponse spectaculaire, chez une patiente
finlandaise ayant une GIST c-kit+ métastatique déja lourdement prétraitée
(19). Fort de cette observation, une étude de phase I en 2001, coordonnée par
I'EORTC (20), a inclus 40 patients, en quatre mois. Les patients recevaient
des doses d’imatinib de 400 a 1 000 mg/j. La dose maximale tolérée ayant été
atteinte au dernier palier de dose, chez 5 patients sur 8, 16 patients ont regu
la dose maximale conseillée de 800 mg/j fractionnée en deux prises, matin et
soir. Trente-six patients présentaient une véritable GIST (c-kit+) alors que
4 tumeurs développées a partir du tractus digestif étaient c-kit négatif (non-
GIST). Trente patients présentaient des métastases hépatiques au moment de
leur inclusion dans I'étude. Seuls quatre patients ont vu leur tumeur évoluer,
soit 10% des patients inclus dans cette étude, 90% des patients obtenaient un
controle de leur tumeur (RP+RC+MS) et 63 % des patients présentaient une
réponse objective (RP + RC). Aucun bénéfice clinique n’a été observé chez les
4 patients n’exprimant pas le c-kit. Ces résultats enthousiasmants ont conduit
a la réalisation de deux études de phase II. I'une américano-finlandaise (21)
a randomisé 147 patients présentant une GIST localement avancée inopérable
et/ou métastatique avec deux doses d’imatinib (400 et 600 mg/j), l'autre étude,
européenne, coordonnée par 'EORTC (22) administrait P'imatinib & la dose
de 800 mg/j (dose maximale conseillée & la suite de I'étude de phase I). Qutre
linclusion des GIST (27 patients/51), cette étude posait la question de I'intérét
éventuel de I'imatinib dans les sarcomes des tissus mous avancés non GIST.
Aucune réponse objective n’a été observée dans ce dernier groupe, alors que
Iefficacité du Glivec® dans les GIST était une nouvelle fois confirmée (71 % de
réponses objectives [RP + RC] et 89 % de controle tumoral [RP + RC + MS]).
Defficacité remarquable de I'imatinib dans les GIST retrouvée dans I'étude
de phasel a été confirmée respectivement dans chacune des deux études de
phases 1T (21, 22). En effet, la plupart des patients bénéficient du traitement par
imatinib, puisqu’environ 85 % d’entre eux présentent un contréle de leur tumeur
(RP + RC + MS) et que seuls 10 & 15% des patients voient leur tumeur évoluer
sous traitement (résistance primaire a 'imatinib). La médiane de survie sans
progression est de 20 a 24 mois et la survie globale médiane dépasse 36 mois.
Cependant, I'imatinib entraine exceptionnellement des réponses cliniques
compleétes (1 2 4%). Le suivi a long terme (médiane de follow up de 52 mois)
de Pétude américano-finlandaise qui vient d’étre récemment publié en 2006
(25) rapporte un temps médian de réponse de 13 semaines, une durée médiane
de réponse de 118 semaines, un temps médian de progression de 84 semaines
et une survie globale médiane des patients sous Glivec® de 4,8 ans. De plus de
facon intéressante, les patients qui présentent une maladie stabilisée (MS) ont
une survie globale superposable a celle des patients qui présentent une réponse
objective au Glivec®.
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Depuis, les deux études de phase III (23, 24), comparant deux doses d’ima-
tinib (400 et 800 mg/j), et incluant respectivement 946 patients dans I'étude
européenne et 746 patients dans 'étude américaine, ont confirmé les excellents
résultats des études de phase I et II, sans effet dose retrouvé, avec seulement 10%
de progression primaire et un temps médian jusqu'a la re-progression d’environ
24 mois, Lefficacité de 'imatinib dans les GIST confirme a la fois son activité en
tant que traitement et le role de sa cible en tant que voie clé de ce cancer.

Tolérance de l'imatinib

Sur le plan de la tolérance, 'imatinib n’a rien a voir avec une chimiothérapie.
Les effets secondaires sont modérés le plus souvent, jusqu'a des doses quoti-
diennes de 800 mg/j. Les toxicités de grade 3-4 ne concernent que 5% environ
des patients. Les effets secondaires les plus fréquents sont des cedémes (74 %)
surtout péri-orbitaires (47,6 %), des nausées (52,4 %, surtout lors de I'ingestion
du médicament), des diarrhées (45 %), des crampes musculaires (39,5%), une
asthénie (34,7 %), des rash cutanés (30,6 %), des céphalées (26 %), des douleurs
abdominales (26 %) des flatulences (22 %) (20, 21). En revanche, beaucoup plus
rarement (< 1 %), des hémorragies digestives sont survenues apres le début
du traitement, secondaires a la lyse tumorale rapide de lésions volumineuses,
pouvant menacer le pronostic vital. Ainsi, avant de commencer le traitement,
une concertation avec les chirurgiens est nécessaire pour évaluer le risque d’hé-
morragie d’une volumineuse Iésion et prévoir une exérese a froid plutét qu'en
situation d’urgence lors d’une hémorragie aigué et massive (15). Au niveau
biologique, outre 'anémie (d’étiologie multifactorielle), une perturbation du
bilan biologique hépatique peut étre observée (20-22). La dose actuellement
recommandée dans le traitement de premiére intention des GIST non réséca-
bles et/ou métastatique est de 400 mg/j, puis d’augmenter celle-ci a 800 mg/j
en cas de progression. Dans la mesure ol il n’est quasiment pas observé de
réponse complete, il semble logique de poursuivre le traitement au long cours.
Il n’existe aucune donnée permettant de recommander l'arrét du traitement par
imatinib apres son instauration pour traitement de GIST avancée. Celui-ci doit
étre donné jusqu’a progression, intolérance ou refus du patient (15).

Facteurs prédictifs de réponse - de résistance

Dix a quinze pour cent des patients présentent une résistance primaire au Glivec®.
Le statut mutationnel du géne KIT semble étre 'un des mécanismes sous-tendant
cette résistance. Rappelons que 88% des GIST présentent une mutation de KIT,
la plus fréquente étant une délétion dans I'exon 11. U'étude américanofinlandaise
était couplée a une analyse biomoléculaire du géne KIT ; parmi les 127 patients,
ceux ayant une mutation de Pexon 11 ont un taux de réponse de 83,5%,
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significativement plus important que celui des patients avec une mutation de
Iexon 9 (48 %) ou sans mutation de KIT ou PDGFRa (0%) (26,27). Ces données
se traduisent également par des différences en termes de survie sans événement
et de survie globale. Les analyses mutationnelles de 'étude européenne confir-
ment ces données: 83 % de réponses pour les patients avec une anomalie de
I'exon 11 contre 23% pour 'ensemble des autres mutations (28). Dans P'étude
de phase Il américaine comparant les deux doses d’imatinib (400 mg/j versus
800 mg/j), une étude mutationnelle a été faite chez 384 patients. Les patients avec
une mutation de 'exon 11 de KIT ont un meilleur taux de réponse (67 %) que
ceuix avec une mutation de 'exon 9 (40%) ou que ceux sans mutation de KIT
(39%; p=10,0022) (27). Ces différences se traduisent également en durée de
réponse avec 576, 306 et 251 jours respectivement.

Développement de résistances secondaires

La durée médiane de réponse 4 'imatinib est de 24 mois environ du fait de ’ap-
parition de résistances secondaires (nouvelle progression apres réponse initiale).
On sait maintenant qu'il existe environ 20 % de résistances secondaires par an
(24). Les mécanismes de développement de cette résistance ont été étudiés. Le
plus pertinent et le plus définitif est probablement 'acquisition de nouvelles
mutations du géne KIT (29). Cependant, d’autres mécanismes ont été décrits
comme une amplification des genes KIT et PDGFRa (30) mais il existe malgré
tout des résistances secondaires sans détection de nouvelles mutations. Il a été
décrit, en particulier, une augmentation de la clairance de I'imatinib avec le
temps (au-dela de 12 mois) (31). Le déterminant n’est pas clair mais peut expli-
quer atténuation des effets secondaires dans le temps et la certaine efficacité de
l'augmentation des doses d’imatinib lors de 'échappement de la tumeur. Avec
maintenant un peu plus de six ans de recul, du traitement des GIST métasta-
tiques par imatinib, il apparait que le meilleur traitement d’une progression
sous imatinib, reste en février 2007, de doubler la dose de ce médicament et
que le traitement par imatinib ne doit jamais étre interrompu, méme en cas de
réponse compléte, et probablement méme en cas de progression.

Place de la chirurgie chez les patients traités
pour une GIST avancée

Les résultats spectaculaires de 'imatinib ont changé notre fagon d’appréhender
la chirurgie des GIST et, aujourd’hui il n’est pas établi qu’il soit utile d’opérer les
patients avec une GIST avancée et/ou métastatique en cas de réponse a I'ima-
tinib, qui rendrait les patients opérables.

Actuellement, il n’y a pas de consensus sur l’attitude thérapeutique a adopter
sur ces lésions solides résiduelles (hépatiques et péritonéales) et le bénéfice du
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geste chirurgical reste a évaluer par un essai prospectif (14). De fait, la chirurgie
ne dispense pas de la poursuite de I'imatinib puisque 60 % des patients opérés
qui Pavaient arrété ont progressé a six mois contre 0% en cas de reprise (32,
33). Il s’agit en outre d’une situation rare car seulement 10 & 20 % des patients
deviennent potentiellement accessibles a cette chirurgie d’exérése secondaire
selon les séries (14, 34).

La possibilité de la mise en rémission compléte de patients devenus opérables
se discute lors de la réponse maximale, compte tenu de 'apparition de résistances
secondaires et de la grande rareté des réponses completes. Des études sur 126 et
51 patients initialement non résécables ont montré apres traitement un taux de
résécabilité de 10 a 20% (34, 35). Dans la quasi-totalité des cas, la chirurgie réalisée
est RO. I s'agit de exérese de métastases hépatiques ou de nodules de sarcoma-
tose péritonéale. Une autre indication concerne les patients ayant une progression
localisée liée a I'apparition d’un clone résistant au sein d’une masse tumorale (36).
La lésion dans laquelle se développe ce nodule dans la masse peut étre accessible a
une chirurgie ou méme & une radiofréquence (37). Enfin, la troisieme indication
est la prévention des complications attendues. Certaines complications de I'ima-
tinib comme des hémorragies, ou des perforations sur nécrose sont 4 craindre chez
des patients ayant de volumineuses masses tumorales. Lors de la complication, une
chirurgie en urgence est alors nécessaire et elle n’est pas dénuée de morbidité. Il est
donc préférable d’opérer rapidement de fagon programmeée des patients qui déve-
loppent de grosses masses nécrotiques susceptibles de se rompre (14).

Limatinib en situation adjuvante

Devant la trés nette efficacité de 'imatinib en situation métastatique, des essais
multicentriques de phase II et III sont actuellement en cours pour le tester en
situation adjuvante. Une premiere étude américaine de phase II en situation
adjuvante a débuté (ACOSOG Z9000). Elle prévoit d’inclure des patients avec
une résection macroscopiquement complete d’une tumeur exprimant c-kit.
Seuls sont inclus des patients & haut risque de récidive, C’est-a-dire en cas de
tumeur supérieure a 10 cm, de rupture tumorale, ou de présence de 1 & 4 métas-
tases péritonéales. Tous les patients re¢oivent de I'imatinib a la dose de 400 mg/j
pendant un an. Le recul de cette étude est encore insuffisant pour déterminer
un impact de I'imatinib sur la rechute des GIST a haut risque. L'étude de phase
I randomisant imatinib 400 mg/j 1 an vs placebo a fait I'objet d’une présen-
tation de résultats préliminaires lors de ’ASCO 2007. Les patients porteurs de
GIST de plus de 3 cm, sans plus de sélection sur I'index mitotique ni la localisa-
tion de la lésion primaire étaient incluables.

Létude est positive pour le critere de jugement principal, la survie sans rechute,
avec un hazard ratio de 0.35, mais sans impact sur la survie globale. L'analyse en
sous groupe ne retrouve de bénéfice en survie sans rechute que pour le groupe avec
tumeur > 6 cm. L'analyse est préliminaire et les courbes de rechute des patients du
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bras traitement pourraient rejoindre la courbe du bras placebo. Les recommanda-
tions de pratiques de PESMO pour les GIST (sous presse 2008) ne recommandent
donc pas (encore ?) 'administration d’imatinib en adjuvant en 'attente d’autres
études (EORTC 62024, SSGXVIII/AIO) et d’un suivi plus prolongé. L'étude euro-
péenne multicentrique de phase III (EORTC 62024) est également en cours et
vise a inclure 500 patients, dont 750 patients sont déja inclus en décembre 2007.
Les patients inclus devront avoir eu une résection macroscopiquement complete
avec un diagnostic prouvé de GIST c-kit+. Les criteres d’inclusion sont différents
de ceux de Pétude américaine. Cette étude s’adresse a des patients a risque inter-
médiaire ou élevé de rechute. Les patients sont randomisés entre surveillance ou
imatinib a la dose de 400 mg/j pendant deux ans. L'objectif principal de I'étude
est la survie globale. On dispose de données pour 'étude américaine en faveur
d’un traitement adjuvant particulierement pour les tumeurs de plus de 10 cm.
Enfin, le Scandinavian Sarcoma Group meéne une étude de phase III randomisée,
chez les patients & haut risque et trés haut risque de récidive, évaluant Uefficacité
d’un traitement par imatinib pendant 12 ou 36 mois. Létude prévoit d’inclure
240 patients. Tant que les résultats de ensemble de ces études randomisées ne
sont pas connus, un traitement par imatinib en situation adjuvante n’est pas
recommandé en Europe (recommandations ESMO 2008 [sous-presse]). Le trai-
tement de référence des GIST localisées non métastatiques reste la chirurgie mais
pourrait évoluer trés prochainement vers l'utilisation d’imatinib adjuvant dans
des groupes sélectionnés.

Au total, lapport d’une thérapeutique moléculaire ciblée et efficace sur une
anomalie moléculaire causale identifiée est clairement démontré dans les GIST.

Prévalence de I’expression tumorale de c-kit,
PDGFR dans d’autres tumeurs solides

Lexpression de c-kit dans les autres tumeurs solides est d'un intérét capital
devant efficacité spectaculaire d’imatinib dans les LMC et les GIST.

Une équipe (38) a donc analysé sur plus de 3 000 tumeurs provenant de
120 types histologiques différents, I'expression immunohistochimique de c-
kit mais aussi la fréquence et le type de mutation de KIT (exons 2, 8, 9, 11,13
et 17). Tous les GISTs, 42 des 50 séminomes (84 %), et 34 des 52 carcinomes
adénoides kystiques (65%), 14 des 39 mélanomes (35%) et 8 des 47 carci-
nomes neuroendocrines 4 grandes cellules (17 %) avaient une positivité de c-kit
en immunohistochimie. Seulement une mutation de c-kit a été observée dans
un mélanome sur 'ensemble des échantillons alors que six des 12 GISTs possé-
daient une mutation. Pour les tumeurs germinales, une autre étude (39) portant
sur 108 échantillons tumoraux avait a contrario retrouvé 1% de mutation sur
’exon 11 et 20 9% sur 'exon 17 de KIT. Sihto ef al. (40) ont, quant a eux, analysé
les mutations de KIT {exons 9, 11, 13 et 17) et de PDGFRa (exons 11 et 17)
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sur 334 échantillons tumoraux. La encore, malgré 'expression trés fréquente
de la protéine c-kit, en immunohistochimie, les mutations de KIT et PDGFRa
étaient absentes sur ’ensemble des tumeurs. Toutefois, les données récentes
suggerent que la réponse a 'imatinib, dans les GIST, ne dépendrait pas de ex-
pression immunohistochimique de c-kit mais plutét de la présence ou non du
type de mutation de c-kit.

Ainsi, la faible prévalence de tumeurs exprimant c-kit muté suggére proba-
blement qu’une faible proportion de patients pourrait bénéficier d’'un trai-
tement par imatinib. Cependant, la protéine c-kit n’est pas la seule cible de
Pimatinib. A I'image de la LMC (cible bcr-abl), d’autres tumeurs pourraient
étre tout de méme candidates & un traitement par imatinib.

Imatinib et autres sarcomes des tissus mous

La premiere étude se posant la question de l'intérét éventuel de I'imatinib
dans d’autres tumeurs que les GIST est I'une des deux études de phase II déja
mentionnées précédemment (25). Parmi les patients atteints de sarcomes des
tissus mous avancés/métastatiques (24 patients sur 51 inclus), déja prétraités,
sans ciblage de KIT ou de PDGEFR, recevant de I'imatinib a la dose de 800 mg/j,
aucune réponse objective n'a été obtenue et seulement 30 % de stabilisation ont
été observées. Apperley et al. (41) avaient rapporté seulement deux réponses
objectives dans des synovialosarcomes. Il semble donc, quen monothérapie,
I'imatinib ne soit pas un traitement efficace pour les sarcomes des tissus mous
exprimant ou non c-kit en dehors des GIST. Contrairement aux sarcomes des
tissus mous, certaines tumeurs pourraient étre susceptibles de posséder une
cible tumorale adaptée 4 'imatinib.

Fibromatose agressive/tumeur desmoide

Mace et al. (42) en 2002 ont été les premiers a rapporter une activité clinique de
Pimatinib dans la fibromatose agressive, avec des réponses tumorales objectives
cliniques et radiographiques observées chez deux patients porteurs de fibroma-
tose agressive extra-abdominale, traités a la dose de 800 mg/j. Plus récemment,
Heinrich et al. (43) ont eux aussi constaté une activité clinique de I'imatinib a la
dose de 800 mg/J chez des patients porteurs de tumeurs desmoides évolutives,
rapportant trois réponses objectives chez 19 patients (15,7%) et quatre stabili-
sations (219%) d’une durée supérieure & douze mois, permettant ainsi un taux
de contrdle de la maladie 4 1 an de 36,8% (7 sur 19 patients). Contrairement 4
Mace et al., les réponses objectives rapportées par Heinrich et al. concernaient
seulement des patients porteurs de fibromatose abdominale (3 des 12 patients
porteurs de fibromatose abdominale ; 25 %). Le temps médian jusqu’a progres-
sion pour les 19 patients était de 325 jours. Une analyse moléculaire associée n’a,
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en revanche, pas retrouvé de mutation des genes KIT, PDGFRa et PDGFRf.
Toutefois, 16 des 19 patients (84 %) présentaient une mutation du géne APC, sans
quil y ait de corrélation avec la réponse au traitement. Ces résultats intéressants
ont été confirmés par ceux de deux études de phase I rapportées au congres de
IASCO en 2006. Létude américaine du SARC (44) étudiait I'efficacité de I'ima-
tinib a la dose de 600 mg/J Chez des patients porteurs d’une fibromatose agressive
évolutive. Trente-six patients (809%) obtenaient une réponse objective & 2 mois
et/ou une maladie stabilisée a 4 mois, avec un temps médian jusqu’a progression
de 6,8 mois (95% CI 5,8-17,1). L'étude menée par le Groupe Sarcome Francais
rapporte (45), apres 12 semaines de traitement a la dose de 400 mg/j, un taux de
non-progression (MS + RC + RP) a 3 mois de 94,4 % (33 patients sur 40 patients
inclus), avec un taux de survie sans progression a 1 an de 69,4% (95% CI 53,2-
85,6%). Les résultats de ces deux études confirment activité clinique de Pimatinib
dans les fibromatoses agressives évolutives méme si actuellement le mécanisme
d’action de celui-ci reste peu clair dans cette pathologie.

Dermatofibrosarcome protuberans

La tumeur fibrohistiocytaire de Darrier Ferrand (dermatofibrosarcome protube-
rans — DFSP) est une tumeur a cellules fusiformes de malignité intermédiaire
caractérisée par une évolution lente, une malignité locale avec un risque de réci-
dive important en cas d’exérése insuffisante (13 a 60%). Les DFSP transformés
en fibrosarcome de haut grade sont rares mais beaucoup plus agressifs, avec des
risques de métastases a distance. Dans les DESP, une anomalie génétique caracté-
ristique par translocation des chromosomes 17q22 et 22q13 [(t17;22)(q22;-q13)]
est présente dans plus de 90 % des cas. Elle aboutit a la fusion des genes COL1A1
(promoteur du Collagéne 1AI1) et PDGFRP et a I'expression d’une protéine qui
interagit avec le récepteur au PDGFEf (PDGFR). Ce produit du géne de fusion
COL1AI:PDGFB aurait un role clé dans la pathogenése de cette maladie, entrai-
nant une stimulation autocrine du récepteur de PDGFf (45). Leffet thérapeutique
potentiel du blocage de ce stimulus prolifératif est conforté par les expériences in
vitro et in vivo utilisant des fibroblastes transfectés avec le géne de fusion COL1A1/
PDGE. Le traitement de référence des formes localisées de DFSP repose sur une
exérese chirurgicale large, celle-ci devenant de plus en plus mutilante au fur et a
mesure des récidives. La chimiothérapie utilisée exceptionnellement en situation
métastatique semble d’aucune aide dans le controle tumoral. Lactivité de I'ima-
tinib, inhibiteur in vitro et in vivo de Pactivité tyrosine kinase de PEGFRa était
testée dés 2002 dans les DFSP métastatiques. Limatinib a montré des réponses
cliniques objectives chez plusieurs patients métastatiques (47-50). Une série de
10 patients traités par imatinib & la dose de 800 mg/j pour un DPSP, dont 8 pour
un DFSP localement avancé et 2 pour un DFSP métastatique, a été secondaire-
ment rapportée avec des résultats trés encourageants (51) ; les 8 patients avec une
maladie localement avancée étaient mis en rémission complete, soit aprés une
réponse objective compléte sous imatinib (4/8 patients), soit aprés une réponse
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objective permettant secondairement une résection chirurgicale complete (4/8
patients). Tous avaient une translocation t (17;22). Les auteurs ont corrélé la
réponse clinique a 'IM, en fonction des différentes anomalies cytogénétiques. Seul
le patient, porteur d’une maladie métastatique, dont la translocation t (17;22)
était manquante n’a pas répondu au traitement.

Ces résultats encourageants ont suggéré la possibilité d’utiliser I'imatinib en
cas de DFSP localement avancé, pour lesquels seule une chirurgie radicale sur le
plan fonctionnel permettrait un contréle tumoral, avec pour objectif d’obtenir
une réponse clinique objective maximale avant la chirurgie. Un essai francais
de phase IIA (52) de traitement néoadjuvant par Glivec®, a la dose de 600 mg/j,
dans les DFSP (DFSP primitif ou en rechute > 2 ¢cm) démarré en juin 2004 s’est
terminé en octobre 2006 apres l'inclusion de 24 patients. Les premiers résul-
tats, sur 6 patients, rapportent une réponse partielle chez 3 des 6 patients apres
deux mois de traitement. La translocation t (17 ;22) est détectée dans toutes les
lésions. Les résultats définitifs sont en attente. De plus, un essai européen mené
par le Soft Tissue and Bone Sarcoma Group de 'EORTC (étude 62027) est
également ouvert depuis 2005 pour évaluer lefficacité de I'imatinib, a la dose
de 800 mg/j, dans les DFSP localement avancés en situation néoadjuvante.

Sarcome de Kaposi (KS)

Ala fois, in vitro et in vivo, des études ont suggéré que la pathogenese du sarcome
de Kaposi impliquerait la voie de angiogenese via le PDGFE. En effet, les cellules
du sarcome de Kaposi expriment les récepteurs de PDRGF a et § en immu-
nohistochimie et en hybridation in situ fluorescente {FISH) (53). Les données
actuelles suggerent que le PDGFR est impliqué dans deux voies critiques du
développement du sarcome de Kaposi : induction de la croissance des cellules
fusiformes du KS (activité mitogene) et induction de 'angiogenése via le VEGF
(53, 54). Koon et al. (3) ont testé 'efficacité de I'imatinib a la dose de 600 mg/
] Chez dix patients immunodéprimés (VIH+) atteints d’un sarcome de Kaposi
évolutif malgré un traitement antirétroviral efficace et/ou une chimiothérapie.
Apres quatre semaines de traitement, cingq des dix patients ont présenté une
réponse clinique partielle. De plus, ’analyse immunohistochimique des biopsies
pré- et post-thérapeutiques de quatre patients a observé une diminution post-
thérapeutique du marquage immunohistochimique de PDGFR. En revanche,
chez six patients la dose d’IM a du étre réduite en raison de diarrhée. Ces résul-
tats enthousiasmants pourraient représenter dans le futur une stratégie intéres-
sante dans le traitement du sarcome de Kaposi.

Glioblastome multiforme

Le glioblastome multiforme exprime a la fois PDGF et PDGFRs. Des données
récentes (55) suggérent une activation autocrine des récepteurs de PDGF o
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et B, responsable d’une activité mitogéne importante et de Dactivation de
I'angiogenese tumorale. L'imatinib, inhibiteur de KIT et PDGFr a été testé en
monothérapie dans le glioblastome récidivant, avec un bénéfice thérapeutique
bien modeste (56). En revanche, une association d’imatinib et hydroxyurée
semble montrer une action prometteuse et une bonne tolérance chez 51 patients
en bon état général, atteints de glioblastome réfractaire a 'irradiation et 4 une
chimiothérapie par témozolomide (57). Cinquante et un patients étaient inclus
dans une étude pilote, parmi eux 19 étaient traités par imatinib a la dose de
600 mg/j jusqu’a progression tumorale (groupe A, 70 cycles) et 32 recevaient
800 mg/j (groupe B, 113 cycles). Des réponses partielles ont été confirmées chez
3 patients respectivement aprés 3, 6 et 7 mois de traitement (2 patients dans le
groupe A et 1 dans le groupe B) ; avec une durée de réponse respectivement
de 10, 10 et > 12 mois. De plus, des stabilisations prolongées de la maladie
(> 6 mois) ont été observées chez 5 patients (1 dans le groupe A et 4 dans le
groupe B). Ainsi, 'imatinib semble bien toléré et efficace lorsqu’il est associé
a de I’hydroxycarbamide, avec une activité antitumorale durable chez certains
patients présentant une maladie récidivante (57, 58). Cette activité antitumorale
durable de 'imatinib est la premiére rapportée dans le glioblastome en associa-
tion avec une chimiothérapie. Ces résultats prometteurs doivent, bien entendu,
étre confirmés par une étude multicentrique avec des effectifs plus importants,
associée a une évaluation des facteurs pronostiques issus de la biologie molécu-
laire. Un essai de phase I comparant Phydroxyurée avec ou sans imatinib chez
les patients résistant au témozolomide est en cours.

Cancer de la prostate

L'atteinte osseuse étant la premiére cause de morbidité des cancers de la pros-
tate, une approche antitumorale, agissant directement sur l'os, pourrait possi-
blement infléchir I'histoire naturelle de cette maladie. En effet, des données
existent pour penser que le PDGFR pourrait étre impliqué dans la progression
osseuse. Le PDGER est surexprimé au niveau des métastases osseuses de cancer
de la prostate (> de 80 % des cas) ainsi qu'au niveau de la tumeur prostatique au
stade initial de la maladie mais aussi lors des néoplasies intraépithéliales pros-
tatiques, suggérant son role précoce dans la tumorigenése prostatique (59). A
partir d'un modele humain de cancer de la prostate a fort potentiel métasta-
tique osseux greffé sur souris nude, 'association taxane + imatinib mesylate
a une meilleure efficacité que chacun des agents utilisés séparément (60). Une
étude de phase I (61) a été effectuée chez 28 patients ayant un cancer de la pros-
tate hormonorésistant, examinant la faisabilité de la combinaison d’imatinib
et du docétaxel hebdomadaire. La dose maximale tolérable est de 600 mg/j
d’imatinib associé¢ a2 30 mg/m? hebdomadaire de docétaxel, quatre semaines
sur six. Uimatinib n’a pas d’activité biologique en monothérapie. Lassociation
permet d‘obtenir 38 % de réponse biologique (PSA = 50 %) pendant une durée
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médiane de cing mois. Les toxicités rencontrées sont principalement 'asthénie
et les nausées. Une étude de phase I randomisée est en cours chez des patients
atteints de métastases osseuses hormonorésistantes non prétraitées par les
taxanes et compare docétaxel + imatinib versus docétaxel + placebo.

Carcinome adénoide kystique des glandes salivaires

Le carcinome adénoide kystique concerne 22% des tumeurs des glandes sali-
vaires, elles-mémes représentant seulement 7 % des tumeurs de la téte et du cou.
Le traitement des tumeurs primitives localisées repose sur la chirurgie, suivie
de radiothérapie lorsque le risque de récidive local est important. En situation
métastatique, les taux de réponse a une chimiothérapie conventionnelle sont
généralement modestes, de 'ordre de 15 a 30% avec une durée de réponse aux
alentours de six a neuf mois (62). Compte tenu du nombre important de carci-
nomes adénoides kystiques surexprimant le récepteur c-kit (63) et en I'absence
de traitement de référence au stade métastatique, deux études de phase II ont
démarré avec des résultats discordants. Aucune réponse objective chez quinze
patients et neuf autres avec une maladie stable pour 'étude américaine (64)
alors qu'il a été observé une réponse partielle et trois stabilités chez huit patients
traités par imatinib a la dose de 800 mg/j (65). Actuellement, aucune conclu-
sion ne peut étre faite, les résultats de 'étude multicentrique menée par I'Ins-
titut Gustave Roussy a Villejuif sont attendus.

Synovite villonodulaire pigmentée ou tumeur a cellules géantes
des parties molles

Il s’agit d’une tumeur rare a agressivité locale, mais parfois métastatique, des
parties molles, associée a une translocation t(1,2) (col6A3-CSF1) qui produit un
geéne de fusion agissant selon un mode paracrine. Lorsqu'une résection n’est pas
réalisable, les options médicales étaient limitées. Une étude vient de rapporter un
cas clinique de réponse complete a imatinib, qui agit en bloquant la signalisation
vig CSFIR de la protéine mutée (66). Cette observation constitue la premiere
observatjon d’ une thérapeutique ciblée d’une tumeur dépendante de CSF1.

Déception globale des études de phase Il en monothérapie
dans d'autres tumeurs solides

Limatinib a été évalué dans d’autres tumeurs solides en phase II avec des résul-
tats trés décevants pour les pathologies suivantes : le mélanome malin métasta-
tique (67), le cancer du rein métastatique (68) et le cancer du poumon a petites
cellules (69,70).
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Conclusion

Depuis 2000, le traitement des GIST avancées par I'imatinib est devenu le modele
de thérapeutique ciblée sur des tumeurs solides, modifiant radicalement les
stratégies de prise en charge des GIST. U'imatinib semble étre particuliérement
efficace pour le traitement des pathologies dans lesquelles la kinase est au centre
du processus tumoral de tumorigenéese. Cependant, la mutation de KIT n’est
pas la voie universelle de la tumorigenese. Les échecs relatifs des traitements
par imatinib des tumeurs c-kit + non-GIST montrent bien la complexité du
cancer. La biologie moléculaire et la cytogénétique vont permettre une nouvelle
taxonomie des tumeurs qui, couplée & la découverte de nouvelles molécules
spécifiques, va trés probablement permettre le traitement des tumeurs en fonc-
tion de leurs caractéristiques génétiques.
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Les autres inhibiteurs tyrosine kinase
de KIT ou de la voie AKT

I. Ray-Coquard, T. Bachelot, J.-P. Guastalla et J.-Y. Blay

Introduction

Les tumeurs stromales gastro-intestinales sont des tumeurs rares, pouvant
se localiser a tous les étages du tractus digestif, et représentant 10 & 50% des
sarcomes des tissus mous. Elles représentent une entité nosologique particuliere
depuis la découverte de leur lien avec les cellules de Cajal, les cellules pacema-
kers de la motricité digestive. Sur le plan phénotypique, les cellules tumorales
de GIST sont caractérisées par 'expression du marqueur CD34, commun aux
cellules de Cajal, et par Pexpression du récepteur tyrosine kinase c-kit (CD117)
sous une forme mutée et/ou activée (1). Les GIST représentent désormais une
entité nosologique particuliere depuis la découverte en 1998 de 'expression
par les cellules tumorales du récepteur tyrosine kinase c-kit (CD117) sous une
forme mutée et/ou activée a la surface des cellules tumorales (2). Ces mutations
sont de survenue précoce et il est possible quelles constituent méme I’événe-
ment oncogénétique initial de la maladie. Avant 'imatinib, la chirurgie était le
seul traitement efficace de cette pathologie, la chimiothérapie restant globale-
ment inopérante, et la radiothérapie non applicable.

En 2001, sont démarrées les premiéres études de phase I puis IT et III évaluant
Pefficacité de 'imatinib dans le traitement des GIST en phase avancée ou métas-
tatique. Les données disponibles actuellement montrent que I'imatinib induit
un taux de réponses objectives de 60 a 70% avec I'imagerie conventionnelle
(TDM/IRM), avec 15 a 20% de maladies stabilisées et 10 a2 15% de résistance
primaire.

Des résistances secondaires (re-progression apres réponse initiale) sont
désormais rapportées chez 10% a 30% des patients. La survie a un an des
formes avancées était voisine de 35% avant I'imatinib. Elle est désormais
voisine de 90%. La survie globale, sans progression, et la réponse au traitement
sont influencées par la nature des mutations de kit sur les cellules tumorales, les
mutations de Pexon 11 étant associées & un pronostic plus favorable. U'imatinib
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m’a en revanche pas d’activité anti-tumorale établie dans les autres sarcomes
non-GIST CD117 négatifs et/ou dépourvus de mutations activant une boucle
autocrine PDGE. Les GIST constituent désormais un modele en oncologie
solide, représentant la premiére tumeur solide traitée par une thérapeutique
ciblée sur 'anomalie moléculaire causale.

La protéine c-kit, produit du proto-oncogene c-kit, est un récepteur trans-
membranaire a activité tyrosine kinase dont le ligand naturel est le facteur de
croissance Stem Cell Factor (SCF) (revue kit). Le géne kit est situé sur le bras
long du chromosome 4 (3). Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs
tyrosine kinase de type III, et présente d’importantes homologies structurales
avec les récepteurs du Macrophage Colony Stimulating Factor 1 (M-CSF-1) du
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (4).

Lorsque le récepteur kit est activé par la fixation de son ligand ou induit par
une mutation, des signaux intracellulaires sont transmis par de multiples voies
métaboliques de signalisations dont la voie ras/MAPK, et la voie PI3K/Akt.
Cette cascade de réactions moléculaires intracellulaires permettant la transduc-
tion du message cellulaire au noyau entraine la prolifération, la différenciation,
la croissance et la survie de la cellule (14, 15). Le récepteur c-kit, exprimé a
la surface des cellules souches hématopoiétiques, des mélanocytes, des cellules
de la lignée germinale et de la lignée neurectodermique, joue un réle impor-
tant dans ’hématopoiese, la mélanogenese, la spermatogenese et la genese des
cellules de Cajal (5).

KIT est le siége de multiples mutations dans des modeles de sarcomes
félins et, en pathologie humaine, dans les leucémies aigués myéloides, dans
des syndromes myélodysplasiques, dans les mastocytoses systémiques, certains
lymphomes (NK nasosinusiens), certaines tumeurs germinales, et les GIST
(4, 6). De fait, les différentes mutations activatrices de KIT décrites a ce jour
sont toutes activatrices, de type « gain de fonction » (fig. 1).

Les mutations de KIT peuvent étre classées dans deux catégories (3) : 1) les
mutations dans les zones régulatrices portant sur les portions extra-cellulaires de
la molécule ou sur les zones transmembranaires et juxta-membranaires impli-
quées dans la dimérisation ; ii) les mutations dans le domaine kinase, souvent
peu sensibles & I'imatinib. Ces mutations impliquent possiblement des voies
de signalisations intracellulaires différentes qui sont en cours d’exploration.
Dans les GIST, les mutations de ce géne, observées dans 85 a 90% des GIST
(6), sont responsables d’une activation spontanée de c-kit indépendamment de
sa liaison avec son ligand spécifique. Ces mutations sont rencontrées dans la
lignée germinale dans les rares cas familiaux de GIST (7), et dans la majorité
des tumeurs a un stade précoce ou avancé. Dans les tumeurs GIST dépourvues
de mutations détectables du gene KIT, une activation constitutionnelle de la
kinase est observée (8). Les mutations de KIT, et d’une maniére plus générale
son activation, pourraient jouer un réle oncogénique initial dans le développe-
ment de cette maladie.

Dans les GIST, les mutations sont le plus souvent situées dans I'exon 11, plus
rarement dans 'exon 9 et exceptionnellement dans les exons 13, 17, 14 et (3, 6,
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Structure de c-KIT et PDGF-r et
mutations

PDGFR«a

Mutations
régulatrices

Exon 9 (11%)
Membrane
Exon 11 (67.5%) Exon 12 (0.9%)

Exon 13 (0.9%) Exon 14 (0.3%)

Cytoplasme
Exon 17 (0.5%) Exon 18 (6.3%)

Mutations poche enzymatique

Fig. 1 — Topographie des mutations de KIT dans les tumeurs humaines.

7,9). La grande majorité de ces mutations se trouvent de part et d’autre de la
région transmembranaire du récepteur, impliquée dans la dimérisation de la
kinase apres fixation de son ligand. La nature des mutations semble influencer
le devenir des GIST, y compris avant 'ére de 'imatinib (10, 12). La mise en
évidence de ces mutations dans des GIST de petite taille (< 1 ¢cm) et dans des
GIST familiaux soulignent la précocité voire la causalité de cet événement
génétique dans la carcinogenése des GIST (7, 13). D’autres anomalies généti-
ques apparaissent secondairement cependant, notamment des altérations et
des pertes de segments du chromosome 14, 22, 1 (14). Une analyse récemment
effectuée par microarray d’expression identifie d’autres génes surexprimés et
potentiellement activés in vivo dans les GIST (15). Leur réle dans la progression
tumorale reste & prouver.

Traitements médicaux

Les GIST sont des tumeurs chimio-résistantes et probablement radio-résistantes,
bien que les données disponibles sur ce chapitre soient quasi inexistantes (16).
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GIST et imatinib

Les données sont abordées dans le détail dans le chapitre précédent. Nous
rapportons ici les principaux éléments.

Les deux grandes études randomisées de phase III comparant 400 et 800 mg/j
d’imatinib ont inclus 946 patients dans 'étude européenne (49) et 746 patients
dans I'étude américaine (50). Le suivi se poursuit et leurs résultats ont été
rapportés a ’ASCO 2002 uniquement en termes de tolérance puis publiés en
2005 (17).

Linclusion de plus de 2 000 patients dans ces essais thérapeutiques en deux
ans a permis de définir le role de I'imatinib dans la prise en charge des GIST de
la fagon suivante.

L'imatinib a transformé le pronostic des GIST localement avancés inopéra-
bles et/ou métastatiques : 30 % de patients en vie a un an avant I'¢re de 'ima-
tinib, 90 % environ apreés.

Le taux de réponses objectives observé avec I'imagerie conventionnelle
(TDM/IRM) se situe entre 60 et 70 %. Quinze a 20% des patients présentent
une maladie stabilisée. Cependant, la presque normalisation du PET-scan dans
les trois a six semaines aprés le début du traitement de ces patients (18) et un
devenir semblable a celui des répondeurs par imagerie conventionnelle font
considérer ces patients comme répondeurs a 'imatinib. Un bénéfice clinique est
ainsi observé pour 80 a 90 % des patients (19). Il faut noter que les réponses sont
le plus souvent partielles avec persistance de tissu tumoral « viable », CD117+
sur les pieces de résection des tumeurs en réponse partielle.

Le PET-scan est le meilleur examen pour évaluer précocement Ieffica-
cité de ces nouveaux agents spécifiques non chimiothérapiques, permettant
une évaluation dynamique de la captation du glucose par les cellules tumo-
rales. Celui-ci montre une diminution de plus de 50% des hyperfixations des
masses tumorales chez 80 2 90% des patients alors que le volume tumoral peut
rester inchangé ou en diminution modérée, voire augmentée, avec les techni-
ques d’imagerie conventionnelle. Celui-ci peut aussi préciser précocement les
patients présentant une résistance primaire a 'imatinib afin de ne pas pour-
suivre inutilement un produit cofiteux et donc inutile.

Dix a 15% des patients présentent donc une résistance primaire a I'ima-
tinib.

Le statut mutationnel du géne KIT est un élément clé de la sensibilité au
traitement par imatinib. Uétude de phase II américano-finlandaise a couplé une
analyse biomoléculaire fine du géne KIT. Soixante-huit pour cent des patients
sont porteurs d’une mutation de I'exon 11, 16 % une mutation de I'exon 9, 2%
une mutation de 'exon 13 ou 17, enfin 8 a4 14% des patients présentant un
GIST n’ont pas de mutation décelable du géne KIT. La réponse anti-tumorale
semble étre corrélée a la nature et a la présence de ces mutations puisque 72 %
des patients présentant une mutation de I'exon 11 ont répondu au STI, 31 %
chez les patients présentant une mutation 9 et 12 % chez les patients ne présen-
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tant aucune mutation de ce géne (p = 0,0033) (9). Le statut mutationnel de KIT
semble également influencer la survie sans progression, significativement plus
longue chez les patients présentant une mutation de I'exon 11 (20). Enfin, ces
réponses objectives s’observent quel que soit le traitement antérieur, I'dge du
patient (4gé parfois jusqu'a 90 ans), I'état général de ces patients, le volume et
le statut tumoral {tumeur localement avancée inopérable ou métastatique). Les
patients répondeurs présentent une diminution significative du taux sérique du
VEGE, du récepteur soluble de KIT et du bEGF dans les huit premiéres semaines
de traitement (21) et une diminution du flux vasculaire des tumeurs en écho-
doppler pulsé aprés un mois de traitement (22).

Des résistances secondaires (re-progression apreés réponse initiale) sont
désormais rapportées, 18% dans I'étude américano-finlandaise qui a inclus
147 patients et qui a permis ’AMM du produit aux Etats-Unis (23).

Il ne semble pas exister d’effet dose a partir d’une dose quotidienne de
400 mg, les résultats observés a 600 mg en termes d’efficacité et de tolérance
étant identiques (24). Les résultats des deux grandes études randomisées compa-
rant 400 et 800 mg/j d’imatinib permettront de répondre définitivement a cette
question (17, 25). Certains patients ayant progressé sous 400 mg/j d’imatinib
ont bénéficié secondairement d’une escalade de dose (600 ou 800 mg/j). Dans
les différentes études déja rapportées ou en cours, I’évaluation de ces patients
nous permettra aussi de connaitre I'intérét de P'escalade de dose.

GIST et sunitinib

Limatinib permet rapidement un contrdle clinique de la maladie chez 70 a
809% des malades, conduisant 4 une rémission partielle ou & une stabilisation
prolongée. Cependant, aprés une moyenne de deux ans, trois quarts des
malades vont progresser. Les mécanismes de résistance sont généralement dus a
Papparition d’altérations génétiques secondaires au niveau du c-kit. Sil’on prend
en compte les malades avec une résistance primaire, ceux avec une résistance
secondaire et ceux qui sont intolérants a I'imatinib, la plupart des malades
vont avoir besoin d’un traitement (26). Dans la mesure ol les traitements de
chimiothérapie se sont tous montrés inefficaces, il est logique de proposer a ces
patients de tester un nouvel inhibiteur du c-kit, qui agit aussi lorsque le c-kit est
muté. Une sensibilité existe & d’autres inhibiteurs des signaux de transduction
comme le sunitinib. La molécule Sutent est une petite molécule qui, dans les
études précliniques, a été démontrée comme un inhibiteur puissant de I'acti-
vité de tyrosine kinase du VEGE, PDGEFR et du c-kit. Le sunitinib est métabo-
lisé d’abord par le systéme enzymatique des cytochromes P450, CYP3A4, en
produisant un métabolite actif, le SU012662. Dans plusieurs modeles animaux
de xénogreffes, 'administration de sunitinib a pu conduire a une inhibition de
la croissance tumorale, et aussi & une diminution de la densité vasculaire liée a
son effet anti-angiogénique.
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Chez 'homme, le sunitinib a été étudié dans onze études cliniques, dont
des études chez des volontaires sains, des études chez les patients avec leucémie
myéloide aigué ou chez les patients avec des tumeurs solides variées, ainsi qu'une
étude chez des patients souffrant de GIST. Différents schémas d’administration
ont été testés comme deux semaines de traitement et deux semaines de repos,
ou quatre semaines de traitement et deux semaines de repos. Des données de
toxicité et d’efficacité clinique sont disponibles pour 240 patients. Chez les
patients souffrant de GIST résistant a 'imatinib, 2 patients sur les 33 analysables
ont eu une réponse partielle, 42 % ont aussi une stabilisation de leur maladie ou
une réponse mineure. Chez la plupart des patients ayant eu une amélioration
clinique, une amélioration rapide du PET a pu étre démontrée. Une inhibition
de la phosphorylation de c¢-kit par le sunitinib a pu étre démontrée dans des
biopsies tumorales. Cette inhibition était parallele 4 une diminution du KIT
soluble mesuré dans le plasma. Ces résultats préliminaires ont fait mettre en
place une étude de phase III publiée qui a confirmé le bénéfice significatif
du sunitinib dans cette indication (27). U'explication concernant lactivité du
sunitinib aprés imatinib fait intervenir le ciblage plus important (VEGE, PDGF)
et les mutations de I'exon 9 de KIT (28).

Les molécules de la famille de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) sont
structurellement rattachées a la famille de VEGF et ont montré des propriétés
angiogéniques in vivo et in vitro (29). Il est possible que PDGF joue un réle
majeur dans la régulation de 'angiogenese contrdlée par les péricytes. Il existe
actuellement quatre membres de la famille de PDGF capables de former des
homo- et des hétéro-dimeres. L'un des homo-dimeéres, PDGF-BB, est capable
de réguler VEGF dans les cellules musculaires striées des vaisseaux et ainsi
d’augmenter la survie des cellules endothéliales (30). Platelet-Derived Endothe-
lial-Cell Growth Factor (PD-ECGF) est la thymidine phosphorylase produite
par les cellules stromales, les cellules tumorales et infiltrant les macrophages.
Cette thymidine phosphorylase a montré un role angiogénique in vivo et est
associée 2 une vascularisation importante malgré un faible taux de VEGF dans
les tumeurs colorectales (31). D’autres facteurs ont été rapportés comme ayant
une activité angiogénique tels que angiogénine, angiopoéitine, Tie-2, les inté-
grines et le FGF-1 et FGF-2 (Fibroblast Growth Factor).

Autres inhibiteurs de c-kit ou PDGFR

Masitinib (AB Science)

Le masitinib est un inhibiteur de tyrosine kinase compétitif de 'adénosine
triphosphate (ATP), un substrat important des réactions de phosphorylation de
la tyrosine (kinase reaction). Le masitinib inhibe sélectivement les protéines de
la famille tyrosine kinase comprenant (1) c-kit, le produit du proto-oncogene
c-kit (mast cell growth factor receptor), et (2) le Platelet-Derived Growth Factor



Les autres inhibiteurs tyrosine kinase de KIT ou de la voie AKT 123

(PDGE) receptor. La sélectivité du masitinib est importante et n’affecte pas les
autres récepteurs de type III receptor kinase family, comme Flt-3 et Fms.

Activité anti-tumorale in vivo

Le masitinib est un inhibiteur de protéine kinase qui inhibe sélectivement la
forme mutée de la région juxta-membranaire (JM) de c-kit récepteur et de c-
kit forme non mutée [wild-type (WT)]. Il est capable aussi d’inhiber PDGF
receptor.

Au niveau cellulaire, le masitinib a prouvé son inhibition sélective de la
partie JM de c-kit et c-kit WT dont dépend Ia prolifération cellulaire avec des
concentrations de 0,005 um et 0,2 pm respectivement.

Essais thérapeutiques

Trois phases I ont été conduites en France.

1. Masitinib en monodose (40 mg, 100 mg, 200 mg, 400 mg et 800 mg) a été
administré a un groupe de jeunes hommes volontaires sains dans une étude de
phase I randomisée avec groupe placebo en double aveugle.

2. Dans une deuxiéme étude, 40 mg, 100 mg, 150 mg, 250 mg, 500 mg et
1 000 mg/jour de masitinib ont été administrés a des patients porteurs de
cancers solides dans une étude ouverte de phase I conduite a I'Institut Gustave
Roussy (IGR) & Paris. Dans cette étude, aucun effet indésirable sérieux n’a
été noté relatif a 'AB1010 au-dela de 500 mg/jour. Ainsi, la dose maximale
tolérée n’a pas été atteinte. Dans un premier temps, 27 patients ont recu le
masitinib selon 7 « échelons » de dose quotidienne : 40 mg (1 patient), 100 mg
(3 patients), 150 mg (3 patients), 250 mg (4 patients), 500 mg (4 patients),
1 000 mg (6 patients) et 800 mg (6 patients). Deux cohortes supplémentaires ont
été ajoutées : 6 patients porteurs d’'une tumeur c-kit+ naive de traitement par
imatinib mesylate (IM) ont regu le masitinib 4 la dose de 9 mg/kg/j et 7 patients
avec un GIST résistant a IM ont regu MM a la dose de 12 mg/kg/jour. Tous
les patients ont présenté au moins un effet indésirable lié a la drogue. Le plus
fréquent effet > grade 2 est la sensation de fatigue (34%), les nausées (32 %),
I'anorexie (21 %), les vomissements (18 %), la diarrhée (18 %), ’hypo-albumi-
némie (18 %), ’hypophosphatémie (18 %). Les grades 3 et 4 les plus fréquents
sont survenus pour les dosages les plus élevés et 26 % des patients ont présenté
au moins une DLT (nausées, vomissements, asthénie, troubles hépatiques). La
MTD (dose maximale tolérée) n’a pas formellement été déterminée dans cette
étude, mais des doses de 13,5 & 15 mg/kg semblent étre les doses maximales
tolérables du point de vue digestif.

3. Une troisieme étude de phase I a été réalisée chez un groupe de jeunes
hommes volontaires sains dans une étude de phase I randomisée avec groupe
placebo en double aveugle ot plusieurs doses de masitinib (100 mg, 200 mg,
400 mg et 800 mg) ont été administrées pour déterminer la tolérance, I'inno-
cuité et la pharmacocinétique du masitinib. A 100 mg, 200 mg et 400 mg, aucun
probleme de toxicité n’a été signalé.
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Dans la mesure oit TAB1010 a une forte sélectivité pour c-kit, I'hypothése
d’une meilleure efficacité du masitinib est supposée en premiére ligne, comparé
a 'imatinib. Pour cette raison, une étude de phase IT évaluant le masitinib a été
conduite en France pour les patients porteurs d’un GIST. Dans cette étude, le
masitinib a été donné a la dose de 7,5 mg/kg/j. Pour les 18 premiers patients,
seulement 6 % ont progressé sous AB1010. Ces résultats encourageants néces-
sitent bien stir une confirmation a plus grande échelle et la notion de béné-
fice comparé a 'imatinib mais confirme Pefficacité de cette molécule en termes
d’inhibition de KIT. Une étude de phase III est donc attendue pour connaitre
le bénéfice du masitinib face & I'imatinib en premieére intention et face a la
deuxiéme ligne actuelle (sunitinib) pour les patients intolérants ou réfractaires
a I'imatinib.

Nilotinib (Tasigna®)

Activité anti-tumorale in vivo

Le nilotinib est un inhibiteur synthétique de seconde génération de Bcr-Abl
tyrosine kinase qui, comme imatinib, cible 'anomalie responsable de la LMC.
In vitro, le nilotinib a montré un pouvoir d’inhibition plus important que
I'imatinib contre les populations cellulaires exprimant Bcr-Alb et notamment
sur les populations cellulaires résistantes a I'imatinib (32). Le nilotinib a une
activité anti-tyrosine kinase contre PDGRA et c-kit récepteur prouvé in vitro au
moins aussi importante que 'imatinib. Et méme récemment Le Coutre et al. ont
montré une destruction tumorale 1,5 fois supérieure a I'imatinib concernant
des populations cellulaires résistantes a 'imatinib (voie MDR1 probablement
en cause) (33).

Essais thérapeutiques en cours

Une étude de phase I a été réalisée chez les patients porteurs de LMC incluant
93 patients résistant a 'imatinib. Les patients ont regu entre 50 et 1 200 mg
par jour de nilotinib (AMNI107). Un second palier de prise bi-journaliére
(400 et 600 mg/deux fois par jour) a été récemment mis en place et permis
de sélectionner la dose de 400 mg deux fois par jour pour I'étude de phase II.
Dans cette étude, 120 patients ont été évalués en termes de réponse et de
tolérance. La majorité des arréts de traitement (49 %) est due a une progres-
sion de la maladie. Une CHR a été rapportée chez (13%) 12 patients, une
réponse médullaire chez 6 patients (6 %), et un retour en phase chronique ou
stable pour (18%) 17 patients respectivement. Une réponse compléte a été
note chez 2 patients (6 %) Ph+ALL. Leffet secondaire de grade 3 ou 4 le plus
fréquent est arrivé chez les patients Ph+ALL et sont la thrombocytopénie :
(9 %) 3 patients, (6 %) 2 patients ont présenté une neutropénie, une élévation
de la bilirubine sanguine, une élévation des ALT et des douleurs osseuses.
Leffet secondaire de grade 3 ou 4 le plus fréquent est arrivé chez les patients
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en BC et sont la thrombocytopénie 23 (24 %), la neutropénie 17 (18 %), et
I’anémie chez 9 patients (9 %).

Dans la prise en charge des GIST, le nilotinib a été évalué dans une étude
de phasel évaluant la tolérance de celui-ci en association avec I'imatinib.
Cinquante-trois patients ont recu le nilotinib seul (400 mg, 2 fois/j) ou des
doses grimpantes de nilotinib (200 mg/j, 400 mg/j, or 400 mg, 2 fois/j) en
combinaison avec imatinib (400 mg, 2 fois/j), ou nilotinib 400 mg, 2 fois/j plus
imatinib 400 mg/j. Parmi les 53 patients, 39 (74%) avaient échappé au traite-
ment de deuxiéme ligne (sunitinib ou imatinib fortes doses). Un événement
sérieux est décrit chez 14 patients, lié & des douleurs abdominales, nausées,
vomissements, hémorragies intra-abdominales, péritonite, perforation diges-
tive, anémie. Les toxicités de grade ¥ rapportées sont: hyperbilirubinémie,
nausées, vomissements, fatigue, myalgies, anémie, cedémes périphériques et rash
cutanés. Cing patients ont présenté une DLT (un sous nilotinib, deux sous nilo-
tinib 400 mg, 2 fois/j plus imatinib 400 mg, 2 fois/j, deux sous nilotinib 400 mg,
2 fois/j plus imatinib 400 mg/j). La combinaison des deux molécules a 400 mg,
2 fois/j semble donc trop toxique (notamment du point de vue cutané) et a
entrainé une réduction de doses pour 100% des patients. Trente-trois (62 %)
des patients, dont 14 sous nilotinib seul, ont présenté une maladie stable. La
survie sans progression a été mesurée a 153 jours pour 'ensemble de la popula-
tion traitée suggérant une efficacité de cette association pour les patients GIST
résistant aux autres inhibiteurs de TK.

Dasatinib (BMS)

Activité anti tumorale in vivo

BMS-354825 (dasatinib) est une petite molécule orale inhibant plusieurs tyro-
sines kinases comme Bcr-Abl, c-kit, PDGER et src. Sa structure est radicalement
différente de I'imatinib. Lors d’'une comparaison directe entre BMS-354825 et
Pimatinib dans des modeles expérimentaux, le pouvoir d’inhibition de I'anti-
src était 65 fois plus important pour PDGFR et 325 fois pour Ber-Abl (34).

Essais thérapeutiques en cours

Des patients porteurs de LMC ou présentant une LLA avec présence de chro-
mosome Ph résistant ou intolérant a I'imatinib ont été inclus dans une phase 1
évaluant le dasatinib (15 a 240 mg par jour). Il a été administré oralement
selon un schéma 4 semaines une a deux fois par jour. Une réponse complete
hématologique a été obtenue pour 37 des 40 patients présentant une CML en
phase chronique et une réponse hématologique majeure a été notée pour 31 des
44 patients en phase d’accélération de CML, CML en phase blastique, ou Ph-
positive ALL. Chez ces patients, la majorité des réponses cytogénétiques sont
respectivement de 45 % et 25 %. Les réponses se sont maintenues pour 95 % des
patients en phase chronique et 82% en phase accélérée avec un suivi médian
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de 12 et 5 mois respectivement. Les réponses ont toutes été signalées pour les
anomalies génotypiques de Bcr-Abl excepté la mutation T315I, responsable de
la résistance 4 la fois au dasatinib et & I'imatinib in vitro (35). La myélosuppres-
sion dans cette étude a été la dose limitante la plus fréquente (36). Une étude de
phase IT est en cours pour évaluer le dasatinib en premiére ligne dans la prise
en charge des GIST.

Inhibition de la voiePI3k/Akt/mTOR

Dans les GIST, nous avons vu précédemment que les mutations sont le plus
souvent situées dans 'exon 11, plus rarement dans 'exon 9 et exceptionnelle-
ment dans les exons 13, 17, 14 et la nature des mutations semble influencer le
devenir des GIST, y compris avant I'ére de 'imatinib (10-12).

La résistance au traitement par imatinib est presque constamment associée
a I'activation de la voie de signalisation P13k/AKt/mTor. Les inhibiteurs de cette
voie, les STI (Signal Transduction Inhibitor), sont actuellement évalués pour leur
capacité a vaincre la résistance secondaire (37).

Everolimus

Dans cette optique, I'everolimus (RADOO01), dérivé de la rapamycine, inhibe
donc la protéine mTOR en aval de la P13/Akt. Ce médicament commercialisé
depuis 1996 comme immunosuppresseur en association avec la cyclosporine et
les corticoides pour la prévention du rejet de greffe rénale présente une activité
anti-proliférative.

Des études précliniques ont montré un effet inhibiteur de prolifération
cellulaire sur des populations cellulaires tumorales notamment en association
avec certaines drogues de chimiothérapie classiques (paclitaxel, doxorubi-
cine, cisplatine, carboplatine et gemcitabine) mais aussi en association avec la
radiothérapie, les anti-aromatases et d’autres thérapeutiques ciblées telles que
I'imatinib, et autre inhibiteur de EGFR ou VEGF(38).

Dans les premieres études de phaseI en oncologie, la monothérapie par
everolimus a permis de déterminer la dose requise de 10 mg/j ou 50 a 70 mg par
semaine pour les études de phase II. Actuellement, une étude de phase I dans les
tumeurs stromales est en cours en association avec 'imatinib 400 mg/j. Du fait
de la toxicité du RADO0O01 dans cette association, la dose initiale de 10 mg/j a été
diminuée a 5 mg/j. En effet, 'imatinib diminue la clairance du RAD001. Dans
cette étude de phase I, des réponses au traitement ont été décrites, permettant
de penser que le blocage des différentes voies d’activation secondaires est une
option thérapeutique intéressante en cas de résistance a 'imatinib. Les résultats
de étude de phase II sont en attente.
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RADO001 en inhibant mTOR
inhibe la proliferation tumorale et I'angiogenese
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Fig. 2 — Rdle du RADOO1 dans la cellule tumorale.

Conclusion

Ces résultats encourageants devront bien sir étre validés par d’autres études de
plus grande envergure avant de proposer ces nouveaux inhibiteurs en pratique
de routine. Elles méritent d’étre citées pour deux raisons. La premiére étant
quelles valident le principe de la résistance acquise a un traitement initiale-
ment adapté et capable de contenir la prolifération tumorale. Deuxiemement,
elles viennent renforcer la notion de différents sites de mutations additionnelles
(c-kit, PDGFR, voie de signalisation secondaire, etc.). Elles renforcent I'intérét
de I'association de ces inhibiteurs avec les cytotoxiques classiques ou d’autres
thérapeutiques cibles, notamment dans le cas des GIST.

De par leurs différentes structures, ces nouveaux inhibiteurs ont diftérentes
modalités d’inhiber leurs cibles (KIT et autres mutations). Ces inhibiteurs de
protéines tyrosines kinases de type III, de par leur spécifique affinité a certains
sites de liaison, inactivent les kinases selon leur conformation plastique. Or,
chaque mutation nouvelle de ces kinases peut affecter leur conformation plas-
tique et rendre linteraction avec Uinhibiteur moindre, diminuant ainsi son
efficacité, On voit donc que la recherche de nouvelles cibles a stopper et de
nouveaux moyens de les stopper sont indispensables. La question qui reste non
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résolue est le moyen d’évaluer leur efficacité et sur quelles mutations avec un
nombre restreint de patients afin de donner la bonne réponse le plus rapide-
ment possible aux malades (en fonction des mutations de leur pathologie).

En conclusion, chaque inhibiteur de tyrosine kinase va interagir avec une seule
isoforme mutée de KIT et chacune de ces différentes mutations identifiées inter-
vient comme un événement oncogénique primaire responsable de la proliféra-
tion tumorale.
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Autres cibles, nouvelles cibles



RANK ligand
et métastases osseuses

Philippe Beuzeboc

Les cellules tumorales secretent des facteurs ostéolytiques dont la plupart agis-
sent via la production par les ostéoblastes de RANKL, facteur de la différencia-
tion des ostéoclastes.

RANKL est impliqué dans le cercle vicieux de la résorption osseuse et de la
progression tumorale. Le denosumab (AMG 162) est un anticorps monoclonal
totalement humanisé bloquant spécifiquement RANKL qui ouvre de larges
perspectives thérapeutiques non seulement dans le traitement des métastases
osseuses et des myélomes mais aussi dans des pathologies caractérisées par une
augmentation de la résorption osseuse comme l'ostéoporose induite par les
privations hormonales. Sa bonne tolérance générale représente également un
avantage potentiel.

Résorption osseuse et voie RANK/RANK ligand/
ostéoprotégérine (fig. 1)

Le systeme RANK (Receptor Activator for Nuclear factor Kappa B)/RANK ligand
(RANKL) a été identifié comme un des médiateurs essentiels de la formation,
de la fonction, et de la survie des ostéoclastes (1-3).

RANKL est une cytokine membre de la superfamille TNF (Tumor Necrosis
Factor), produite par les ostéoblastes. RANKL est le médiateur principal de la
résorption osseuse jouant un rdle majeur aussi bien dans I'ostéoporose post-
ménopausique que dans les métastases osseuses ou le myélome. Il se fixe a
RANK, son récepteur sur les ostéoclastes et les précurseurs d’ostéoclastes pour
stimuler, promouvoir la différenciation en ostéoclastes et activer les ostéoclastes
matures pour résorber 'os. Aussi RANKL constitue-t-il une cible thérapeutique
privilégiée dans des pathologies présentant une augmentation de la résorption
osseuse.
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Fig. I - Voie RANKL/RANK/OPG. Lostéoprotégérine (OPG) agit en inhibant la stimulation
de la différenciation et de lactivation des ostéoclastes par le RANK ligand (RANKL),
médiateur de la résorption osseuse induite par les hormones, les cytokines de 'inflammation
et les facteurs de croissance produits par les tumeurs. Le denosumab en bloquant RANKL
mime Peffet de Postéoprotégérine, inhibiteur endogéne du RANKL.

Lostéoprotégérine (OPG) produite par les ostéoblastes et les cellules stro-
males, récepteur « leurre » de RANKL (decoy receptor) est considérée comme
I'inhibiteur endogéne de RANKL en prévenant linteraction entre RANK
et RANKL (4-7). Elle se fixe et bloque I'action de RANKL. L'administration
d’OPG recombinante chez la souris, le rat, et des primates entraine une dimi-
nution de la résorption osseuse en inhibant la différenciation et Uactivation des
ostéoclastes (8). UOPG affecte ainsi le pool d’ostéoclastes matures en réduisant
la différenciation terminale des ostéoclastes. Les souris transgéniques qui surex-
priment OPG présentent une ostéopétrose (9). A Popposé, les souris déficientes
en OPG présentent un phénotype d’ostéoporose sévere (10).

Ladministration de Fc-OPG a montré des effets thérapeutiques dans
des modeles animaux de nombreuses tumeurs tels des cancers du sein et du
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cdlon (11, 12), des sarcomes (13), des myélomes (14). UOPG peut aussi prévenir
le développement de métastases osseuses dans des modeles expérimentaux de
cancer de prostate (15). Une étude clinique de phase I utilisant une construction
d’une OPG recombinante (AMGN-0007) a été publiée par Body et al. (16).

Il a été suggéré qu'une molécule qui mimerait action d’OGP sur RANKL
pourrait avoir un potentiel thérapeutique dans les pathologies caractérisées par
une augmentation du furn over osseux.

Rationnel d'utilisation d’un anticorps anti-RANKL
dans les métastases osseuses et le myélome

Les mécanismes sous-tendant la croissance tumorale au niveau de 'os sont
complexes et impliquent la stimulation par la tumeur des ostéoclastes et des
ostéoblastes ainsi que la réponse du micro-environnement osseux.

Quel que soit le type ostéolytique ou ostéoblastique des métastases osseuses,
l'augmentation de lactivité ostéoclastique constitue la principale caractéris-
tique biologique {17, 18).

Des données de modeles précliniques étayent fortement 'hypothese d’une
relation facilitatrice entre 'augmentation de la résorption osseuse ostéoclas-
tique et le développement des métastases osseuses (19, 20).

Les cellules cancéreuses produisent des facteurs humoraux comme le PTH-
tP (Parathormone related Peptide), Uinterleukine 1 (IL-1) et le TNF-a qui se
fixent sur des récepteurs spécifiques au niveau des ostéoblastes ou des cellules
stromales médullaires pour stimuler la production de RANKL et inhiber la
production d’OPG (21).

Une dérégulation du systtme RANK/RANKL/OPG a été décrite dans de
nombreuses tumeurs comme les cancers du sein (22), les cancers de la prostate
(23), les myélomes (24), les tumeurs a cellules géantes (25), les chondroblas-
tomes (26), les neuroblastomes (27), les carcinomes épidermoides (28) et les
maladies de Hodgkin (29)... Laugmentation de I'activité ostéoclastique qui en
résulte est source potentiellement de morbidités séveres représentées par des
fractures, des nécessités d’irradiation (en cas de douleurs, de menace de frac-
ture) ou de cimentoplastie, des compressions médullaires et des hypercalcémies
malignes. En cas de métastases osseuses, il a bien été montré qu’élévation des
marqueurs de résorption osseuse et complications osseuses cliniques étaient
liées (30, 31) et que la survenue de fractures osseuses était prédictive d’une
réduction de la survie dans les cancers de prostate (32).

Dans le myélome, il existe une augmentation de RANKL dans les cellules
stromales (33), le rapport RANKL/OPG est augmenté et représente un facteur
prédictif indépendant de la survie (34).
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Le denosumab (AMG 162), développé par Amgen, est un anticorps mono-
clonal totalement humanisé, présentant une haute affinité et spécificité anti-
RANKL, mimant Paction de I'OPG.

En inhibant 'action de RANKL, il réduit la différenciation, Pactivité, et la
survie des ostéoclastes ralentissant ainsi la résorption osseuse (tableau I). Son
action est rapide et réversible a arrét du traitement.

Tableau I - Essais en cours avec le denosumab.

Etude de phase II chez des patients atteints de cancers avec =

Métastases métastases osseuses et déja traités par biphosphonate IV 135

osseuses de -
différents cancers | Etudes de phase III comparant denosumab et zolédronate
en premiére ligne de cancer du sein, de prostate et d’autres
cancers avancés avec métastases osseuses

Etude de phase Il randomisée chez des patientes souffrant
de cancer du sein avec métastases osseuses, n’ayant jamais
recu de biphosphonate comparant de 5 cohortes avec des
schémas d’utilisation différents a une cohorte traitée par
Cancer du sein biphosphonate IV

Etude de phase I1I évaluant le denosumab versus placebo
dans les cancers du sein non métastatiques traités par
anti-aromatase

Etude de phase II randomisée chez des patients présentant
des métastases osseuses de cancer de prostate avec des | N =
taux élevés de N-peptide urinaire apres traitement par 110
zolédronate

Etude de phase III versus placebo dans le traitement de la
perte osseuse en rapport de sujets sous hormonothérapie 14 6_8
ablative pour un cancer de prostate non métastatique

Cancer de
prostate

Etude randomisée, en double aveugle versus placebo
évaluant le denosumab dans la prévention des métastases =
osseuses chez les hommes atteints d’un cancer de prostate | 1400
hormono-réfractaire

Etude de phase II dans le myélome en rechute ou en =

Myélome phase de plateau 1%

Données pharmacocinétiques et données cliniques
initiales du denosumab, anticorps anti-RANKL
dans des pathologies non tumorales

Le denosumab présente la particularité de s’administrer par voie sous-cutanée.
Les données sont encore préliminaires méme si en mars 2006 plus de 11 000
patients avaient été enrdlés dans des études cliniques.



RANK ligand et métastases osseuses 137

Il a fait initialement objet de plusieurs études de phase I (six au total) et
d’études dans lostéoporose de la femme post-ménopausée ainsi que dans la
polyarthrite rhumatoide. Les données pharmacocinétiques des différents essais
de phase I 4 des doses variant de 0,01 & 3 mg/kg et des doses fixes allant de 14
a 210 mg par injections ont montré une demi-vie d’approximativement 25 a
30 jours pour des doses comprises entre 1 et 3 mg/kg (correspondant a des doses
totales de 60 mg et 180 mg). Les données pharmacocinétiques ne semblent pas
modifiées par des injections multiples.

Un essai réalisé chez femmes post-ménopausées en bonne santé a montré
que l'anticorps restait détectable plus de neuf mois aprés une dose unique de
3 mg/kg (34). Des doses fixes répétées sous-cutanées tous les six mois sur une
durée de plus de deux ans ont été étudiées dans I'ostéoporose. Les résultats
ont montré que le denosumab entrainait une réduction du turn over osseux et
augmentait significativement la densité minérale osseuse (BMD) au niveau du
rachis et des hanches (36, 37).

D’une fagon générale, le denosumab a été bien toléré dans toutes les études
menées jusqu’a présent et il n’a pas été retrouvé d’association entre effets secon-
daires et dose administrée. Il n’entraine pas de réactions allergiques (ou tres
faibles) et ne nécessite aucune prémédication.

Avec le denosumab, il n’a pas été observé d’hypocalcémie symptomatique
ou persistante. En revanche, des hypocalcémies généralement transitoires,
modérées, peuvent survenir dans les deux premiéres semaines suivant U'injec-
tion. Environ 5% des sujets ont une baisse de la calcémie corrigée inférieure a
2 mmol/L {ceci a été noté essentiellement pour des doses élevées de 180 mg/4 se-
maines).

Les autres effets secondaires les plus fréquemment rapportés ont été des
nausées, des céphalées, des douleurs articulaires, des pharyngites et congestions
nasales, des constipations, une asthénie, des diarrhées et des vomissements sans
que 'imputabilité apparaisse évidente.

Il n’a pas été détecté d’anticorps anti-denosumab.

Les contre-indications a son utilisation sont une hypersensibilité & une expo-
sition préalable et un hypoparathyroidisme du fait du risque d’hypocalcémie.

Données cliniques préliminaires dans les métastases
osseuses de cancer du sein et les myélomes

Le denosumab est actuellement dans le domaine cancérologique en cours d’éva-
luation dans le traitement des métastases osseuses et le myélome.

Bien que I'on dispose de biphosphonates tres puissants tels le pamidronate,
le zolédronate et I'ibandronate qui ont tous fait la preuve de leur efficacité pour
diminuer la morbidité des métastases osseuses et des myélomes (38-41), il existe
une demande pour des traitements plus efficaces, d’utilisation plus pratique
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que par vole intraveineuse et mieux tolérés. Les biphosphonates peuvent en
effet entrainer des nécroses de la machoire (42) et des insuffisances rénales (43).
La néphrotoxicité de certains biphosphonates en limite leur utilisation et leur
dosage (44). Les guidelines récents de UAmerican Society of Clinical Oncology
sur l'utilisation des biphosphonates dans les cancers du sein n’ont pas recom-
mandé un biphosphonate plutoét qu'un autre (45).

Body et al. (46) ont rapporté les résultats d’une étude multicentrique
randomisée avec une double administration (sous-cutanée et intraveineuse) en
double aveugle déterminant la tolérance et I'efficacité de différentes doses de
denosumab chez des patient(e)s présentant un myélome (n = 25) ou un cancer
du sein (n =29), avec des lésions osseuses confirmées radiologiquement. Les
patient(e)s recevaient soit une dose unique de denosumab (0,1; 0,3; 1 ou
3 mg/kg en sous-cutané) soit 90 mg de pamidronate. Leffet sur la résorption
osseuse était analysé par les modifications des taux urinaires et sériques du
N-télopeptide. A la suite d’une injection de denosumab, les taux sériques et
urinaires diminuaient dans les 24 heures pour une durée pouvant se prolonger
jusqu’a 84 jours pour les doses les plus élevées. La diminution des marqueurs de
turn over osseux était similaire en magnitude a celui du pamidronate mais plus
prolongée. Au plan pharmacocinétique, les demi-vies moyennes du denosumab
étaient de 33,3 et 46,3 jours pour les deux doses les plus élevées.

Peterson (47) a rapporté les analyses de cinq cohortes de 40 patientes qui
recevaient soit 30 mg, 120 mg, 180 mg SC toutes les quatre semaines, soit 60 mg
ou 180 mg toutes les douze semaines. Le dosage de N-télopeptide urinaire
constituait le critére de jugement principal. Les résultats basés sur les données
pharmacocinétiques (PK), pharmacodynamiques (PD) et de tolérance ont
suggéré que la dose de 120 mg toutes les quatre semaines constituait la dose
recommandée pour les études de phase III.

Lipton et al. (48) ont rapporté également a 'ASCO 2006 les résultats de
lanalyse intermédiaire de cette étude de 255 patientes présentant un cancer
du sein avec métastases osseuses non traitées antérieurement par biphospho-
nates IV réparties en cinq cohortes de denosumab comparé a une cohorte
traitée par biphosphonate IV. Il a été montré que le denosumab entrainait une
suppression rapide et durable du turn over osseux au moins aussi efficace que le
traitement par biphosphonate avec un bon profil de tolérance.

Perspectives

En cancérologie, les perspectives en cours de développement concernent le trai-
tement de la perte osseuse en rapport avec une hormonothérapie suppressive,
la prévention d’événements osseux des cancers avancés avec métastases osseuses
et des myélomes, la prolongation de la survie sans métastases osseuses chez
les patients présentant un cancer de prostate hormono-réfractaire. Les essais
contrélés en cours sont listés dans le tableau L.
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Le cancer du sein représente un axe de développement privilégié, les études
randomisées étant focalisées sur :

~ le traitement de premiere ligne de cancers avec métastases osseuses en
comparaison avec le zolédronate ;

— la correction de la perte osseuse des patientes présentant un cancer non
métastatique traité par une anti-aromatase.

Le cancer de prostate, bien que les métastases soient essentiellement conden-
santes, fait 'objet de nombreuses études de phase III basées sur un rationnel
fort:

- le denosumab pourrait interférer avec la croissance des cellules tumorales
et leur activité métastatique, une expression de RANK ayant été rapportée dans
des tumeurs primaires et des métastases de cancer de prostate (49). Chen et
al. (23) ont pu également montrer que expression de RANK/ RANKL/OPG
était faible dans les cellules prostatiques normales et élevée dans des lignées de
cancer de prostate et sur des biopsies de tumeurs primaires. Cette expression
était encore plus marquée dans les formes métastatiques, son importance étant
aussi corrélée avec le score de Gleason, le stade TNM, le statut hormonal, et le
taux de PSA ;

— d’autres données expérimentales laissent penser quune augmentation
de la résorption osseuse liée a la déprivation hormonale pourrait constituer
un environnement favorable pour le développement des métastases osseuses.
Il est possible que I'inhibition de RANKL par le denosumab rende le micro-
environnement moins favorable pour le développement de métastases osseuses,
pouvant permettre de prolonger chez ces patients avec un cancer de prostate
hormono-résistant la survie sans métastases osseuses ;

— si, dans les cancers de prostate avec métastases osseuses, le zolédronate
constitue un traitement de référence, aucun traitement n’est approuvé dans
la prévention des métastases osseuses des formes en échappement hormonal
biologique ;

— la durée prolongée des hormonothérapies suppressives adjuvantes est
source d’une morbidité liée & Postéoporose justifiant I'étude évaluant intérét
du denosumab chez les patients avec un cancer de prostate non métastatique
traité par agoniste de la LH-RH.

1l faut signaler que les données préliminaires d’une étude de phase II rando-
misée dans des cancers de prostate métastatiques présentant des taux élevés de
N-télopeptide apres avoir été traités par zolédronate sont encourageantes. Elles
montrent une réduction des marqueurs de résorption osseuse équivalente ou
supérieure a celle obtenue avec le zolédronate (50).

Le traitement de métastases osseuses secondaires a d’autres primitifs fait
également ['objet d’'investigations cliniques.

Dans les myélomes, l'inhibition de RANKL par le denosumab pourrait favo-
riser apoptose des ostéoclastes modifiant les interactions entre ostéoclastes et
cellules myélomateuses.

Enfin l'utilisation du denosumab chez les sujets présentant des perturba-
tions de la fonction rénale est également en cours d’exploration.
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Conclusion

Le denosumab ouvre le champ a de nouvelles modalités d’inhibition de I'os-
téolyse basées sur une meilleure connaissance des mécanismes biologiques
impliqués. Sa parfaite tolérance lui confere un atout majeur. Les espoirs qu’il
suscite doivent étre confirmés par la preuve de son efficacité dans les études de
phase III actuellement en cours, avant de trouver sa place en thérapeutique.
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Développement des inhibiteurs
de mTOR en oncologie

M.-P. Sablin, C. Dreyer et S. Faivre

La voie de la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) joue un réle majeur dans
les cellules, en régulant notamment la croissance cellulaire, la progression du
cycle cellulaire et la survie cellulaire. La dérégulation de cette voie est impli-
quée dans de nombreux processus tumorausx, et représente une cible particu-
lierement intéressante pour les traitements anticancéreux. En aval de la PI3K,
mTOR (mammalian target of rapamycin) est une kinase jouant un réle de
commutateur du métabolisme cellulaire. Cette kinase est la cible d'un antibio-
tique, la rapamycine, qui est doté de propriétés intéressantes pour traiter les
cellules présentant des anomalies de cette voie de signalisation.

Voie PI3K/Akt/mTOR dans les cellules normales (fig. 1)

Pactivation de la voie PI3K/mTOR se fait par 'intermédiaire de récepteurs a
activité tyrosine kinase présents a la surface des cellules, dont les ligands sont
multiples (interleukines 1, 2, 3, 4, 6, IGE, IGF1, IGF2, CSF, PDGE, EGEF...). L'ac-
tivation de ces récepteurs provoque l'autophosphorylation de leur domaine
intracellulaire, ce qui entraine une cascade d’activations intracellulaires médiées
par des protéines kinases cytoplasmiques.

La PI3K est une protéine kinase constituée de deux sous-unités, P85 (sous-
unité régulatrice) et P110 (sous-unité catalytique), et qui peut étre activée par ces
récepteurs tyrosine kinase, de fagon directe ou par I'intermédiaire de la protéine
Ras, elle-méme activée par ces récepteurs membranaires. PI3K, comme toutes
les kinases, agit en ajoutant un groupement phosphate a d’autres protéines, et
son activation entraine la formation de différents produits lipidiques, comme le
phosphatidyl inositol-3-phosphate (PI3P), PI(3,4)P2, PI(3,4,5)P3. Différentes
phosphatases peuvent antagoniser PI3K, comme I'anti-oncogene PTEN (phos-
phatase and tensin homologue gene).
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Fig. 1 — Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR.

P1(3,4,5)P3 lie Akt (ou PKB: protéine kinase B), 'amenant au contact de
la membrane cellulaire, ot elle est activée par la kinase PDK1 (phosphatidyli-
nositol 3-dependent kinase 1). Akt a différentes cibles d’aval impliquées dans
la croissance et la survie cellulaire, notamment mTOR, par Vintermédiaire de
GSK3 (glycogen synthase kinase). Akt peut également inhiber TSC (tuberous
sclerosis), la phosphorylation de TSC ayant pour conséquence I'inhibition de
mTOR.

mTOR est une sérine/thréonine kinase régulée par le taux en acides
aminés, en nutriments, en AMP, Phypoxie, et par Akt (1, 2). Elle agit comme
un commutateur du métabolisme. Elle est inhibée par la phosphatase Abl et
par le complexe rapamycine-FKBP12 (FK506 binding protein). Elle peut former
deux types de complexes, mTORCI lorsqu’elle est liée a la protéine Raptor, et
mTORC2, lorsqu’elle est liée a RICTOR (rapamycine-insensitive companion of
mTOR), ce dernier ayant un réle de contrdle sur la formation du cytosquelette.
mTORCI, en revanche, a pour cibles d’aval 4EBP1, eEF2 et S6K1, exercant ainsi
un controéle sur la traduction, le cycle cellulaire et Papoptose (3, 4).
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Implication de la voie PI3K/Akt/mTOR
dans les fonctions cellulaires

Synthése protéique

4EBP1, lorsqu’elle est déphosphorylée, se lie au facteur d’induction de la
traduction eucaryote 4E (eJF4E), ce qui a pour conséquence la répression de
la traduction de protéines nécessaires a la progression du cycle de la phase G1
a la phaseS. Ce complexe se dissocie lorsque 4EBP1 est phosphorylé, par
exemple par mTOR lorsque les conditions sont compatibles avec le passage
en phase S. e[F4E se lie alors a d’autres facteurs d’induction (eIF4G, elF4A et
elF4B), formant alors le complexe eIF4F, qui permet la transcription d’ARNm
et la traduction de protéines, notamment cMYC, la cycline D1, ou ornithine
décarboxylase (5-7).

S6K1, ou p70S6K, est une sérine-thréonine kinase, inhibée par mTOR.
Lorsque mTOR est phosphorylée, son effet inhibiteur est levé, et p70S6K va
recruter la sous-unité ribosomale 40S, permettant la formation de polysomes et
la traduction ’ARNm en protéines ribosomales, facteurs d’élongation, IGF2...
S6K1 peut étre activé par d’autres voies n'impliquant pas mTOR, par linter-
médiaire de PDK1, MAPK (mitogen activated protein kinase), ou SAPK (stress-
activated protein kinase) (8).

Régulation du cycle cellulaire

La GSK3B (glycogen synthase kinase) est une kinase jouant un réle dans la
destruction protéique par la voie du protéasome, notamment celle de la cycli-
ne D1. La phosphorylation de GSK3 entraine son inhibition et donc une accu-
mulation de cycline D1 dans la cellule, permettant la transition de la phase G1
a la phase S.

Le facteur d’élongation eucaryote eEF2, également régulé par mTOR, active
la traduction d’ARNm essentiels a la transition de la phase G1 a la phase S (9).

Par ailleurs, Akt favorise la transition de la phase G2 a M par inhibition de
la kinase Mytl et en empéchant I'importation de p27, un inhibiteur du cycle
cellulaire (10).

Survie cellulaire

La voie de la PI3K a un rédle anti-apoptotique par inhibition de facteurs pro-
apoptotiques comme Bad, un membre de la famille Bcl2 (11), ou la caspase 9.
Akt peut également phosphoryler Fkhrll, un facteur de transcription qui, a
Pétat phosphorylé, se localise dans le cytoplasme, empéchant la transcription
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de génes intervenant dans le déclenchement de I'apoptose (Bim ou le ligand de
Fas par exemple) (12).

Dans les cellules tumorales (tableau 1)

Dans les cellules tumorales, la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR peut étre
activée de maniére constitutionnelle par différents mécanismes pouvant étre
intriqués, I'activation de mTOR favorisant la croissance et la multiplication
cellulaire. Toutes les étapes de cette voie de signalisation peuvent étre dérégulées
et étre impliquées dans Poncogeneése de différentes tumeurs.

Tableau I - Anomalies de régulation de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR dans les
tumeurs humaines.

Protéine

Anomalie(s) observée(s)

Type de tumeur

K-Ras
Récepteur & tyrosine kinase

Mutation activatrice
Activation du récepteur

Pancréas, estomac, colon
Nombreuses tumeurs

P110 Amplification du geéne VADS, ovaire
Mutation du geéne Tumeurs gastro-intestinales,
cérébrales
P85 Mutation du géne Colon, ovaire
PTEN Mutation du géne, délétion Endometre, glioblastome, thyroide,
ou méthylation du promoteur | CHC, syndrome de Cowden
(perte de fonction)
Sein, ovaire, colon
Akt Amplification du géne Ovaire, sein
Surexpression du geéne Syndrome TSC
TSC1/2 Mutation du géne Sein

4EBP1 et e[F4E Adénocarcinome, carcinome
épidermoide
Sein, ovaire

Amplification du géne
Surexpression protéique

S6K1 Amplification du géne

CHC: carcinome hépato-cellulaire; eIF4E: facteur d’initiation eucaryote; 4EBP1: eIF4E-binding
protein ; PTEN : phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 105 TSC : tuberous sclerosis ;
VADS : voies aéro-digestives supérieures.

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont surexprimés dans un grand
nombre de cellules cancéreuses, notamment les récepteurs de la famille des
epidermal growth factors (HER1-4), des récepteurs a PDGF (PDGFR), ou a
IGF (IGFR). On peut également retrouver une surexpression des ligands de ces
récepteurs. Par ailleurs, des mutations de Ras peuvent se voir dans un certain
nombre de tumeurs digestives (pancréas, c6lon, estomac). Dans tous les cas, ces
mutations entrainent une suractivation de PI3K, et de ses cibles d’aval (13). Les
anomalies de cette voie de signalisation semblent également pouvoir étre dans
un certain nombre de cas corrélées au pronostic ou au stade de la maladie.

PTEN est un antagoniste de PI3K. En son absence, on observe de forts taux
cellulaires de phospho-Bad (qui perd ses propriétés apoptotiques), de phospho-
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Akt (forme active de Akt), ce qui entraine une augmentation de la survie cellu-
laire, et une augmentation de l'activation de PI3K. Des anomalies de PTEN
peuvent se voir sous forme de mutations inactivatrices, de délétions, ou de perte
d’expression dans les tumeurs endométriales, du sein, de la vessie, du poumon,
de Povaire, du cblon, les mélanomes malins, les glioblastomes, les cancers de
la prostate. La maladie de Cowden, ou syndrome des hamartomes multiples,
est un syndrome ou l'on retrouve des mutations germinales de PTEN, ce qui
entraine chez ces patients un risque élevé de développer un cancer du sein ou
de la thyroide.

Des mutations activatrices de PI3K se voient dans les tumeurs du c6lon, de
'estomac, du sein, de 'ovaire, du poumon, et les glioblastomes, et les mutations
amplificatrices dans les cancers de I'ovaire, du col et des voies aéro-digestives
supérieures.

En revanche, on notera quaucune mutation de mTOR n’a été décrite jusqu’a
ce jour.

En aval de mTOR, une surexpression de elF4E peut a elle seule entrainer
une transformation cellulaire, ce qui peut se voir dans les cancers du sein. Un
faible taux de eIF4E ou 4EBP1 peut étre responsable d’une résistance 2 la rapa-
mycine. Par ailleurs, des amplifications de S6K1 se voient dans les tumeurs du
sein et de I'ovaire (14).

Inhibition de mTOR

Quatre molécules inhibitrices de mTOR sont actuellement disponibles : la rapa-
mycine, le chef de file et ses analogues le CCI 779, le RADO0O1 et le AP23573.

Rapamycine

La rapamycine, ou sirolimus, est un antibiotique qui a initialement été utilisé
pour ses propriétés antifongiques contre les Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, et Aspergillus fumigatus (15). Elle a ensuite été utilisée comme
immunosuppresseur dans le traitement antirejet des greffes rénales, en asso-
ciation 2 la ciclosporine (16) puis en cardiologie dans la prévention des resté-
noses coronariennes apres la pose de stent (17). Ce n’est que récemment que les
propriétés anticancéreuses de cette molécule ont été mises en évidence (18, 19).
Cependant, la rapamycine ne possédant pas une bonne hydrosolubilité, trois
analogues : le CCI 779 (temsirolimus), le RADO0O1 (everolimus) et 'AP23573
ont été développés avec un meilleur profil pharmacologique.
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Analogues de la rapamycine

Le CCI779,1e RADO0O1 et ’AP23573, les trois dérivés de la rapamycine, partagent
la méme structure centrale que la rapamycine mais le macrocycle lactonique a
été remplacé par un élément permettant une administration soit intraveineuse
soit orale.

Tableau II — Caractéristiques des trois analogues de la rapamycine.

CCI779 RADOO1 AP23573

‘l;'fode i, . Intraveineux et oral Oral Intraveineux ou oral

administration

D 7,5-220 mg/m?/ 6,25-100 mg/semaine

ose - A
. semaine . 3-28 mg/j x 5 j toutes

schéma 0.75-19.1/m2/i x 5§ 5-30mg/semaine les 2 .

d’administration > ’ JX ) S ~ semamnes
toutes les 2semaines 40 mg per 0s 5 j/7
T1/2:15,2-17,3 heures

Pharmacocinétique (ccn T1/2 : 26-38 heures T1/2:39-52h
61-69 heures ’ ’

(sirolimus)

Toxicité Cutanéomuqueuse : Cutanéomuqueuse : Cutanéomuqueuse :
mucite, folliculite mucite, rash mucite, rash
aseptique, rash Anorexie Anorexie
maculopapulaire, Asthénie Asthénie
xérodermie Céphalée Digestive :

Anorexie Lipidiques : nausées,diarrhées
Asthénie hypercholestérolémie et | Hématologique :
Digestive : nausées, triglycéridémie anémie,
vomissements Hématologiques : leuco- | leucothrombopénie
Hématologique : thrombopénie. Lipidique :
thrombopénie hypercholestérolémie,
Lipidique : hypertriglycéridémie
hypercholestérolémie, Hépatique :
hypertriglycéridémie augmentation des
Hépatique : transaminases
augmentation des

transaminases

T 1/2 : temps de demi-vie

Ainsi, le CCI779 est un dérivé ester de la rapamycine. Il peut étre considéré

comme une prodrogue car il est secondairement transformé en sirolimus. Cet
agent, plus hydrosoluble que la rapamycine, est administré par voie orale ou
par voie intraveineuse selon deux schémas : une perfusion intraveineuse hebdo-
madaire d’une demi-heure de 7,5 mg 4 220 mg/m? (20) ou une administration
quotidienne pendant cinq jours de 0,75 4 19,1 mg/m? de fagon bimensuelle
(21). La pharmacocinétique montre une exposition au sirolimus peu dépen-
dante de la dose administrée de CCI779 et une demi-vie finale prolongée supé-
rieure a 48 heures (20).
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Le RADOOl ou 40-O-(2-hydroxyéthyl)rapamycine est quant a lui un
analogue de la rapamycine administrable par voie orale. Sa demi-vie est
comprise entre 26 et 38 heures et 'administration de 20 mg/semaine permet
d’atteindre un plateau de concentration (22). Enfin, PAP23573 est analogue
le plus récent développé par génie informatique. Il Sadministre par voie intra-
veineuse selon deux schémas bimensuels avec une perfusion hebdomadaire
d’une demi-heure de 3 4 28 mg pendant cinq jours (23) ou hebdomadaire
avec une perfusion de 30 minutes de 6,25 mg a 100 mg (24). Une forme orale
est en cours d’évaluation.

Le CCI779, le RADOO1 et PAP23573 présentent le méme profil de toxicité
avec une asthénie, une toxicité cutanéomuqueuse, unguéale, hématologique,
des perturbations du bilan lipidique. Il s’agit le plus souvent de toxicités peu
séveres et réversibles. Il est par ailleurs intéressant de noter qu’aucune immuno-
suppression n’a été observée (20-24).

Mode d’action des inhibiteurs des mTOR

Gréce a son groupe méthoxy, la rapamycine se lie a la FKBP12 et forme un
complexe qui inhibe mTOR (25). La rapamycine va ainsi agir directement sur la
cellule tumorale et sur son environnement en modulant 'angiogeneése.

Action au niveau de la cellule tumorale

Comme nous I'avons évoqué précédemment, certaines lignées cellulaires tumo-
rales présentent une activation intrinséque de la voie PI3K/Akt/mTOR. Leur
exposition a un inhibiteur de mTOR permet de restaurer le contréle de cette
voie. En effet, ces molécules bloquent la liaison entre raptor et mTOR, néces-
saire 4 la phosphorylation de la 4EBP1 et du S6K1. Leur inactivation est a I'ori-
gine d’une diminution de la syntheése protéique participant 4 la croissance et la
mobilité cellulaire (26) ainsi que d’un arrét du cycle cellulaire en phase G1 par
diminution de la synthése de la cycline D1, et une augmentation de la protéine
p27 (27). De plus, une induction de 'apoptose cellulaire a été mise en évidence
dans certaines lignées. Le mécanisme n’est pas clairement élucidé, cependant il
semble que les inhibiteurs de mTOR, via I'inactivation de S6K1, soient a I'ori-
gine d’une activation indirecte de la protéine pro-apoptotique BAD (28).

Action anti-angiogénique

La voie PI3K/Akt/mTOR est intimement liée & angiogenese. En effet, elle peut,
d’une part, étre activée par les différents acteurs de 'angiogenése que sont les
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facteurs de croissance vasculaires endothéliaux (VEGE, PDGE, bFGEF, ANG1-
2), les molécules de signalisation intracellulaire (NOTCH1, COUP TF-II) ou
encore les molécules favorisant les contacts intercellulaires (VCAMI1) (29).
D’autre part, en cas d’hypoxie, mTOR et PTEN favorisent I'activation du facteur
de transcription HIF1 (hypoxia inducible factor) et I'expression de facteurs de
croissance vasculaire endothéliaux (30, 31). Du fait de ces interactions, les inhi-
biteurs de mTOR exercent une action anti-angiogénique.

Essais cliniques de phase Il et llI

Des résultats particulierement intéressants ont été obtenus dans trois locali-
sations : les tumeurs endométriales, les tumeurs rénales et les lymphomes du
manteau.

En phase I, dans les récidives ou les évolutions métastatiques des cancers
de Pendometre, 'administration hebdomadaire de CCI 779 a permis d’obtenir
sur 19 patients évaluables 31 % de réponses partielles et une stabilisation de la
maladie dans 63 % des cas. Il s’agit de résultats particulierement intéressants car
les possibilités thérapeutiques sont minces dans cette indication (32).

Les lymphomes du manteau se caractérisent par une translocation t
(11;14)(q13;q32) qui est responsable d’une hyperexpression de la cycline D1.
Le CCI 779, en inhibant mTOR, inhibe la traduction de la cycline D1. Dans
les rechutes des lymphomes du manteau, I'administration de CCI 779 a ainsi
permis d’observer un excellent taux de réponse global de 38 % avec une médiane
de durée de réponse de six mois (33).

Enfin Hudes et al. ont réalisé une étude de phase Il en premiere ligne
métastatique de cancer du rein chez 626 patients de mauvais pronostic. Ils ont
comparé trois bras: l'interféron alpha et le CCI 779 en monothérapie et leur
association. La survie sans progression était significativement augmentée chez
les patients traités par CCI 779 en monothérapie ou en association par rapport
a celle des patients traités par interféron a seul. Cependant, seuls les patients
traités uniquement par le CCI 779 avaient une amélioration de leur survie
globale (10,9 mois versus 7,3 mois pour l'interféron en monothérapie) (34).
A la suite de cet essai, le tensirolimus (Torisel®) a récemment recu I'autorisa-
tion de mise sur le marché en premiére ligne dans le carcinome rénal a cellules
claires avancé pour les patients ayant des facteurs de mauvais pronostic.

En dehors de ces indications, I'utilisation des trois dérivés de la rapamycine
n'a pas mis en évidence d’activité selon les doses et schémas utilisés. Que ce
soit dans les glioblastomes (35), les cancers mammaires (36) ou les carcinomes
neuroendocrines (37), le CCI 779 ne permet pas d’obtenir plus de 10% de
réponses objectives. De plus, les résultats préliminaires de phase II évaluant le
RADO001 ou’AP23573 en monothérapie dans les GIST (38) ou autres sarcomes
(39) sont tout aussi décevants.
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Vers de nouvelles modalités de prises en charge
thérapeutiques

Malgré les bons résultats obtenus dans les cancers rénaux, de 'endometre et
les lymphomes du manteau, les taux de réponse observés dans les autres loca-
lisations restent dans U'ensemble insuffisants. Il apparait donc important de
redéfinir de nouvelles stratégies d’associations a d’autres thérapeutiques et de
développer des outils permettant de mieux définir la population cible et d’éva-
luer précocement ces thérapeutiques.

« Surrogates markers » ou marqueurs précoces d’activité

Depuis de nombreuses années, 'identification de marqueurs précoces d’activité
est un enjeu majeur. En effet, ils permettraient une évaluation rapide des théra-
peutiques utilisées.

Dans le cadre des inhibiteurs de mTOR, deux molécules ont été large-
ment étudiées, il s’agit de S6K1 et de 4E BP1 (40). Ces molécules agissent
en aval de mTOR et leur taux de phosphorylation s’avere étre corrélé a I'ac-
tivité de mTOR : Pinhibition de mTOR est associée & une diminution des
formes phosphorylées de ces molécules. D’autres marqueurs étant nécessaires,
la cycline D1 ou des marqueurs d’apoptose ou d’angiogenese devraient faire
I'objet d’explorations.

Facteurs prédictifs de réponse

Un autre élément primordial a notre stratégie de prise en charge est 'identifica-
tion des types tumoraux susceptibles de répondre aux traitements administrés.
Mais la mise en évidence des facteurs prédictifs de réponse aux inhibiteurs de
mTOR est complexe. L'expression de mTOR étant ubiquitaire, la sensibilité ou
la résistance a la rapamycine et ses dérivés ne peut étre prédite uniquement en
fonction de la présence ou non de la protéine cible mTOR. Seule une analyse
fine de I'état d’activation de 'ensemble de la voie de signalisation pourrait
amener un élément de réponse.

La perte de I'expression de PTEN (41) et I'état de phosphorylation d’Akt,
S6K1 ou 4E-BP1 (42) sont les principales pistes étudiées et il semblerait que la
perte d’expression de PTEN soit associée a une activation de la voie PI3K/Akt/
mTOR.
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Des approches multicibles

Afin de contourner P'apparition de résistance secondaire, le blocage simultané
de plusieurs voies de signalisation semble une piste intéressante. De nombreuses
constatations précliniques et cliniques sont en faveur d’associations d’inhibi-
teurs de mTOR a d’autres thérapies ciblées mais aussi a des cytotoxiques « clas-
siques » ou & une hormonothérapie.

Ainsi, dans les cancers épidermoides, la résistance au cisplatine fait inter-
venir la voie Akt ainsi qu'une autre voie de signalisation Ras/MEK/ERK (43). Ce
constat est donc un bon rationnel pour I’association d’un inhibiteur de mTOR
et de cisplatine.

Dans les cancers du sein, il a été observé que la résistance au trastuzumab
(anticorps anti-VEGF) pourrait étre en rapport avec une perte de fonction de
PTEN (44). Un blocage précoce de la voie PI3K préviendrait donc cette perte de
fonction et la résistance a I'herceptine.

Enfin, dans les cancers bronchopulmonaires non a petites cellules, la résis-
tance au gefitinib (inhibiteur de tyrosine kinase) est liée 4 une augmentation de
la phosphorylation d’Akt et une diminution d’expression de PTEN (45).

Cependant, les tentatives d’association des inhibiteurs de mTOR actuelle-
ment disponibles avec la chimiothérapie se sont soldées par une majoration des
toxicités liées a celle-ci. Les futurs développements devront donc tenir compte
des interactions potentielles entre composés de diverses classes thérapeutiques.

Conclusion

La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie de signalisation importante dont des
anomalies ont été retrouvées dans de multiples cancers. A 'heure actuelle, les
inhibiteurs de mTOR n’ont montré leur intérét que dans les cancers du rein, de
Pendomaetre et les lymphomes du manteau, mais ces molécules pourraient voir
leurs indications s’élargir dans les années a venir. En effet, grice au développe-
ment de facteurs prédictifs de réponse, elles seront administrées a une popu-
lation cible, susceptible de répondre & ce traitement. De plus, 'avénement de
stratégies multicibles afin de contourner les résistances pourrait étre a origine
d’association & des thérapies ciblées mais aussi a des cytotoxiques classiques
ou & une hormonothérapie élargissant leurs spectres d’action. Les inhibiteurs
de mTOR devraient donc connaitre un développement important et faire ainsi
partie des thérapeutiques clés de 'oncologie de demain.
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Nouvelles approches dans les
thérapeutiques ciblées :

les récepteurs des facteurs de croissance
de type insuline (IGF) et les cyclines

J. Fayette, B. Fleury et ].-Y. Blay

Introduction

Depuis la fin des années 1990, larsenal anticancéreux s’est enrichi d’une
nouvelle famille de molécules, les thérapies ciblées. Elles résultent des progres
de la biologie qui ont permis de mieux appréhender les molécules et les voies
de signalisation prépondérantes dans les cellules tumorales. Ainsi, les avancées
thérapeutiques ne reposent plus sur une approche empirique comme pour les
cytotoxiques conventionnels mais sur une véritable ingénierie pour bloquer
les cibles déterminées par la recherche fondamentale. La connaissance fine des
phénotypes tumoraux et les thérapies ciblées permettent de proposer de véri-
tables traitements a la carte aux patients. La présente revue se focalise sur deux
nouvelles voies en cours d’exploration et porteuses d’espoir : la voie du récep-
teur du facteur de croissance de type insuline (IGFIR) et le ciblage des cyclines
impliquées dans le cycle cellulaire.

Insulin-like growth factor receptors de type I (IGF1R)

Structure moléculaire et physiologie (1)

IGFIR est un hétérodimere (2 sous-unités o et sous-unités f3) de glycoprotéines
de la famille des récepteurs a tyrosine kinases. La sous-unité o, extra-cellulaire, se
lie aux ligands, IGF1 avec une forte affinité et IGF2 avec une affinité plus faible. La
sous-unité o du récepteur, transmembranaire et intracellulaire, porte la fonction
tyrosine kinase et initie la cascade de transduction du signal. IGFR2 ne posséde
pas de portion intracellulaire. La structure des IGFR, surtout la sous-unité f3,
est proche de celle des récepteurs a I'insuline. Ainsi les thérapies ciblant IGFIR
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devront étre trés spécifiques, et seules des molécules répondant a ce critére seront
sélectionnées pour un éventuel développement. En effet, il est hors de question
d’interagir avec le métabolisme glucidique dont les perturbations sont responsa-
bles de nombreuses pathologies comme le diabéte ou les hypoglycémies.

Le lien des IGF sur leurs récepteurs est modulé par les IGF binding proteins
(IGFBP) dont il existe six isoformes. Leur rdle est complexe car elles augmen-
tent la demi-vie des IGF et donc leur effet biologique mais, comme leur affinité
pour les IGF est tres supérieure a celle des IGFR, elles peuvent séquestrer les
IGF et exercer un contrdle négatif.

Le lien du ligand a P'IGFIR induit une modification conformationnelle du
récepteur et une auto-phosphorylation des trois résidus tyrosine kinase en posi-
tion 1131, 1135 et 1136 de chacune des sous-unités . Cette phosphorylation
initie la transduction du signal via les voies de la MAPK (Ras/Raf/ Mitogen Acti-
vated Protein Kinase) et de la PI3K-protein kinase B (PKB). IGFIR n’est pas un
oncogene en tant que tel, mais il régule positivement la prolifération, la diffé-
renciation, la survie cellulaire, et favorise les métastases en modulant Padhésion
et le cytosquelette donc la migration cellulaire.

Les IGF1 et IGF2 sont produites dans le foie essentiellement et ont une
action endocrine sur les cellules tumorales. IGF1, mais pas IGF2, est régulée

" e
Différenciation Survie Adhésion Modulation cytosquelette

Prolifération

Fig.1- Représentation de 'IGF1R et transmission du signal. Le lien du ligand sur le récepteur
entraine une phosphorylation des unités transmembranaires et intracellulaires permettant
Iactivation des voies PI3K et MAPK. Cela aboutit a la transcription de génes impliqués dans
la prolifération cellulaire, la différenciation, la survie et les métastases par la modulation de
I'adhésion et du cytosquelette. Les anticoprs agissent sur la portion extracellulaire alors que
les inhibiteurs de tyrosine kinases agissent sur les kinases intracellulaires.
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par 'hormone de croissance. Il n’a pas été observé de corrélation significative
claire entre les taux circulants d’IGF et la survenue de cancers car il existe une
sécrétion paracrine des IGF au sein de la tumeur.

Des données expérimentales ont montré U'effet antitumoral des traitements
dirigés contre IGFIR, permettant le développement de thérapies ciblées, d’autant
plus que de nombreux cancers (mammaires, colorectaux, pulmonaires, prosta-
tiques...) surexpriment les IGFIR et/ou ont une activité IGFI1R augmentée (2,
3). Lexpression de IGF1R est ubiquitaire dans 'organisme et le développement
de tels inhibiteurs devra étre vigilant en ce qui concerne les toxicités. En effet,
cette voie est impliquée dans la croissance des enfants ou dans la survie des
neurones ou des myocytes (4).

Comme pour les autres types de thérapies ciblées, le blocage de la voie visée
peut se faire a I'aide d’anticorps monoclonaux anti-IGFIR qui empéchent la
laison IGF1 ou 2 {endocrine et paracrine) avec 'IGFIR, ou d’inhibiteurs de
tyrosine kinases qui bloquent I'initiation de la transduction du signal. Pour I'es-
sentiel, ces molécules sont encore en cours de développement.

Anticorps anti-IGF1R

En 2008, 5 Ac-anti IGF1R sont en développement clinique. Nous rapportons ici
quelques résultats précliniques.

EM164 est un des premiers anticorps murins démontrant une efficacité in
vitro (2). Il empéche la transautophosphorylation de IGFIR, inhibe la prolifé-
ration induite par IGF1 ou 2, arréte le cycle cellulaire et stimule 'apoptose de
diverses lignées cancéreuses (sein, poumon, célon, col utérin, ovaire, pancréas,
mélanome, prostate, neuroblastome, rhabdomyosarcome, ostéosarcome) (14).
In vivo, TEM164 ralentit la croissance tumorale de tumeurs pancréatiques
humaines (BxPC-3) implantées dans des souris SCID. Leffet est potentialisé
par la gemcitabine. Alors que l'anticorps n’interagit pas avec le récepteur de
insuline (condition nécessaire pour la poursuite de son développement), des
études in vivo montrent malgré tout qu’il entraine une diminution de 'expres-
sion du récepteur de P'insuline ainsi qu'une inhibition fonctionnelle (il n’est
plus phosphorylé en présence d’insuline) (24). Ce phénomene est expliqué par
la formation d’hétérodimeres entre IGFIR et le récepteur a I'insuline. On ignore
a ce jour les conséquences de la formation de ces hétérodimeres en clinique.

L'anticorps humain A12 reconnait les IGFR avec une haute affinité et inhibe
leur Haison avec les IGE Spécifiques de I'IGFIR, il ne lie pas les récepteurs a
Pinsuline. In vitro, son action est double. Il entraine une diminution des phos-
phorylations donc de lactivité des protéines de la transduction du signal des
voies MAPK et PI3K. IIs induisent également une internalisation des IGFIRI
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conduisant a leur dégradation et, de facto, a une diminution de leur expression
sur la surface cellulaire. Il inhibe la prolifération de différentes lignées tumorales.
In vivo, Pefficacité de cette molécule a été démontrée sur différents modeles de
xénogreffes (4). La croissance tumorale de lignées mammaire (MCF 7), pancréa-
tiques (BxPC-3), rénale (Caki I) ou colique (Colo 205) est fortement ralentie par
A12.11 a été observé une diminution des marqueurs de la prolifération tumorale
(Ki67), une augmentation de U'apoptose. Les expériences sur des lignées prostati-
ques xénogreffées montrent un arrét du cycle cellulaire a un stade différent selon
la sensibilité aux androgeénes : en G1 pour la lignée dépendante et en G2 pour la
lignée indépendante (39). Cet anticorps augmente P'efficacité du docetaxel sur des
lignées tumorales de prostate (40). De méme, le blocage de I'IGF-1R est syner-
gique avec la radiothérapie sur diverses lignées (1).

D’autres anticorps sont en cours de développement. On peut citer le CP 751,
871 (5) le h7C10 (F50035) [9], le MK-0646, IgG humaines hautement spécifiques,
le 19D12 (37) ou le ScFv-Fc-IGFIR (23, 42). Ces anticorps reconnaissent 'TGFIR
et inhibent leurs liaisons avec les IGE Ils bloquent ainsi la transphosphorylation
des sous-unités B, puis la phosphorylation des protéines de la transduction du
signal. Comme on I'a vu précédemment, ces anticorps entrainent 'internalisation
et la dégradation du récepteur donc une diminution de son expression  la surface
de la cellule. Le ScFv-Fc-IGFIR a la particularité d’entrainer une activation de
PIGFIR dans un premier temps avant de le bloquer.

Tous ces anticorps montrent une action inhibitrice in vitro ou dans des
modeles de xénogreffes sur des lignées tumorales de divers types. Il est impor-
tant de noter que I'action inhibitrice est synergique avec la chimiothérapie cyto-
toxique. Par exemple leffet de la doxorubicine est fortement augmenté sur une
lignée d’ostéosarcome implantée chez des souris avec 'ajout du CP 751,871
(5). On observe le méme phénomene en traitant des lignées de cancer colique
avec du 5FU. Leffet synergique est observé avec d’autres types de traitements
anticancéreux. En effet, toujours avec le CP 751,871, ou avec le ScFv-F¢-IGFIR,
on observe une potentialisation du tamoxiféne dans des modeles de xénogreffes
avec des lignées de cancer du sein hormonodépendante (5). La synergie s’observe
également avec les autres thérapies ciblées. En effet, le traitement de xénogreffes
de cancers pulmonaires non a petites cellules par 'anticorps h7C10 montre une
certaine efficacité. Il est observé une réponse quasi compléte chez les souris en
associant au h7C10 la vinorelbine ou le C225 anticorps dirigé contre 'EGFR (9).
Cette synergie avec 'EGFR a conduit au développement d’un anticorps bispé-
cifique original humain, de type IgG, appelé Di-diabody (13). Il contient les
régions variables de deux anticorps, 'un dirigé contre 'EGFR et l'autre contre
I'IGFR. Des études in vitro ont montré qu’il bloquait bien la transduction du
signal de deux voies et qu’il induisait aussi une internalisation de 'IGFIR. In
vivo, sur des modeles de xénogreffes, les effets inhibiteurs sur la prolifération
tumorale sont particuliérement intéressants.
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Plusieurs de ces anticorps sont actuellement en développement clinique, avec
des premiers résultats encourageants dans les cancers bronchiques, mais aussi,
en monothérapie, dans des tumeurs décrites comme dépendantes de 'IGF1,
notamment les sarcomes d’Ewing et les rhabdomyosarcomes. Des réponses
prolongées dans des sarcomes d’Ewing réfractaires ont été notamment rappor-
tées en 2007 dans un essai de phase I. Plusieurs essais sont actuellement en cours
pour explorer ces médicaments en monothérapie, et en combinaison avec des
chimiothérapies cytotoxiques en premiére et deuxieme lignes.

Inhibiteurs de tyrosine kinase

NVP-ADW742

Il s’agit d’un inhibiteur de tyrosine kinase tres spécifique de IGF1R (18). In vitro,
sur des lignées de cellules myélomateuses résistantes aux traitements conven-
tionnels, le NVP-ADW742 stimule ’apoptose en diminuant les inhibiteurs des
caspases. Des études de protéomique montrent une activation pléiomorphe
des effecteurs moléculaires antiprolifératifs ou proapoptotiques. Ces effets ont
été confirmés in vivo, chez la souris, en stoppant la croissance tumorale et en
prolongeant la survie, sans toxicité associée significative. Il est intéressant de
noter que la production de VEGF est affectée et que le mécanisme d’action
doit donc inclure une inhibition de I'angiogenese. Cet inhibiteur montre une
synergie avec le melphalan. Une autre étude a montré également une synergie
du NVP-ADW742 avec le carboplatine et 'étoposide en traitement de tumeurs
établies a partir de lignées de cancer pulmonaire non a petites cellules (19). Une
molécule similaire, le NVP-AEW541 a montré une efficacité sur des cellules de
neuroblastome (20).

Cyclolignan PPP

Cet inhibiteur de tyrosine kinase est spécifique de la tyrosine 1136 et n’affecte
pas les tyrosines 1131 et 1135 (21). Ainsi, c’est la voie PI3K/Akt qui est princi-
palement inhibée.

Une étude sur des lignées de myélome a montré que le traitement par le
cyclolignan PPP bloque les cellules en phase G2/M et induit I'apoptose (22).
Leffet est durable et il n’a pas été observé ou trés peu de résistance a long terme
(23). Ici encore, on démontre in vivo une diminution de Pangiogenese, avec
dans une étude une diminution de 60 % de la densité de microvaisseaux (24).

Tous ces médicaments décrits sont en cours de développement préclinique
et certains en début de phase I. Le risque majeur est qu’il n'y a pas de données
de toxicité a long terme chez la souris dans la mesure ol la spécificité pour
I'IGF1R r’est pas parfaite et qu’il existe des réactions croisées avec les récepteurs
de Pinsuline et qu'une perturbation du métabolisme glucidique est a craindre
avec des effets actuellement non réellement recensés.
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Cyclines et kinases dépendant des cyclines:
modulations du cycle cellulaire

Rappels physiologiques (fig. 2)

Le cycle cellulaire se compose de cing phases: Go (phase de quiescence), G1
(la cellule se prépare a la duplication de son ADN), S (réplication de 'ADN),
G2 (préparation 4 la mitose) et M (mitose). La succession de ces phases est
régulée par des protéines sérine/thréonine kinases dites kinases dépendant des
cyclines (CDK). Le taux de cyclines controle I'activité de ces CDK. Les cyclines
se regroupent en deux grandes familles : la famille START (cyclines C, D -D1,
D2 et D3- et E) régule la phase G1 et la transition G1/S avant le point de restric-
tion, et la famille des cyclines mitotiques (cyclines A et B) régule la transition
G2/M. Apres le point de restriction, la cellule n’est plus soumise aux facteurs de
croissance et elle entre inexorablement en mitose (25).

Les signaux mitotiques extracellulaires empruntent les voies de transduction
RAS/RAF/MAPK pour permettre la production et 'accumulation de cyclines D
qui se lient aux CDK4 et 6 pour commencer a phosphoryler la protéine Rb.
Initialement, Rb hypophosphorylée est liée au facteur de transcription E2F1
qui est alors inactif hormis pour la transcription de la cycline E. Cette cycline
s’accumule, se lie 2 CDK2 qui phopshoryle Rb. A I’état phopshorylé, Rb libere
E2F1 qui peut alors transcrire les protéines de la phase S. Lors de cette phase S,
les cyclines D et E, aprés ubiquitination, sont dégradées par le protéasome, alors

plé
21
Cdkl1/cycline B P
.. Cdk4/cycline D
\ Cdké6/cycline D
Cdk1/cycline A /
. p27

“

__ Cdk2/cycline E

__p21

Cdk2/cycline A —

Fig. 2 — Cycle cellulaire et son contrdle. Les cyclines en association avec les CDK permettent
la progression le long du cycle cellulaire. Le passage G1/S est controlé par la protéine Rb. Les
protéines pl6, p21 et p27 régulent négativement les CDK.
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que la cycline A s’accumule et se lie &8 CDK2 pour permettre la progression dans
la phase S et neutraliser E2F1 par phosphorylation. En fin de phase S, la cycli-
ne B s’accumule, se lie 8 CDK1 pour préparer le passage en mitose. Ce complexe
active également la survivine protéine impliquée dans la survie cellulaire. Au
cours de la mitose, la cycline B est dégradée et les cyclines E et D peuvent
recommerncer a étre produites.

Les complexes cycline-CDK sont sous la dépendance de régulateurs du
cycle cellulaire, les inhibiteurs des CDK (CDKI). Les protéines inhibitrices des
kinases (KIP) comprennent p21*"4f!| p27KiP! et p57KiP2) sous la dépendance de
p53 et inhibent les complexes cycline E ou A-CDK2. Les protéines de la famille
des ink4 (pour inhibiteurs des CKK4) regroupent p15k4b p1elnkda nginkic o
p19Ink4 days qyi inhibent les kinases associées aux cyclines D (CDK2, 4 et 6).

Dans les cellules cancéreuses, les points de restriction du cycle cellulaire sont
déficients. Ceci peut étre dii a un déficit en CDKI ou au contraire a la surex-
pression de cyclines. Par exemple, dans de trés nombreux cancers (mélanome,
poumon, sein, colorectal), le géne de p16Ink4 est non fonctionnel a la suite d’une
hyperméthylation de son promoteur qui inhibe sa transcription. De méme, on
observe souvent une hyperexpression de la cycline D1.

Le ciblage des CDK ou des cyclines offre donc des potentialités importantes
dans le traitement des cancers.

Molécules inhibitrices des CDK (tableau I)

UCN-01

Cet inhibiteur de la PKC (protéine kinase C) arréte les cellules en phase G1/S
en induisant le CDKI p21™*! qui déphosphoryle CDK2 et empéche ainsi la
phosphorylation de Rb et la libération de E2F1. CUCN-01 supprime aussi le
point de restriction en G2 autorisant entrée en mitose de cellules avec des
dommages de PADN (surtout en association avec les chimiothérapies) ce qui
conduit a I'apoptose. Ladministration de la drogue doit étre continue sur
plusieurs jours. En phase I chez 47 patients, Uhyperglycémie s’est révélée une
toxicité limitante. On note également une toxicité pulmonaire, des hypoten-
sions et des vomissements (26). Il a été observé une réponse partielle pour un
mélanome et une réponse compléte pour un lymphome (27). Des essais d’asso-
ciation a la chimiothérapie ont été menés avec succes, méme si on a pu craindre
initialement que d’arréter le cycle cellulaire puisse étre un moyen de résistance
de la cellule tumorale aux antimitotiques, en particulier les antimétabolites
comme le 5FU ou le gemcitabine. CUCN-01 doit donc étre administré apres
la chimiothérapie. Une étude de phase I a inclus 35 patients (32 évaluables, 21
avec un cancer colique et 26 prétraités par SFU) pour recevoir une perfusion
hebdomadaire de 5FU sur 24 h suivie d’une perfusion de 135 mg/m? d’'UCN-
01 sur 72 h (puis 67,5 mg/m? sur 36 h les cycles suivants) (28). En plus des
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Tableau I — Essais cliniques avec les modulateurs du cycle cellulaire (RO = réponse objective,
RP = réponse partielle, SD = stabilisation).

Médicament Phase N Résultats

UCNOL1 (25) I 47 1 RG, 1 RP
UCNO1 + 5FU (12) I 35 7SD

UCNO1 + Irinotecan (8) I 11 6 SD
Flavopiridol (29) I 76 1RP
Flavopiridol (31) II (rein) 35 Etude négative
Flavopiridol (27) II (estomac) 16 Etude négative
Flavopiridol + Docetaxel (21) I 27 5RP et 10 SD
Flavopiridol + Irinotecan (30) I 51 3RPet 18 SD
E7070 (10) I1 (ORL) 14 Etude négative
Roscovidine (19) I 29 3SD
BMS-387032 (11) I 36 58D

toxicités citées ci-dessus, on retrouve des syncopes et des arythmies. Il n’a été
observé aucune réponse, mais sept patients ont été stabilisés (dont six prétraités
par 5FU). Une autre étude a associé 'UCN-01 a l'irinotécan chez onze patients
résistants 4 U'irinotécan (29). La tolérance a été acceptable et six stabilisations
ont pu étre obtenues. Une étude récente sur des cellules de leucémie ou de
myélome a montré une forte synergie en associant 48 F'UCN-01 une statine qui
agit en inhibant la farnésylation et I'activation de Ras (30).

Flavopiridol

Le flavopiridol est un inhibiteur de kinase avec une forte affinité pour les
CDK (1, 2, 4, 6). Dans des lignées tumorales, il arréte le cycle cellulaire et
induit 'apoptose (par induction des caspases et inhibition des protéines anti-
apoptotiques) (25). Le schéma d’administration initial sur plusieurs jours en
continu a pu étre simplifié a des perfusions de 1 heure. Dans une phase [ chez
76 patients, les principaux effets secondaires étaient asthénie, diarrhée, hypo-
tension artérielle et accidents thromboemboliques (31). Une réponse partielle
dans un cancer du rein et des stabilisations dans un lymphome, un cancer rénal
et un cancer colique ont été observés. Une phase II a donc été menée dans des
cancers rénaux, mais elle s’est révélée négative (32). Le flavopiridol est égale-
ment inefficace en phase II dans les cancers gastriques (33) ou des sarcomes
(34). Lassociation avec la chimiothérapie a été testée. En phase I, 27 patients
recevaient du docétaxel suivi de flavopiridol avec cing réponses partielles dans
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des cancers du pancréas (2), du sein (2) ou de 'ovaire et dix stabilisations (dont
quatre cancers du pancréas) (35). Une autre phase I a inclus 51 patients pour
recevoir de l'irinotécan suivi 7 heures plus tard de flavopiridol (36). La toxicité
hématologique et les diarrhées ont été notablement accrues. Il a été observé
3 réponses partielles et 18 stabilisations supérieures a six mois. Finalement, les
essals cliniques de phase II se sont révélés insuffisants et le développement de ce
produit est actuellement arrété. Il est probable que des études fondamentales ou
de recherche de transfert aient été insuffisantes : le schéma optimal n’a pas vrai-
ment pu étre déterminé et aucun marqueur intermédiaire n’a été défini pour
juger de sa réelle efficacité.

E7070

E7070 déplete le stock de cycline E, induit p21 et p53 et inhibe la phosphoryla-
tion de CDK1. En phase I, les effets secondaires limitant sont des leucopénies,
thrombopénies, anémies, colites, diarrhée et iléus (37). Une étude de phase Il a
testé le E7070 sur des cancers ORL (une perfusion de 1 h toutes les 3 semaines)
mais a été prématurément arrétée car aucun patient n’a atteint une survie sans
progression de 4 mois (38). Une étude de phase I a montré qu’il pouvait étre
associé au carboplatine (39). Il a cependant été démontré une inhibition de la
phosphorylation de Rb sur des biopsies apres traitement. Ainsi la modification
du schéma d’administration pourrait améliorer les résultats cliniques.

Autres molécules

La roscovidine (CYC202) est un inhibiteur de tyrosine kinase particulierement
actif contre les CDK1, 2 et 5. Elle s'administre oralement en deux prises quoti-
diennes, cing jours de suite toutes les trois semaines. Une étude de phasel a
inclus 29 patients (40). Les effets secondaires sont représentés par les vomis-
sements, Phypokaliémie et 'augmentation de la créatinine. Aucune réponse et
trois stabilisations ont été observées.

Le BMS-387032 est également un inhibiteur de CDK2. Il a été administré en
phase I chez 36 patients par perfusion de 1 h toutes les trois semaines (41). Les
effets secondaires sont asthénie, les nausées et les vomissements, la diarrhée,
la constipation. Il a été observé cinq stabilisations (2 cancers du rein, 1 cancer
pulmonaire, 1 léiomyosarcome, 1 cancer ORL).

Il existe d’autres approches pour interférer sur les cyclines. L'une d’elles est
I'utilisation d’inhibiteurs du protéasome qui intervient pour la dégradation des
cyclines ubiquitinées. Le bortézomib, inhibiteur du protéasome, montre une
bonne efficacité dans les myélomes (42).
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Conclusion

Le champ d’investigation des thérapies ciblées s’est donc considérablement
élargi avec le ciblage des voies de 'IGFIR et des cyclines. Le développement des
produits contre ces voies en est actuellement a ses débuts. Ils ont essentielle-
ment une action cytostatique et montrent peu d’efficacité en monothérapie. Les
associations a la chimiothérapie semblent prometteuses. Les exemples présentés
dans cette revue illustrent la tendance actuelle a négliger I'aspect fondamental
et préclinique dans le développement des médicaments, qui conduit aux décon-
venues observées avec le gefitinib dans les cancers pulmonaires ou les coxib
avec la toxicité cardiaque. En effet, en ce qui concerne le ciblage de 'IGFIR,
les effets secondaires toxiques potentiels a long terme semblent trés importants
ainsi que les interactions avec la voie de I'insuline et ces points ne semblent pas
avoir été résolus avant le passage aux essais cliniques. Une étude récente incite
a la prudence. En effet, il a été montré sur une lignée de cancer du sein que
Pinhibition de 'IGF-1R augmente la sensibilité de ces cellules a I'insuline (43).
De plus, le role de VIGFIR ne semble pas parfaitement établi dans la biologie du
cancer (possible réle inhibiteur). En ce qui concerne les inhibiteurs des cyclines,
le blocage du cycle cellulaire peut constituer un moyen de résistance des cellules
cancéreuses 4 la chimiothérapie. Les déceptions des phases II conduisent a
réfléchir sur les modalités exactes d’administration des inhibiteurs, données qui
devraient étre mieux étudiées a un stade préclinique. Le ciblage des cyclines
ou de I'IGFIR souleve des espoirs importants, mais de nombreuses questions
méritent d’étre résolues pour débuter de véritables essais cliniques dans de
bonnes conditions et éviter de déclarer inefficaces des molécules qui nauraient
été que mal utilisées ou de proposer des traitements dont les effets & long terme
risquent d’étre fortement déléteres.
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CTLA-4 et Toll-like récepteurs :
de nouvelles cibles en immunothérapie

R. Bedel, C. Borg et P. Saas

Plusieurs données cliniques suggérent que la modulation des réponses immu-
nitaires peut étre une stratégie anti-tumorale efficace. Dadministration de
BCG est reconnue comme un traitement efficace des cancers superficiels de
la vessie. Par analogie avec les vaccinations contre certains pathogenes intra-
cellulaires, des protocoles de vaccination ont utilisé le BCG comme adjuvant
et permis I'obtention de résultats cliniques intéressants. L'allogreffe de cellules
hématopoiétiques a montré de longue date sa capacité a éradiquer des mala-
dies leucémiques réfractaires aux traitements conventionnels. Récemment,
Pintroduction des anticorps monoclonaux dans arsenal thérapeutique de 'on-
cologie médicale et de ’hématologie a étayé 'importance du systeme immuni-
taire anti-tumoral. Ces résultats ont motivé un plus ample développement des
biothérapies favorisant les réponses immunitaires anti-tumorales. Ainsi, nous
aborderons ici les données fondamentales et cliniques concernant I'utilisation
de ligands agonistes des récepteurs de la famille TOLL et des anticorps neutra-
lisant la molécule CTLA-4.

Introduction

Le systéme immunitaire comprend 'ensemble des mécanismes biologiques qui
agissent conjointement pour protéger I'organisme des agressions pathogénes
extérieures (virales, bactériennes, parasitaires ou fongiques). Cette protection
est possible grace a la discrimination entre les cellules saines de I'individu (le soi)
et les cellules infectées, potentiellement dangereuses pour 'organisme (le non
soi). Dimmunité peut étre divisée en deux compartiments distincts, I'immunité
innée et 'immunité adaptative. U'immunité innée comprend les barrieres biolo-
giques (peau, muqueuses), les systemes du complément et de 'inflammation et
les cellules lymphocytaires a cytotoxicité naturelle (NK), macrophages, cellules
dendritiques et autres lymphocytes a TCR invariants. U'immunité adaptative
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est composée des lymphocytes T et B. Elle est spécifique de lantigene qui a
déclenché la réponse immunitaire et elle induit une mémoire a long terme qui
protege plus efficacement 'organisme lors d’une seconde infection. Une coopé-
ration cellulaire et moléculaire entre ces deux compartiments est requise pour
la genese d’une réponse immunitaire efficace.

Les grandes étapes de 'initiation des réponses immunitaires sont maintenant
bien connues. Les cellules dendritiques (DC) présentes en périphérie reconnais-
sent et captent des protéines exogenes. Elles internalisent et clivent ces protéines
en peptides, puis les présentent a leur surface associés aux molécules du CMH
de classe I ou II. Dans un contexte inflammatoire, les cytokines et chimiokines
produites par les cellules du compartiment inné et les signaux de danger percgus
par la DC vont déclencher un processus de maturation. Les DC migrent dans
les organes lymphoides secondaires (OLS) les plus proches (ganglions, rate),
pour initier l'activation des lymphocytes T ou B naifs. Cette activation néces-
site 3 signaux différents. Tout d’abord, la reconnaissance spécifique entre le
complexe CMH/peptide et le TCR, récepteur spécifique du lymphocyte T. Cette
premitre reconnaissance déclenche la phosphorylation de la partie intra-cyto-
plasmique du TCR, le recrutement de ZAP70 et des kinases de la famille syk et
lck. Le signal n’est cependant pas suffisant pour permettre une activation efficace
du lymphocyte. Des signaux de costimulation sont nécessaires. Ces protéines
co-stimulatrices sont exprimées principalement sur les membranes des cellules
présentatrices d’antigene (CPA) et sont induites au cours de leur maturation.
La voie de costimulation la plus connue est la voie B7/CD28. CD28 est exprimé
par les lymphocytes T, B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) sont exprimés par les DC
matures. Ce second signal permet le recrutement de kinases complémentaires
comme la phosphoinositide-3 kinase (PI3K), ainsi que le soutien de la phos-
phorylation initiée par le TCR. Un troisieme signal reposant sur la présence
de cytokines dans 'environnement des lymphocytes permet leur éducation et
Vacquisition définitive des fonctions effectrices. Particulierement, la différenti-
ation Thl qui favorise une réponse cytotoxique cellulaire (CTL) est nécessaire
a la genése d’une réponse immunitaire anti-tumorale. Cette réponse de type I
est caractérisée par la production de cytokines, interféron-y (IFN-y) et tumor
necrosis factor-o (TNF-a1).

Les réponses immunitaires doivent étre finement régulées pour ne pas
engendrer d’auto-immunité. Ainsi, des molécules comme CTLA-4 (Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen-4) sont synthétisées lors de lactivation initiale des
lymphocytes T et agissent comme répresseurs de I'activation T. Les polymor-
phismes génétiques de CTLA-4 produisent des protéines d'une activité biolo-
gique variable. Les personnes exprimant certaines formes de CTLA-4 sont
sujettes au développement de maladies auto-immunes telles que la maladie de
Graves, la maladie cceliaque, 'hypothyroidie auto-immune, le diabete de type I
ou la sclérose en plaques (1).

Dans cette revue, nous indiquerons Pintérét que peut apporter la modula-
tion des signaux de costimulation en immunothérapie. Dans un premier temps,
nous décrirons le développement de stratégies basées sur les ligands agonistes
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des récepteurs de la famille TOLL favorisant 'induction de réponse immuni-
taire. Puis dans un second temps, nous étudierons la neutralisation des rétro-
contrdles négatifs des signaux de costimulation aboutissant également a des
réponses immunitaires efficaces. Dans ce contexte, nous nous consacrerons plus
particulierement a la protéine CTLA-4.

Utilisation de ligands agonistes des récepteurs Toll-like
receptors (TLR) en oncologie

Historique des récepteurs de la famille Toll-like receptors (TLR)

Les récepteurs de type Toll (Toll-like receptors, TLR) sont des homologues de
la protéine Toll, une protéine impliquée dans le développement embryonnaire
chez la drosophile et notamment I’établissement de la polarité dorsoventrale.
En 1997, Ruslan Medzhitov, dans le laboratoire de Charles Janeway Jr, identi-
fiait TLR4, le premier géne homologue de Toll découvert chez les mammiferes.
Ce TLR se révélera, un an plus tard, étre le récepteur du composant majori-
taire de la paroi des bactéries 2 Gram négatif, le lipopolysaccharide ou LPS (2).
Aujourd’hui, ces récepteurs TLR comptent 11 membres chez 'Homme, mais
les ligands de TLR10 et TLRI11 restent inconnus a ce jour. Ces récepteurs possé-
dent un domaine intracellulaire conservé homologue au domaine du récepteur
pour linterleukine-1 (IL-1R). IIs sont impliqués dans la reconnaissance des
motifs moléculaires des agents pathogenes conservés au cours de évolution et
regroupés sous le terme anglo-saxon de pathogen associated molecular pattern
(PAMP). A ce titre, les TLR font partie de la famille des PRR (pathogen recogni-
tion receptors), tout comme le récepteur au mannose ou encore NOD. Ces PRR
sont localisés principalement a la surface des cellules de I'immunité naturelle :
monocytes/macrophages, cellules dendritiques, cellules NK et polynucléaires
neutrophiles. Comme nous le décrirons ci-apres, certains TLR sont aussi
exprimés par les cellules de 'immunité adaptative (lymphocytes B, lymphocy-
tes T), ainsi que les cellules épithéliales et endothéliales. La fonction générale de
ces PRR et donc des TLR est de percevoir les signaux « Danger ». Cette notion
de « Danger » a été énoncée pour la premiere fois en 1994 par Polly Matzinger
(3). Cette théorie du « Danger » indique que la capacité de réponse du systeme
immunitaire est directement reliée a la perception du « Danger ». Schématique-
ment, en 'absence de « Danger », le systeme immunitaire ne sera pas activé et il
en résultera un phénomeéne de tolérance. A Dinverse, en cas de « Danger », une
activation efficace du systéme immunitaire s’initiera (3). Quels sont les signaux
« Danger » {4) et comment les TLR interviennent-ils dans la perception de
ces signaux ? 1l est possible de distinguer deux types de signaux « Danger » :
les signaux exogenes émis par les agents pathogénes (c’est-a-dire les PAMP)
et les signaux endogenes émis par organisme hote suite a des dommages ou
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des agressions tissulaires ou encore lors de déréglements métaboliques. Afin
de mieux clarifier cette notion de signaux « Danger » endogénes, nous cite-
rons quelques exemples. Ainsi, rentrent dans cette catégorie les protéines du
choc thermique ou HSP (pour Heat Shock Protein). Ces protéines chaperons
intracellulaires, retrouvées en concentration élevée dans les cellules, voient leur
expression augmentée lors du stress cellulaire. Certaines équipes ont proposé de
les utiliser comme adjuvant en immunothérapie anti-tumorale (pour revue, 5).
Des composés strictement ou majoritairement intracellulaires, comme lacide
urique (6) ou les nucléotides intracellulaires (UTP et ATP) associés au métabo-
lisme énergétique (4) deviennent des signaux « Danger » endogeénes lors de la
rupture accidentelle de la membrane plasmique d’une cellule. Cette observation
de la rupture de la membrane plasmique est bien connue des anatomopatho-
logistes lors de la nécrose. L'interaction des TLR avec leurs ligands déclenche
Iactivation de différents mécanismes concourant a la réaction inflammatoire
(induction de geénes de cytokines inflammatoires et de chimiokines, assurant
le recrutement des polynucléaires neutrophiles et des macrophages) (7, 8) et
a Pactivation de la réponse immunitaire adaptative (induction des molécules
HLA de classe II et de costimulation) (8). L'objectif de cette revue est de définir
les roles potentiels des TLR dans les réponses immunitaires anti-tumorales.
Au préalable, nous aborderons la localisation cellulaire des TLR, leurs expres-
sions et les principales voies de signalisation de ces récepteurs. Ceci permettra
de mieux appréhender comment ces récepteurs PRR peuvent amplifier ou
restaurer les réponses immunitaires anti-tumorales. Nous indiquerons égale-
ment comment ces TLR peuvent aussi participer a la progression, I'invasion
tumorale, la dissémination de métastases ou encore P'échappement au contrdle
du systéme immunitaire (7, 9).

Localisation, expression, et principales voies
de signalisation des TLR

Les TLR peuvent étre classés en deux catégories en fonction de leur locali-
sation cellulaire. Les TLR extracellulaires localisés & la membrane plasmique
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR10) auront pour principale fonction
de percevoir les signaux « Danger » provenant de U'extérieur, a savoir les PAMP
exprimés a la surface des agents pathogenes (LPS, lipopeptides, acide lipotei-
choique, peptidoglycane des bactéries gram positif...) (tableau I). Sur la base
de la séquence aminoacide et la structure génomique, les TLR1, TLR2, TLR6
et TLR10 appartiennent a la sous-famille TLR2 (10, 11). Ces TLR agissent sous
forme d’hétérodimere TLR1/TLR2, TLR6/TLR2 et TLR10/TLR2. Les TLR intra-
cellulaires (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9), localisés au niveau des compartiments
endosomaux ou lysosomaux, détectent les PAMP intracellulaires et notamment
les acides nucléiques (ARN viraux simple ou double brin) et les dinucléotides
CpG (séquence de cytosine-guanosine associée a des nucléotides flanquant)
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Tableau I — Les principaux ligands de récepteurs TLR.
Ligands ayant
Principaux ligands exogénes . N une activité
T
LR (PAMP) Ligands endogenes thérapeutique
en cancérologie

TLR1 + | Triacyl lipopeptides,

TLR2 lipoarabinomannane
{mycobactéries)

TLR2 Peptidoglycanes (bactéries a Gram | Défensines, HSP60, | BCG
+), zymosan (fongus), protéines HSP70, Radicaux
virales (Herpes simplex-1, HCV, oxygénés, HMGB1
CMY, rougeole,... ), phospholipides
tréponémal, trypanosomes,
glycosylphosphatidylinositol de
protozoaires

TLR3 | ARN double brin (virus, helminthes | ARN messager Poly(I:C), Poly

(A:U)

TLR4 LPS (bactéries a gram -), protéines HSP70, HSP90, CFA, BCG, taxols
virales (protéine F du RSV), lipides | héparine, fragments | (paclitaxel), MPL
Trypanosoma cruzi, polysaccharidiques

du hyaluronane
(hyaluronane
soluble),
fibrinogene,
défensine béta,
HMGBI1

TLR5 | Flagelline

TLR6 | Diacyl lipopeptides (mycoplasmes) Imiquimod,

+TLR2 Resiquimod

TLR7/ | ARN simple brin (Influenza, VSV,

TLR8 VIH, VRS)

TLR9 | Motifs CpG non méthylés (ADN Chromatine de CpG ODN*
viraux ou bactériens), schizontes de | 'hote
malaria

TLR2 agit sous forme d’hétérodimeres avec TLR1 ou TLR6. TLRIO pourrait sassocier sous forme
d’hétérodimeres avec TLR1 et TRL2. Les ligands de TLR10 et TLR11 restent actuellement inconnus.

* On compte différentes classes de d’oligodéoxynucléotides synthétiques CpG (CpD ODN) d’activité
biologique différente : les CpG ODN classe A stimulent surtout la production d’IFN-a par les PDC, les
classes B activent la maturation des PDC et la prolifération des lymphocytes B (ce sont les plus utilisés
en thérapie antitumorale), les classes C possedent les propriétés des classes A et B (20).

Abréviations. CMV : cytomégalovirus ; HCV : hépatite virale C; CFA : adjuvant complet de Freund;
BCG : bacille de Calmette et Guérin ; CpG ODN : oligodéoxynucléotide synthétique CpG ; HMGBI, High
mobility group box 1; MPL : LPS synthétique; VIH : virus de 'immunodéficience humaine; VSV : virus
de la stomatite vésiculaire; Poly(A:U);acide polyadénylique polyuridylique; Poly(I:C):acide
polyinosylique polycytidylique ; VSR ; virus respiratoire syncitial.
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non méthylés (10, 11). En effet, les mammiferes difterent des procaryotes dans
le degré de méthylation des dinucléotides CpG, les procaryotes présentant beau-
coup de motifs CpG non méthylés. La reconnaissance spécifique de ces dinu-
cléotides CpG non méthylés et non des dinucléotides CpG méthylés par TLR9
permet d’établir la distinction entre de YADN du soi et des acides nucléiques
viraux. Cette compartimentation cellulaire (membrane plasmique/endosomes)
des TLR n’est pas absolue. TLR8 aurait une localisation intracellulaire majori-
taire, mais pourrait aussi étre exprimé sur la membrane plasmique (10). TLR3
verrait sa localisation cellulaire changer selon la cellule auquel il appartient. Les
cellules dendritiques I'exprimeraient seulement au niveau intracellulaire, alors
qu’une expression extra-cellulaire est aussi retrouvée pour les fibroblastes et les
cellules épithéliales (11). TLR4 pourrait percevoir le LPS au niveau intracellu-
laire dans les cellules épithéliales intestinales (11).

Du point de vue de I'expression cellulaire, les TLR sont exprimés sur les
cellules de I'immunité innée (cellules dendritiques, monocytes/macrophages,
polynucléaires neutrophiles, polynucléaires éosinophiles, mastocytes, cellules
NK) (tableau IT), les cellules de 'immunité adaptative (lymphocytes B, lympho-
cytes T CD4 comme CD8 et méme régulateurs) (12) (tableau II), et les cellules
«non immunes » comme les fibroblastes (11), les cellules endothéliales (13)
et certaines cellules épithéliales (bronchiques, gastro-intestinales, urogénitales)
(13, 14). De ce fait, les TLR pourront étre aussi exprimés par les cellules prove-
nant de ces tissus et soumis a un processus de transformation (7). Le profil
d’expression des TLR répond ainsi a une distribution spécifique en fonction des
tissus et des types cellulaires. Ceci permet de réguler plus finement la réponse
immunitaire. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont la principale
source d’interféron-alpha (IFN-o) de Porganisme et jouent un réle primordial
dans la réponse immune antivirale. Elles expriment majoritairement les TLR7 et
TLR9 afin de percevoir 'ADN viral simple brin et les motifs CpG non méthylés
(15). A Pinverse, les cellules dendritiques myéloides immatures présentent un
profil d’expression complémentaire avec I'expression des TLR membranaires
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 et les TLR endosomaux TLR3 et TLR7 (15).
La stimulation de ces TLR par leurs ligands aboutira 4 la syntheése et la sécrétion
d’interleukine-12 (IL-12) permettant, tout comme la synthése d’IFN-a par les
PDC, l'initiation d’une réponse de type I (8) (tableau II).

Nous avons déja abordé succinctement au cours de cette revue les consé-
quences de 'engagement d’un TLR par son ligand respectif. Ces conséquences
dépendent évidemment de la cellule exprimant le TLR. Ainsi, les cellules douées
de propriétés phagocytaires, comme les macrophages, les polynucléaires ou les
cellules dendritiques immatures, voient leur capacité de phagocytose stimulée
parl’interaction TLR/ligand (8, 15) (tableau II). Les cellules dendritiques produi-
sent de 'IL-12 ou de 'IEN-a pour mettre en place une immunité 2 médiation
cellulaire efficace aboutissant 4 I’élimination de 'agent pathogene (8). Citons
un dernier exemple, qui pourra avoir des conséquences pour 'immunothérapie
anti-tumorale, la possibilité que les ligands des TLR (TLR8 ou TLR2, notam-
ment) puissent s’opposer a la suppression de la réponse immunitaire causée par
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Tableau II — Les principales fonctions associées a la stimulation des cellules immunitaires
humaines par des ligands de récepteurs TLR.

Princi Principaux TLR
rincipales cellules . s e
immunitaires Fonctions 1mp11ques. dans la
fonction
Cellules dendritiques | — Production d’IL-12 (oriente vers réponse de TLR1/2/6, TLRS,
conventionnelles* typeI) TLR8
- Migration vers le ganglion de drainage (1 CCR7) | TLR1/2/6, TLRS5,
— 1 Expression des molécules de HLA classe Il et de | TLR8
costimulation TLR1/2/6, TLRS,
- { Pinternalisation de I'antigéne TLR8
— favorise la présentation croisée aux LT CD8+
TLR2, TLR7/8
TLR3
Cellules dendritiques | — Production d’IFN-a. (oriente vers réponse de TLR7, TLRY
plasmacytoides type I) TLRY
(PDC) — favorise la présentation croisée aux LT CD8+ TLRY
- résistance a apoptose TLR7, TLRY
- Migration vers le ganglion de drainage (1 CCR7)
Monocytes/ — phagocytose TLRO
macrophages - Production de cytokines pro-inflammatoires (IL- | TLR1/2/6, TLR5,
1b, IL-6, TNF-a) TLRS8
— Production de chémokines (CCL2, CCL3, CCL4,
11-8/CXCL8, CXCL2/3) TLR1/2/6, TLRS,
TLR8
Cellules NK — production de défensine alpha TLR2, TLR5
— @ cytotoxicité TLR3, TLR2
- Production d’IFN-y TLR2, TLR3, TLRS,
— Production de TNF-a TLRY
TLR3, TLRY
Lymphocytes B — stimulation des réponses B TLRY, TLR2
—~ commutation isotypique TLRY, TLR2 (avec
BCR et coopération
~ 1 Expression des molécules de costimulation avec le LT CD4)
— résistance a 'apoptose TLR9
— Migration vers le ganglion de drainage (1 CCR7) | TLR9
— Différentiation en plasmocytes (avec BCR pour TLRY
LB naive sans BCR pour les LB mémoires)
TLRY, TLR2
Lymphocytes T CD4 | — Polarisation TH1 (effet via CPA) TLR4
— Polarisation TH2 (effet via CPA) TLR2, TLR5
— 1 de la production de cytokines (IL-2, IL-8, IL-10, | TLR2, TLR5, TLR7/8
TNF-a, IEN-y) par LT CD4 mémoires (avec TCR)
~ 1 prolifération des LT CD4 mémoires TLR2, TLRS, TLR7/8
(avec TCR)
~ 1t production d’IL-8 TLR2, TLR5 (avec
— & production d’IL-8 TCR)
— 1t de la survie TLR7 {avec TCR)
TLR3 (avec TCR)
Lymphocytes T CD8 | — {# production d’IFN-y par les LT CD8 effecteurs | TLR3 (avec TCR)
rLe},gmug::\fZ:es T — inhibition des fonctions suppressives (LT murins) ?él}i?) TLR2 (avec

* cellules dendritiques conventionnelles appelées autrefois cellules dendritiques myéloides.

TLR?2 agit sous forme d’hétérodimere avec TLR1 ou TLR6. TLRI est ubiquitaire.

D’apres les références 8, 11-13, 15 et 20.
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les lymphocytes T régulateurs (12). Ces fonctions sont délivrées par un nombre
limité de voies de signalisation, conservées par les différents TLR. Il est géné-
ralement accepté que tous les TLR (en particulier TLR2, TLR5, TLR7, TLR8 et
TLR9) a exception de TLR3 utilisent la molécule MyD88 (Myeloid Differenti-
ation primary response protein 88), comme protéine adaptatrice pour initier la
voie de signalisation puis des kinases de Ia famille IRAK (IL-1 Receptor-Associated
Kinase) (10, 16). TLR3 implique les protéines adaptatrices, Trif (TIR domain
containing adaptator-inducing IFN-B) et IFN-related factor 3 (16). TLR4 utilise
a la fois des voies de signalisation dépendantes de MyD88 et indépendantes de
MyD88 dont celle de Trif par 'intermédiaire de la protéine adaptatrice TRAM
(Trif-related adaptator molecule) (10, 16). Ces voies de signalisation aboutissent
a Pactivation et la translocation vers le noyau des facteurs de transcription NF-
kB et AP-1 (activating-protein-1) (16). 1l en découle ensuite la transcription de
cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-, PIL-6 et I'IL-1f.

Les TLR peuvent aussi signaler via les caspases les protéases impliquées dans
Pinduction de 'apoptose. Par exemple, lactivation de TLR peut aboutir 2 la
sécrétion d’'IL-18 de maniere indépendante de MyD88. Dans ce contexte, les
TLR induisent la caspase 1 qui permet la conversion de la pro-IL-18 en IL-18.
Ce processus favorise la polarisation Th1 des réponses immunitaires (17).

Bases fondamentales de I'implication des TLR en cancérologie et
modeles expérimentaux

Les premiers balbutiements de I'immunothérapie ont, sans le savoir, utilisé des
ligands des TLR. Ainsi I'adjuvant complet de Freund — bien connu des immu-
nologistes pour faciliter une réponse anti-tumorale cellulaire et humorale — qui
correspond & la mycobactérie Mycobacterium bovis inactivée par la chaleur mise
en suspension dans de 'huile minérale, active la réponse immunitaire via les
TLR et plus particulierement TLR4 (8, 18) (tableau I). Leffet adjuvant obtenu
dans les cancers superficiels de la vessie avec le BCG résulte aussi d’une activation
des TLR2 et TLR4 (18, 19) (tableau I). L'utilisation de ligands agonistes peut se
fonder sur deux mécanismes d’action différents. D’une part, les ligands de TLR
peuvent interagir avec les cellules immunitaires pour favoriser I'activation du
systéme immunitaire inné, augmenter les signaux de costimulation nécessaires
aux lymphocytes T et amplifier ainsi Uefficacité des réponses immunes. D’autre
part, ces ligands pourraient également directement agir sur les cellules tumo-
rales qui expriment des TLR.

Les ligands de TLR comme agents inmunomodulateurs
Les différentes propriétés, mentionnées ci-dessus, conferent aux TLR des fonc-

tions adjuvantes particulierement intéressantes pour améliorer Iefficacité des
stratégies d’immunothérapies. Plus particulierement, la capacité des ligands
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de TLR 4 promouvoir la maturation des DC et Pactivation des cellules NK est
favorable a 'obtention d’une réponse vaccinale Thl de bonne qualité. De plus,
certains travaux suggerent que des ligands de TLR (TLR2 et TLR8) pourraient
abolir les fonctions suppressives de lymphocytes T tolérogénes (12).

Les ligands de TLR aprés administration exercent effectivement des acti-
vités anti-tumorales dans différents modeles de cancer murin (8, 20). Les
ligands de TLR administrés seuls peuvent favoriser un rejet tumoral, lorsque
les tumeurs sont de petite taille. Cet effet implique la réponse adaptative et
les lymphocytes T. Les oligodéoxynucléotides synthétiques CpG (CpG ODN)
activent en premier lieu les lymphocytes B et les PDC. Les PDC migrent de
la zone marginale vers les zones T des ganglions lymphatiques, sécretent de
I'TEN-a, expriment les molécules de costimulation et activent les lymphocy-
tes T. La cytotoxicité des cellules NK est aussi augmentée par l'intermédiaire
de la production d’interférons. Lorsque les tumeurs sont plus volumineuses,
une approche combinant anticorps monoclonaux, radiothérapie, chirurgie et/
ou chimiothérapie anticancéreuse est nécessaire pour éradiquer la tumeur (20).
Leffet adjuvant des ligands synthétiques de TLR9 est capable d’augmenter I'im-
munogénicité d’approches d’'immunothérapie utilisant aussi bien des peptides
tumoraux, de PADN tumoral, des cellules tumorales ou des cellules dendriti-
ques pulsées avec des antigénes tumoraux (8). Les résultats obtenus dans ces
modeles expérimentaux permettent d’envisager de maniére encourageante un
transfert vers la clinique.

Les ligands de TLR utilisés comme agent thérapeutique ciblant directement
les cellules tumorales

Les cellules tumorales elles-mémes pourraient exprimer les TLR. Ceci est observé
pour les cellules tumorales issues des leucocytes (leucémies ou lymphomes). Les
carcinomes épidermoides peuvent également exprimer des TLR (13). A notre
connaissance, une cartographie détaillée de I'expression de TLR par type de
cancer nest pas disponible du fait de la difficulté d’analyse de I'expression de
ces récepteurs en immunohistochimie. En revanche, différentes études rappor-
tent Pexpression de TLR par des lignées cellulaires tumorales établies issues
des tumeurs suivantes : pulmonaire, mammaire, colique, prostatique (9), uro-
épithéliales (21), carcinomes gastriques (14), ovariens (22), choriocarcinomes
(23), neuroblastomes (24), mélanomes (25). Les principaux TLR exprimés par
ces tumeurs seraient TLR2, TLR4, TLRY, mais aussi le TLR1, TLR3, TLR5 et
TLR6 (9, 14, 21-25). Cecl confere aux cellules tumorales la capacité de répondre
aux ligands de TLR utilisés en thérapeutique (tableau III). La transformation
néoplasique pourrait aussi conduire a la perte de 'expression de TLR, comme
le suggere une étude sur Uexpression de TLR3 par les hépatocytes et les hépa-
tocarcinomes (26). La présence de TLR3 serait nécessaire pour 'activation de
la cytolyse hépatique par les lymphocytes T cytotoxiques apres infection virale
(27). Ainsi, la perte d’expression de TLR3 par les hépatocarcinomes pourrait



178  Les thérapies ciblées

expliquer leur échappement 4 la cytotoxicité cellulaire des cellules NK ou des
lymphocytes T cytotoxiques. Cela nous améne a considérer les effets potentiels
de la stimulation des TLR exprimés par les tumeurs. L'interaction ligand/TLR
exprimés par les cellules tumorales peut aboutir a différentes conséquences.
La stimulation de TLR3 par son ligand 'acide polyinosinique polycytidylique
(Poly(I :C)) aboutit a 'apoptose de cellules du cancer du sein (28). Apres enga-
gement du TLR3 par le poly(I:C), les cellules de cancer du sein rentrent en
apoptose. Cette apoptose implique P'activation de la caspase-3 et de la caspase
8 (28). Dans ce cas, les TLR utilisent approximativement la méme signalisa-
tion que les récepteurs de mort comme Fas et notamment le recrutement de la
protéine adaptatrice FADD (29). Cette induction d’apoptose pourra étre mis a
profit pour lutter contre les tumeurs.

Néanmoins, il existe également des données indiquant que les TLR peuvent
étre impliqués dans des mécanismes favorables a I'échappement du systeme
immunitaire et & la progression des cancers.

Les effets qui résultent de I'interaction d’un TLR avec son ligand sont dépen-
dants de la dose du ligand et de la cinétique de stimulation (effet dose et temps
dépendant). De méme, la stimulation répétée d’un TLR peut induire un signal
négatif par un systéme de mécanisme feed back, impliquant une signalisation via
les molécules SOCS (Suppression Of Cytokine Signalling) par exemple (13, 20).
Les signaux TLR peuvent étre inhibés a différents niveaux : par la présence de
TLR solubles (sTLR2 et sTLR4), des inhibiteurs intracellulaires (A20, SOCSI...)
(29). Linteraction de TLR4 avec ses ligands induit la synthése de monoxyde
d’azote (NO) (7) potentiellement néfaste pour les cellules immunitaires. 1l a
été aussi rapporté la stimulation de la synthése de protéases (métalloprotéi-
nases) participant a la dégradation la matrice extra-cellulaire, de molécules
d’adhérence (intégrines) qui pourraient favoriser des phénomenes d’invasion
et de propagation tumorale (7). Uinduction de molécules inhibant 'activation
lymphocytaire comme B7H a la surface de cellules tumorales par des ligands de
TLR4 a été décrite (9). Les ligands de TLR peuvent aussi induire la synthése de
cytokines immunomodulatrices comme I'IL-10 (7). Ces données doivent étre
prises en considération lors de la conception de stratégies thérapeutiques utili-
sant des ligands des TLR.

Utilisations thérapeutiques potentielles (tableau I11)

La preuve du concept de Uefficacité anti-tumorale des ligands de TLR repose sur
les résultats encourageants et spectaculaires obtenus lors de protocoles évaluant
l'utilisation de crémes 2 base d’imiquimod (Aldara™), un ligand synthétique
de TLR7 (tableauI), lors du traitement de carcinomes basocellulaires présen-
tant une localisation superficielle (30, 31) (tableau III). Des études contrdlées
randomisées ont montré la régression histologique dans 78 4 87 % de ces carci-
nomes superficiels apres application locale cing jours par semaine pendant six
semaines (31). Leffet bénéfique de 'imiquimod résulterait d’une stimulation



CTLA-4 et Toll-like récepteurs : de nouvelles cibles en immunothérapie

179

Tableau III — Principaux essais cliniques menés en cancérologie utilisant des ligands de

TLR.
ngarfc! TLR . TLR . Cancer Résultats Mecamsn’le(s)
utilisé incriminé(s) suspecté(s)
BCG TLR2, TLR4 Carcinome T de la réponse Effet adjuvant
colorectal IgM dirigé contre (Habal),
avancé 'antigene de tumeur | administration avec
co-administré (TA90), | un antigéne tumoral
corrélation avec
survie
BCG TLR2, TLR4 Cancer du 44 % de réduction des | Effet adjuvant
colon rechutes apres 5 ans (Vermorken),
de suivi administration avec
cellules tumorales
irradiées
BCG TLR2, TLR4 Cancer Réponses cliniques (19), administration
superficiel de la | observées sans antigene
vessie
CpG ODNs | TLR9 Mélanome 1 de la réponse CTL | Effet adjuvant (32),
administration avec
peptide MelanA
CpG ODNs | TLRY Lymphomes -1 NK et cytotoxicité | Effet adjuvant (20)
non NK monothérapie sans
hodgkiniens antigéne
CpG ODNs | TLR9 Mélanome 1 la réponse Effet adjuvant (20),
spécifique administration avec
anti-tumorale peptide MAGE-3
CpG ODNs | TLRY Lymphomes Marqueurs Combinaison avec
non biologiques induit par | Rituximab (33)
hodgkininens CpG ODN, pas de
toxicité
CpGODNs | TLR9 Mélanome 2 réponses partielles Effet adjuvant (34)
et 3 stabilisations sur
20 patients traités
CpG ODNs | TLR9 Tumeurs solides Combinaison avec
réfractaires taxane/platinium (20)
Imiquimod TLR7 (TLR8 ?) | Mélanome t la réponse Effet local, association
spécifique anti- avec peptide de
tumorale (peptides mélanome et le ligand
NY-ESO-1), pas de FLT3 (Shackleton)
d’effet clinique
Imiquimod TLR7 (TLR8 ?) | Carcinome Réponses cliniques (30, 31),
basocellulaire observées administration local
sans antigene
MPL TLR4 Mélanome, 1 la réponse Effet adjuvant (pour
glioblastome, spécifique anti- revue Baldridge)
carcinome tumorale, pas d’effet | administration avec
colorectal, clinique antigéne tumoral
carcinome

pancréatique
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| de I'incidence
des métastases par

ngal}q TLR . TLR . Cancer Résultats Mecamsr{le(s)
utilisé incriminé(s) suspecté(s)
Poly(A :U) TLR3 Cancer dusein | 1 de la survie par Analyse a posteriori de
rapport au groupe patientes traitées”
placebo
Poly(A :U) TLR3 Cancer du sein 1 de la survie et Avec radiothérapie

locorégionale
(Laplanche)

rapport au groue sans
Poly(A :U)

*André F, Massard C, Assi H et al., (2006) Toll like receptor 3 expression and efficacy of
adjuvant treatment with polyadenylic-polyuridylic acid in patients with axillary node positive
breast cancer: Results from two randomized trials. ASCO Annual Meeting Proceedings.
Journal of Clinical Oncology, (June 20 Supplement), Vol 24, No 18S : 10563.

des pDC, qui a leur tour libéreraient de PIFN-a puis activeraient les effecteurs
du systeme immunitaire (30). Autres tumeurs superficielles, les cancers de la
vessie peuvent aussi répondre & I'administration de BCG (19). En revanche,
pour les tumeurs plus avancées, les réponses cliniques sont moins évidentes.

Plusieurs études cliniques rapportent I'utilisation de ligands de TLR pour
exercer un effet anti-tumoral (tableau III). Il est possible de distinguer l'utilisa-
tion comme agent adjuvant avec co-administration d’un antigéne au sens large
(du peptide tumoral aux cellules tumorales inactivées) ou seul sans administra-
tion d’antigeéne.

Les ligands de TLR administrés en plus d’'une autre approche
d’immunothérapie

Lassociation de ligands de TLR et d’approches d’immunothérapie peut étre
toutefois un débouché intéressant pour ces molécules (comme CpG ODN).
Nous avons choisi de I'illustrer par deux exemples. Le CpG ODN augmente la
réponse T CD8 cytotoxique contre 'antigéne de tumeur MelanA (32) et pour-
rait augmenter la cytotoxicité NK, la cytotoxicité cellulaire dépendante des anti-
corps (ADCC) lors de 'administration combinée avec un anticorps monoclonal
a effet anti-tumoral (20). Le monitoring d’une telle étude a permis d’identifier
des genes induits par les IFN de type I (IFN-a et IFN-f) chez les patients rece-
vant des CpG ODN avec Ianticorps rituximab (33).

Les ligands de TLR administrés seuls
Des études cliniques ont aussi choisi d’administrer le ligand de TLR seul. Ainsi,

Pashenkov et al. rapportent une étude de phase II évaluant l'intérét d’'un CpG
ODN dans le traitement des mélanomes. Vingt patients porteurs de mélanome
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de stade Illc ou IV furent inclus et traités par des injections sous-cutanées
hebdomadaires. Deux réponses partielles et trois stabilisations de la maladie
ont été observées, ce qui confirme Pactivité biologique de ces molécules (34).
Antoine Carpentier et al. ont réalisé une étude de phase I évaluant la faisa-
bilité de administration de CpG ODN directement dans des glioblastomes,
chez 24 patients réfractaires aux traitements conventionnels. Uadministration
de CpG ODN Js’est avérée non toxique. Les auteurs rapportent une diminu-
tion de taille (< 50 %) pour deux patients et une survie globale médiane de
7,2 mois (35).

Les cibles des ligands de TLR peuvent étre les cellules de 'immunité adap-
tative {cellules dendritiques, cellules NK), mais aussi les cellules tumorales
elles-mémes (28, 36). Certains agents anticancéreux comme les taxols pour-
raient induire apoptose des cellules tumorales apres interaction avec les TLR,
TLR4 en Poccurrence pour les taxols (36). Cependant, la signalisation induite
par les TLR est complexe. TLR4 posséde une voie impliquant MyD88 et une
autre indépendante de MyD88. 1l se pourrait que la voie MyD88 puisse induire
la résistance des cellules du cancer de Povaire au paclitaxel (22). Pimportance
de la signalisation TLR dans la réponse au traitement est soutenue par 'asso-
clation entre certains polymorphismes de TLR4 ou d’associations de polymor-
phismes de TLR1, TLR6 et TLRI0 et la survenue de cancers de la prostate (7).
Si on se place dans le cadre de I'immunosurveillance des cancers, ces poly-
morphismes de TLR qui généreraient des récepteurs moins fonctionnels a la
surface des tumeurs empécheraient leur éradication par le systeme immuni-
taire. Une meilleure efficacité de I'utilisation des ligands de TLR (synthétique
ou médicament anticancéreux) passe par une connaissance plus approfondie
des voies de signalisation des TLR. Fabrice André et al. ont analysé I'expression
de TLR3 dans une cohorte de 182 patientes incluses dans un essai thérapeu-
tique évaluant I'intérét de I'injection intraveineuse d’un ligand de TLR3 (polyA-
U) apres chirurgie d’un cancer du sein localisé et présentant un envahissement
ganglionnaire. L'expression de TLR3 était observée sur 18 tumeurs mammaires
(9,9%). Ladministration du ligand de TLR3 était associée a une amélioration
de la survie globale chez les patientes dont les cancers expriment TLR3. Les
auteurs ne rapportent pas de bénéfice clinique dans le groupe de patientes dont
les tumeurs n’expriment pas TLR3 (E. Andre et al. Proc. Am. Soc. Clin. Oncol.
2004, abstr 9619).

En conclusion, la stimulation via les TLR semble une voie d’avenir dans
le traitement des cancers. Mis a part Pexception de I'imiquimod, de nouvelles
recherches sont nécessaires pour accroitre lefficacité de tels traitements. En
revanche, aucune toxicité significative (mis a part des syndromes grippaux) n’a
été rapportée malgré le risque d’auto-immunité lié a la stimulation des TLR
(34). Des outils ont été mis en place pour suivre la réponse (profil de génes
induits, évaluation des réponses anti-tumorales). Ces progres réalisés dans
le domaine du monitoring des patients pourront servir, au méme titre que la
compréhension de P'expression des TLR et leur signalisation, a développer et
rendre efficace I'utilisation des ligands de TLR.
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Lactivation des TLR est une stratégie ciblant les signaux de costimulation.
La neutralisation de CTLA-4 a principalement pour objectif de bloquer un
rétrocontrole négatif des réponses immunitaires. De nombreux travaux confir-
ment I'intérét de cette approche.

Utilisation d’anticorps neutralisant CTLA-4 en oncologie

Biologie de CTLA-4

Les récepteurs de la famille des récepteurs de costimulation comprenant le
CD28 comportent un domaine extra-cellulaire immunoglobulinique et une
portion intracytoplasmique courte. Les molécules CD28 et ICOS (Inducible
COStimulator) furent caractérisées secondairement a des travaux concernant
des anticorps ciblant ces protéines et induisant la prolifération des lymphocy-
tes T. CD28 est exprimé constitutivement sur la plupart des lymphocytes T CD4
et sur 50% des lymphocytes T CD8. Il est précocement induit lors de acti-
vation du lymphocyte, atteignant un pic d’expression a 24 heures. Limplica-
tion de CD28 dans la genese des réponses immunitaires efficaces fut suggérée
par la perte de Pexpression de cette molécule lors des infections chroniques
et du vieillissement. Lactivation de lymphocytes T par des anticorps agonistes
de CD28 engendre une augmentation de leurs fonctions métaboliques, une
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Fig. 1 — Mécanismes d’action de CTLA-4 lors d’une interaction entre un lymphocyte T naif
(LT) et une cellule dendritique mature (CDm).

(A) Linteraction LT naifs CDm a lieu au sein des organes lymphoides secondaires. activation
du LT nécessite un premier signal (1) spécifique induit par la fixation du TCR au complexe
CMH : peptide présenté par la CDm. Un second signal (2) apporté par Vinteraction CD28/
CD86 permet d’amplifier le signal délivré par le TCR et de soutenir la phosphorylation des
protéines impliquées dans'activation du LT. L'activation du lymphocyte T amplifie également
Pexpression des molécules de costimulation (CD80, CD86) par les CDm (3). A noter que
le signal du TCR induit un remaniement du cytosquelette d’actine et des microtubules,
aboutissant a la formation d’une synapse immunologique (IS) structurant I'interaction entre
les deux cellules. Des vésicules contenant des protéines CTLA-4 sont présentes au niveau
intracellulaire. Les protéines de CTLA-4 membranaires sont associées a PP2A, une sérine/
thréonine phosphatase. Cette association inactive les deux protéines.

(B) Au cours de lactivation du LT, la phosphorylation de CTLA-4 entraine son activation.
Les voies d’action de CTLA-4 sont multiples et semblent inhiber Pactivation du LT & de
nombreux niveaux. (1) Les vésicules de CTLA-4 intracellulaires peuvent migrer dans la zone
d’interaction cellulaire et augmentent rapidement 'expression membranaire de CTLA-4 (2).
La plus forte avidité/affinité de CTLA-4 pour les ligands du CD28 favorise une compétition
a la fixation de CD80/CD86. Ceci aboutit a la répression du signal transduit par CD28. (3)
Gréce a sa partie intra-cytoplasmique, CTLA-4 recrute des phosphatases (SHP1, SHP2) qui
pourraient directement interférer avec le niveau de phosphorylation du TCR. (4) CTLA-4
possede un domaine de fixation a la kinase PI3K, qui séquestre PI3K. Il est possible que
CTLA-4 induise une voie de signalisation propre nécessitant le recrutement de cette protéine.
PP2A est phosphorylée par la cascade d’activation et se dissocie de CTLA-4, déclenchant son
activité phosphatase. Elle réprime la voie Akt/PKB. (5) Le signal transmis par CTLA-4 est
bidirectionnel et engendre une synthese d’IDO par la CDm. Cette enzyme est sécrétée et
catabolise le tryptophane, un acide aminé essentiel pour le LT. La conséquence directe est
Pinhibition de prolifération du LT.
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prolifération, une synthése accrue d’IL-2, une résistance a l'apoptose et la
production de nombreuses cytokines comme I'IFN-y (37).

CTLA-4 ol CDI52 est une glycoprotéine transmembranaire de typel
appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Elle est exprimée a la
surface des lymphocytes T CD4 et CD8 sous la forme d’un homodimere de
43 kDa. Chez 'homme, le géne est localisé sur le chromosome 2 et il comporte
4 exons. I'épissage alternatif du transcript primaire peut produire une protéine
transmembranaire (exons 1-4, CTLA-4) ou une forme soluble (exons 1, 2, 4,
sCTLA-4). La protéine est principalement induite tardivement (48 h-72 h) au
cours de l'activation du lymphocyte T. Son induction est proportionnelle a la
force du signal du TCR (38). CTLA-4 et CD28 sont homologues a 30% au
niveau protéique. Cette similitude est associée a la reconnaissance de ligands
identiques, comme les molécules CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2). CTLA-4 peut
se fixer a deux protéines de CD80/CD86 a la fois, cela lui confere une plus forte
avidité. Il a été longtemps admis que I'affinité de CTLA-4 pour CD80 et CD86
était plus forte que celle du CD28. Cependant de récentes données décrivent
une plus forte affinité entre CTLA-4 et CD80 d’une part et CD28 et CD86
d’autre part. De plus, les profils d’expression de ces deux ligands miment en
partie ceux de CTLA-4 et CD28, ce qui permet de mieux comprendre le dérou-
lement séquentiel de la signalisation CD28/CTLA-4. En effet, CD86 est exprimé
de maniere constitutive sur les CPA et il est induit rapidement pour atteindre
un pic d’expression a 24 h. CD80 a une expression plus tardive, atteignant un
pic 48 h a 72 h aprés activation de la CPA (39). CTLA-4 est aussi exprimée de
maniere constitutive sur certains [ymphocytes T régulateurs. Les lymphocytes T
mémoires posseédent une plus grande réserve de CTLA-4 intracellulaire, rapide-
ment adressée a la membrane secondairement a différents signaux d’activation.
En effet, CTLA-4 est liée au cytosquelette par des molécules adaptatrices dépen-
dant des clathrines, AP-1 et AP-2 (40). Lors de P'activation des lymphocytes T,
CTLA-4 est recruté dans le site des interactions entre les CPA et les lymphocy-
tes T et se co-localise avec le TCR (41).

L'inhibition des lymphocytes T par CTLA-4 semble reposer sur des méca-
nismes complémentaires (42). Premiérement, la forte avidité de CTLA-4 pour
les récepteurs CD80 et CD86 suggere une compétition 2 la fixation du CD28
a ces mémes ligands. CTLA-4 interagit avec CD86, ce qui séquestre les ligands
potentiels du CD28. Quarante-huit 4 72 heures aprés maturation des DC, CD80
est fortement induite, accentuant la séquestration et 'inhibition occasionnée.
Pourtant ce mécanisme n’explique pas l'intégralité des fonctions de CTLA-4
observées in vivo. Linhibition induite par CTLA-4 peut s’établir en 'absence de
CD28, ce qui remet en question ’hypothese de compétition a la fixation au ligand
(43). En effet, des expériences utilisant des lymphocytes exprimant un CTLA-4
mutant ayant une portion intracytoplasmique tronquée ont démontré que I’ab-
sence de signalisation compromettait la fonction de CTLA-4 in vivo (44). De
plus, les autres fonctions de CTLA-4 sont liées a sa portion cytoplasmique qui
contient de nombreux domaines de fixation pour des protéines de signalisation
(PI3K, SHP1, SHP2 et PP2A) (45-47). Les données sont encore peu détaillées et
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plusieurs modeles sont explorés. La fixation de CTLA-4 i son ligand pourrait
induire le recrutement au niveau intracellulaire de phosphatases comme SHP1,
SHP2 et PP2A. Son role serait de diminuer I’état de phosphorylation du TCR et
des LAT (Linker for Activation of T cells) apres interaction avec CTLA-4. Ainsi,
des études rapportent une activité phosphatase de CTLA-4 (48), mais a ce jour
les protéines impliquées ne sont pas connues. D’autres travaux mettent en avant
un réle de CTLA-4 en aval du signal du TCR. Ils suggerent une diminution des
protéines ERK-1/2 conduisant a une réduction de la production d’IL2 (49, 50).
PP2A (Protein Phosphatase 2A), une sérine/thréonine phosphatase, est souvent
évoquée dans les études de signalisation de CTLA-4. Cette protéine trimérique
peut agir comme inhibiteur de la protéine kinase B et de Akt, deux compo-
sants majeurs de la signalisation du TCR (51, 52). Elle peut interagir, grace a sa
sous-unité PP2AA, avec CTLA-4. Sous cette conformation, les deux protéines
sont inactives sur les lymphocytes T naif (53). Apres activation du signal du
TCR, PP2A est phosphorylée et se détache de CTLA-4. Les deux protéines sont
alors libres d’induire leurs signaux inhibiteurs. Enfin, CTLA-4 peut interagir
directement avec la PI3K, une kinase importante dans Iactivation des lympho-
cytes T qui est recrutée par le CD28 aprés engagement de CD80 ou CD86. Le
recrutement de la PI3K par CTLA-4 peut se concevoir comme une compétition
avec le recrutement de la PI3K par CD28 et signifier une séquestration de cette
molécule pour compromettre la capacité de transmission du signal activateur.
Cependant, il n’est pas exclu que PI3K ait une signalisation propre dépendante
de CTLA-4, mais celle-ci n’est pas connue a ce jour. Il existe ainsi une forte
corrélation entre les activités CTLA-4 et CD28 permettant une fine régulation
de Pactivité du lymphocyte T. Les différents mécanismes d’actions de CTLA-4
évoqués sont exposés dans la figure 1.

Lengagement de CTLA-4 a également un effet négatif sur 'organisation des
synapses immunologiques. Les phosphatases recrutées par CTLA-4 pourraient
prévenir I'activation des molécules adaptatrices favorisant la polymérisation du
cytosquelette et la polarisation des radeaux lipidiques dans la zone d’interac-
tion membranaire entre CPA et lymphocytes T CD4. Ainsi, CTLA-4 exercerait
directement une fonction inhibitrice pour la constitution des synapses immu-
nologiques (54, 55).

CTLA-4 a d’autres fonctions décrites dans la littérature. Elle régule négati-
vement la sécrétion de cytokines (par inhibition de 'accumulation des facteurs
de transcription AP-1, NFAT et NE-kB dans le noyau) (56, 57). CTLA-4 peut
aussi réguler la prolifération cellulaire (la cycline D3, CDK4 et 6 peuvent étre
inhibées) (58). Il est aussi important de noter que 'engagement de CTLA-4
par les récepteurs CD80 et CD86 n’induit pas un signal unidirectionnel. En
effet, CTLA-4 active la voie de catabolisme du tryptophane au sein de la DC
présentant CD80-CD86. Ainsi, 'engagement de CTLA-4 favorise la production
autocrine ou paracrine de Penzyme IDO (Indole amine 2,3-DiOxygénase) par
les CPA (59). Le substrat de IDO est le tryptophane, un acide aminé essentiel.
IDO dégrade le tryptophane, ce qui inhibe la prolifération cellulaire et peut
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promouvoir 'apoptose. Cette propriété de CTLA-4 est particulierement inté-
ressante pour des thérapies visant a induire une tolérance.

CTLA-4 est aussi exprimé constitutivement par les lymphocytes T régula-
teurs a des taux tres importants. CTLA-4 est ainsi présent dans le cytoplasme
des lymphocytes T régulateurs non activés et peut étre adressé a la membrane au
décours d’une stimulation, ol lorsque ces lymphocytes régulateurs sont purifiés
a partir des tumeurs (60). Des hypotheses sur le role de la protéine au sein de
cette population ont été avancées. Notamment, les Treg CTLA-4+ pourraient
interagir directement avec les DC présents dans les OLS et stimuler la synthese
d’IDO de maniere paracrine, inhibant la réponse immunitaire (61).

Fonctions de CTLA-4

Les différentes fonctions de CTLA-4 ont été étudiées dans un premier temps
dans des modeles in vitro. Des expériences de stimulation par anticorps ciblant
CTLA-4 ont montré une diminution de la prolifération et de la production
d’IL-2 des lymphocytes T stimulés (62). Ces premiéres données suggéraient un
role inhibiteur de CTLA-4. Par la suite, des modeles in vivo de souris déficientes
en CTLA-4 ont permis de mieux comprendre le role de cette molécule dans
le systéme immunitaire. Ces souris ont un phénotype normal a la naissance,
leur thymus est de taille normale et aucune irrégularité n’est observée dans
les populations lymphocytaires. Pourtant, 5-6 jours aprés leur naissance, une
forte proportion de lymphocytes T activés envahit les tissus non lymphoides,
induisant la mort de 'animal en trois a quatre semaines. Les pathologies obser-
vées sont multiples (63). De nombreuses destructions tissulaires comprenant
des myocardites, pancréatites, lymphadénopathies et splénomégalies sont
observées. De plus, les organes lymphoides des souris déficientes en CTLA-4
contiennent dix fois plus de lymphocytes T, traduisant ainsi une prolifération
lymphocytaire excessive et incontrolée des lymphocytes. Les lymphocytes T
déficients en CTLA-4 ont un phénotype caractéristique d’un lymphocyte T
activé, indépendamment de la sous-population observée. Leur production de
cytokines (IFN-y, IL-4, GM-CSF) est accrue. L'injection de CTLA-4-Ig chez des
souris déficientes en cette protéine permet de prévenir le développement de
cette prolifération lymphocytaire fatale et I'infiltration des organes. Linhibition
de la voie CTLA-4 peut entrainer le développement du diabeéte insulinodépen-
dant (DID) qui se caractérise par la génération de lymphocytes T spécifiques de
protéines produites par les cellules 8 des ilots de Langerhans du pancréas (64).
Dans le cas d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modele
d’étude de sclérose en plaques, I'injection de CTLA-4-Ig chez des souris aprés
induction d’EAE prévient le développement de la maladie auto-immune (65).
Ces résultats conferent a CTLA-4 un réle majeur dans la régulation négative de
Pactivation des lymphocytes T, mais aussi dans la maintenance de ’homéostasie
lymphocytaire et le contréle des lymphocytes T auto-réactifs et des maladies
auto-immunes.
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Le rdle de CTLA-4 chez 'homme est étayé par 'étude de polymorphismes
génétiques de cette molécule, associés a la production de protéines d’une effica-
cité variable. Plus particuliérement, certains polymorphismes engendrent une
diminution de la forme soluble de CTLA-4 et sont associés a une susceptibi-
lité augmentée de développer des maladies auto-immunes. Ueda H et al. ont
également rapporté la présence d’un épissage alternatif de CTLA-4 générant un
variant de la protéine dont la capacité de liaison de CD80/CD86 est altérée. Les
souris NOD surexprimant particulierement cet épissage alternatif de CTLA-
4 ont une susceptibilité augmentée a la survenue de diabéte insulinodépen-
dant (66).

Le ciblage de CTLA-4 dans des thérapies immunomodulatrices fait actuelle-
ment objet de nombreuses études pour le traitement de certains cancers. Ainsi,
une équipe californienne (67) a pu démontrer, dans un modele murin de cancer
de la prostate (TRAMP-C2), le role potentiel de CTLA-4. Apres induction d’une
tumeur métastatique puis résection, deux groupes de souris ont été générés. Un
premier groupe fut traité par un anticorps contrdle et un second par un anti-
corps monoclonal neutralisant CTLA-4. Le nombre de récidives métastatiques
est alors réduit de 97 a 44 % avec anticorps anti-CTLA-4. Chez Phomme, des
études cliniques sont en cours et les premiers résultats tendent a conforter les
données des modeles murins.

La modulation de CTLA-4 peut aussi donner lieu a une induction de tolé-
rance et la création d’un environnement favorable 4 la greffe de moelle osseuse
et d’organe (ceci dépasse le sujet de cette revue).

Rationnel préclinique

Lutilisation d’anticorps neutralisant CTLA-4 dans des modeéles murins permet
I'obtention de régression de métastases établies ou la prévention de apparition
de cancers dans des modeles de mélanomes, de fibrosarcomes, de cancers de
la prostate (68-71). Des les années 1999, van Elsas et al. démontrérent dans un
modele de mélanome murin lintérét de I'utilisation d’un anticorps neutrali-
sant CTLA-4 avec un objectif thérapeutique (72). Ces auteurs ont établi une
procédure vaccinale, associant un traitement par anticorps neutralisant CTLA-
4 et administration d’une lignée de mélanome irradiée (B16) exprimant le
GM-CSE. Ces auteurs démontrerent que 'association de vaccination thérapeu-
tique était efficace et permettait 'éradication de micrométastases du mélanome
murin (B16), établies dans des souris C57/BL6. La régression des tumeurs était
corrélée a lapparition d’une immunité mémoire prévenant I'implantation
ultérieure de ce mélanome. Des symptémes auto-immuns comprenant une
dépigmentation furent observés. Lefficacité de la vaccination dans le modele de
souris portant des métastases de B16 dépendait des lymphocytes T CD8+. Au
contraire, dans un modéle de vaccination préventive, Pefficacité du traitement
par anti-CTLA-4 était indépendante des lymphocytes T CD8 et nécessitait la
présence de lymphocytes T CD4.



188  Les thérapies ciblées

Afin de distinguer U'implication de CTLA4 dans 'immunité dépendant des
lymphocytes T CD8 et CD4, Gattinoni et al. ont élaboré un modele murin défi-
citaire en CTLA4, dont les lymphocytes T CD8 sont transgéniques pour un TCR
et reconnaissent un antigéne nominal (pmel-1: antigéne mélanocytaire). Ces
souris développent rapidement un vitiligo sévere et une immunité anti-méla-
nome efficace. L'ablation des lymphocytes T CD4 (non transgéniques) altere
Pimmunité antitumorale dépendant des lymphocytes T CD8 et diminue l'inci-
dence des vitiligos. Ainsi, les mécanismes effecteurs des traitements neutralisant
CTLA-4 sont complexes et impliquent également de maniére non spécifique
une augmentation des fonctions auxiliaires des lymphocytes T CD4. Ceci pour-
rait expliquer en partie le large spectre des maladies auto-immunes observées
chez les patients traités par ces stratégies.

Données cliniques

Ces différentes données furent transcrites dans la recherche clinique. La neutra-
lisation de CTLA-4 permet d’obtenir 15 & 20% de réponses objectives dans les
protocoles dédiés aux mélanomes métastatiques (tableau IV). Deux anticorps
monoclonaux neutralisant CTLA-4 sont en cours de développement (ipili-
mumab [MDX-010] et ticilimumab). Les patients traités par anticorps neutra-
lisant CTLA-4 ont présenté des toxicités de grade HI-IV incluant des vitiligos,
des dermatites, des néphrites, des hypophysites et des colites inflammatoires.
Plusieurs études rapportent une corrélation entre 'efficacité thérapeutique et la
survenue de symptomes auto-immuns.

Phan GQ er al. publierent en 2003 les résultats concernant 14 patients
porteurs de mélanomes métastatiques traités par anticorps neutralisant CTLA-4
(ipilimumab) et vaccination sous-cutanée utilisant des peptides de gp100 (73).
Quarante-trois pour cent des patients ont présenté une toxicité auto-immune
de grade I1I ou IV associant essentiellement dermatite, entérocolite, hépatite et
syndrome hypophysaire. Ces toxicités furent réversibles par traitement en corti-
cothérapie. Le taux de réponses objectives était de 23 % (2 réponses compleétes
et 1 réponse partielle). Ces résultats furent confirmés par cette équipe dans une
cohorte de 56 patients porteurs de mélanome de stade IV en situation d’échap-
pement thérapeutique (JCO 2005). Ces 56 patients furent également traités par
vaccination sous-cutanée utilisant des peptides de gp100 et ipilimumab. Le taux
de réponses objectives était de 13 % incluant deux réponses complétes et cing
réponses partielles. Trente-six pour cent des patients qui présentérent des toxi-
cités auto-immunes de grade II-IV ont bénéficié de réponses objectives, alors
que les auteurs ne rapportent que 5% de régressions tumorales objectives chez
les 42 patients sans symptomes auto-immuns (p = 0,008). Cette équipe a ainsi
établi I'efficacité des stratégies d’'immunothérapie basée sur la neutralisation du
CTLA-4. L'obtention de manifestations auto-immunes lors de 'utilisation de
Iipilimumab est un facteur prédictif de son efficacité. La régression spontanée



CTLA-4 et Toll-like récepteurs : de nouvelles cibles en immunothérapie 189

Tableau IV - Principaux essais cliniques basés sur la neutralisation de CTLA-4.

Auteurs Tumeurs | Patients Traitement RO RC Réf.

Vaccination avec peptide

Phan GQ et al. | Mélanome 14 21 % 14 % 73

& anti-CTLA-4
Mélanome
t
Beck KE et al. ¢ 198 Anti-CTLA4 14% | 0% 75
Carcinome
rénal
Ribas A et al. Mélanome 29 Anti-CTLA4 14 % 7 % 76

Marker AV et al. | Mélanome 24 IL2 & anti-CTLA4,3 mg/kg | 22% | 12,40 % 77

de ces toxicités a justifié un plus ample développement clinique de cette molé-
cule dans cette pathologie sans ressource thérapeutique.

Dans une autre étude, 19 patients opérés de maniere radicale pour des méla-
nomes de stade III ou IV ont été traités par vaccination peptidique (gp100 et
MART1) et ipilimumab (74). Uanticorps anti-CTLA-4 fut administré selon une
escalade de doses, toutes les quatre semaines pendant six mois puis toutes les
douze semaines pendant six mois supplémentaires. Dans cette configuration, la
dose maximale tolérée est de 1 mg/kg. Huit patients ont présenté des dermatites
ou entérocolites de grade I1I-IV. Trois de ces patients récidiverent. A I'inverse, 9
des 11 patients n’ayant pas subi de toxicité auto-immune récidivérent.

Une récente revie de 198 patients traités par ipilimumab pour des méla-
nomes métastatiques ou des carcinomes rénaux a confirmé Iefficacité clinique
de cette molécule avec un taux de réponse objective de 149% sur cette large
cohorte de patients. La toxicité principale fut une entérocolite survenant chez
21 % des patients et consistant en des épisodes de diarrhées de grade III et IV.
Les biopsies digestives ont révélé la présence d’un infiltrat lymphocytaire de la
muqueuse digestive. Ces symptdmes furent sensibles a la corticothérapie pour
la majorité des patients. Néanmoins, cinq patients subirent une colectomie
secondairement a une perforation digestive. Cing autres patients ayant déve-
loppé des entérocolites résistant a la corticothérapie furent traités avec succes
par anticorps neutralisant le TNF-o.. Les auteurs n’ont pas observé d’interfé-
rence entre le traitement par corticoides et efficacité clinique (75). Le taux
de réponses objectives était de 36 % et de 35% pour les patients porteurs de
mélanomes ou de cancers du rein et ayant présenté des colites inflammatoires.
En 'absence de manifestations auto-immunes, les taux de réponses objectives
furent respectivement de 11 % et 2% chez ces patients.

Un second anticorps neutralisant CTLA-4 fut développé (ticilimumab).
Trente-quatre patients porteurs de mélanomes métastatiques, 4 patients
porteurs de cancers du rein et 1 patient porteur d’un adénocarcinome colique
furent inclus dans une premiére étude de phase I évaluant 'intérét d’un traite-
ment par ticilimumab seul (76). Une dose maximale de 15 mg/kg fut adminis-
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trée. Ce traitement fut également associé a des manifestations auto-immunes de
type colites inflammatoires, vitiligos, dermatites, panhypopituitarisme, hypo-
thyroidie. Les auteurs rapportérent deux réponses complétes et deux réponses
partielles durables (25 et 26 mois). Ces réponses furent observées majoritai-
rement pour le palier de dose supérieure, suggérant un effet dose pour cette
molécule, & considérer pour la réalisation des prochains essais thérapeutiques.

Une autre approche thérapeutique a également consisté en Iassociation
de la neutralisation du CTLA-4 et d’un traitement par IL-2 (77). Trente-six
patients porteurs de mélanomes métastatiques furent ainsi traités par IL-2
(720 000 UL/8 h, IV pour un maximum de 15 injections) et par ipilimumab.
Trois patients bénéficierent de réponses compleétes et les auteurs notérent cing
réponses partielles, soit un taux de réponse objective de 22 %. Quatorze pour
cent des patients ont développé des symptomes auto-immuns, principale-
ment a type de colite inflammatoire. Cette étude montre que l'association de
linterleukine 2 et de la neutralisation du CTLA-4 est faisable. Néanmoins, les
résultats cliniques n'indiquent pas une synergie entre ces deux molécules et
n’incitent pas a la poursuite de ce développement.

Lecons issues du suiviimmunologique des patients

Les différents protocoles évaluant Uintérét de Pipilimumab ou du ticilimumab
pour la neutralisation du CTLA-4 furent associés a un suivi biologique des
réponses immunitaires. Le CTLA-4 étant exprimé sur les lymphocytes T activés
et de maniere constitutive sur les lymphocytes T régulateurs, deux effets biolo-
giques principaux pouvaient étre attendus. Les données précliniques suggerent
que P'inhibition de CTLA-4 abaisse le seuil d’activation des lymphocytes T CD4
et T CD8. Un deuxiéme effet potentiellement envisageable est la déplétion des
lymphocytes T régulateurs, ce qui est suggéré par la survenue de colites inflam-
matoires habituellement observées lorsque ces lymphocytes régulateurs sont
déficients (IPEX, Powrie).

Maker et al. ont évalué les réponses immunes d’une cohorte de patients traités
par ipilimumab (78). L'inhibition de CTLA-4 chez ces patients n’a pas affecté le
nombre ou les fonctions des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+FOXP3+.
A Tinverse, ’expression de marqueurs d’activation comme HLA-DR était
augmentée, suggérant que P'effet principal de cette molécule est de potentialiser
Pactivation des lymphocytes T effecteurs.

Reuben et al. ont effectué une analyse similaire dans une cohorte de patients
traités par ticilimumab (79). Ces auteurs suggerent que les patients bénéfi-
ciant d’une activité thérapeutique du ticilimumab ont un taux de lymphocy-
tes T régulateurs et une production d’IL-10 qui diminuent sous traitement. Les
lymphocytes T conventionnels de ces patients ont une capacité de production
d’IL-2 augmentée. Ainsi, ces résultats restent préliminaires et la recherche de
biomarqueurs associés a I'efficacité de ces traitements doit constituer un enjeu
majeur des protocoles en cours de réalisation.
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Une autre perspective intéressante provient de 'amélioration des modeles
pré-cliniques utilisables pour la sélection des anticorps thérapeutiques neutra-
lisant le CTLA-4. Cette approche pourrait permettre d’amener au stade de la
recherche clinique des anticorps inhibant CTLA-4 et pourvu d’un meilleur
index thérapeutique. En effet, Lute ef al. ont produit des souris dont la molécule
CTLA-4 fut partiellement humanisée (80). Dans ce contexte, CTLA-4 reste fonc-
tionnel chez ces souris, mais peut étre reconnu et neutralisé par des anticorps
ciblant CTLA-4 humain. Plusieurs anticorps neutralisant CTLA-4 furent ainsi
développés et analysés pour leur toxicité et efficacité clinique dans ce modele.
Ces auteurs ont démontré que certains de ces anticorps peuvent prévenir la
croissance de mélanomes sans engendrer de réponses auto-immunes clinique-
ment significative.

Conclusion

Les stratégies ' immunomodulation du systtme immunitaire font maintenant
partie de l'arsenal thérapeutique de I'oncologie médicale. Une stimulation
excessive du systéme immunitaire n’est pas sans risque pour le patient (voir les
réactions auto-immunes associées au traitement par anticorps anti-CTLA-4).
Ces complications peuvent étre réduites en développant des modeles préclini-
ques adéquats, mais aussi en assurant un suivi biologique approprié des patients
traités par biothérapie. Les réactions auto-immunes semblent moins probléma-
tiques avec l'utilisation des ligands de TLR sur la base des études réalisées et
aussi peut-étre de utilisation locale de certains ligands (imiquimod). Lautre
intérét des ligands de TLR est leur effet direct sur les cellules tumorales. Ueffi-
cacité clinique corrélée a l'utilisation d’anticorps neutralisant CTLA-4 suggere
également que les traitements interférant avec la tolérance immunologique (a
I’échelle cellulaire ou moléculaire) sont un préalable important au développe-
ment des stratégies d’'immunothérapie anti-tumorale.
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Jean-Yves Blay

Nous sommes désormais dans 'ere des thérapeutiques ciblées du cancer. Les
succes thérapeutiques enregistrés a une vitesse impressionnante dans les tumeurs
les plus fréquentes (adénocarcinomes du sein, bronchiques, colorectaux, pros-
tatiques...) comme dans les tumeurs rares (sarcomes, leucémies...) montrent
la validité de 'approche qui consiste a « traiter les anomalies génétiques des
cellules tumorales ». Des limites sont également évidentes : nous ne disposons
actuellement du traitement que de quelques familles, certes importantes, d’on-
cogenes, la famille HER, la famille KIT-PDGFR, la famille des récepteurs du
VEGE, la famille Abl. De nombreux autres récepteurs jouent un role important
en oncogenese et sont les cibles actuellement évaluées dans les programmes de
recherche précliniques et cliniques, IGFR, RET, Akt, src, FAK...

On voit ainsi se dessiner les trois prochaines étapes qui auront pour but
essentiel de poursuivre et d’optimiser le développement de cette classe de médi-
caments.

1. La caractérisation des altérations génétiques et épigénétiques des cellules
tumorales. Les thérapeutiques ciblées sur des anomalies moléculaires causales,
directement responsables de la transformation néoplasique, par exemple 'ima-
tinib pour les leucémies myéloides chroniques, donnent en général un taux de
réponse élevé en monothérapie ; les thérapeutiques ciblées sur des anomalies
moléculaires plus tardives, qui contribuent  la progression tumorale, mais qui
ne constituent pas Iétape initiale de la transformation, par exemple le tras-
tuzumab pour I'adénocarcinome du sein avec amplication de HER2, donnent
des taux de réponse limités en monothérapie, mais ont une activité antitumo-
rale additive avec la chimiothérapie dans les modeles actuellement disponibles ;
enfin les thérapeutiques ciblées sur des cibles moléculaires qui ne jouent pas un
role direct dans la transformation n'ont en général pas ou tres peu d’activité
anti-tumorale en clinique.

1l faut donc développer de larges programmes de caractérisation des anoma-
lies génétiques précoces et tardives contribuant a la progression tumorale. Les
outils seront bientdt disponibles qui permettront I'analyse & un cott raison-
nable du génome des cellules tumorales. Une nouvelle nosologie en découlera,
avec des implications thérapeutiques immédiates.
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2. La compréhension des mécanismes de résistance aux traitements. Ce chapitre
devra comprendre une réévaluation en profondeur de nos critéres de réponse,
une intégration du concept de résistance clonale y compris dans les cellules
tumorales avec des modifications profondes des paradigmes de traitement
des affections néoplasiques, comme par exemple le maintien de I'administra-
tion des médicaments a la phase de progression lorsque la majorité des clones
demeure sensible, 'étude de rotation des thérapeutiques ciblées, 'analyse de
combinaisons de thérapeutiques avec des modes d’actions synergiques basés
sur I'évolution de la biologie de la tumeur. Ici encore, le suivi moléculaire des
tumeurs en cours de traitement sera un outil essentiel pour permettre 'adap-
tation du traitement.

3. Le développement de nouveaux concepts pour traiter les conséquences biolo-
giques de la perte des geénes suppresseurs de tumeurs, des événements généti-
ques tres fréquents voire prédominant dans 'oncogenése de certains modeles
de tumeurs épithéliales : les thérapeutiques ciblées actuelles bloquent des
protéines activées dans les cellules tumorales. Le remplacement thérapeutique
d’une protéine (et de son activité) manquante pose des problemes actuellement
non résolus, méme si certaines pistes existent (traitement des cibles secondaires,
exploitation de la susceptibilité spécifique aux cytotoxiques conférée par la perte
du géne suppresseur de tumeur).

En 2008, nous ne sommes qu'au début du développement des thérapeutiques
ciblées du cancer.
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