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Nathalie Strub-Wourgaft est directrice des « Maladies Tropicales
Négligées » de 'ONG « Drugs for Neglected Diseases initiative »

(DNDJ').

Le contexte des
maladies tropicales
négligées

1.1. Une maladie touchant
les populations pauvres

Les maladies tropicales
(MTN] négligées touchent

1. www.dndi.org

une population importante et
pauvre, en particulier vivant
loin des villes (Figure 1).
L'Organisation mondiale
de la santé (OMS) définit
les MTN comme tropicales,
infectieuses et touchant
des populations pauvres qui
vivent souvent dans des zones
rurales excentrées, et qu'on
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Une population importante et pauvre, vivant loin des villes, est touchée par des maladies tropicales.

Le cercle de pauvreté : les
populations pauvres vivent dans
des mauvaises conditions, elles
attrapent plus facilement des
maladies et n'ont pas accés aux
traitements.

qualifie de « populations sans
VOix », qui n’ont pas de pouvoir
de plaidoyer. Elles sont affec-
tées par des maladies souvent
parasitaires, bactériennes ou
fongiques, transmissibles,
souvent attachées a une forte
morbidité? (voire mortalité) et
trés souvent négligées par la
recherche scientifique. Il ne
s’agit pas de maladies orphe-
lines® stricto sensu ; elles sont

2. Morbidité : ensemble des effets
liés a une maladie ou un trauma-
tisme. Il s’agit principalement des
répercussions sur la santé, pour
des durées de moyen a long terme.
3. Maladie orpheline : maladie ne
bénéficiant pas de traitement effi-
cace.
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orphelines de médicaments
mais ne le sont pas du tout par
le nombre de patients affectés.

La Figure 2 représente ce
qu’on appelle le cercle vicieux
de pauvreté : les patients sont
pauvres, vivent dans de mau-
vaises conditions. Cela favorise
'émergence de maladies tro-
picales infectieuses, qui, elles-
mémes, entrainent le besoin
d’aller chercher un traitement,
de perdre le peu dont elles dis-
posent pour aller a Uhopital en
quéte d'un traitement, perdre
de l'argent a U'hopital, reve-
nir, étre encore plus pauvre
qu’avant, et ainsi entretenir un
cycle, un cercle tres vicieux de
pauvreté.

1.2. Larecherche
de médicaments

La littérature compte plus de
quarante « maladies tropicales
négligées » : 'OMS a décidé
d'en fixer une liste précise
(Encart « Liste des maladies
tropicales négligées de ['OMS »)
car elle a une obligation de
montrer des résultats, mettre
en place des programmes et
mettre en ceuvre des tentatives
de solutions.

Sur la base de critéres, comme
l'accés ades thérapies, ade la
recherche ou a des méthodes
d’administration de traitement
de masse, 'OMS a classé vingt
maladies comme prioritaires.
Le fait que ces maladies soient



- Ulcere de Buruli
- Dengue et Chikungunya

- Lepre
- Filaire lymphatique

- Rage

- Géohelminthiases
- Trachome

- Pian

- Maladie de Chagas
- Echinococcoses

profondes
- Gale et ectoparasites

LISTE DES MALADIES TROPICALES NEGLIGEES DE LOMS
(en gras les maladies spécialement considérées par DNDi)

- Dracunculose (vers de Guinée)
- Trypanosomiase humaine africaine [maladie du sommeil)
- Leishmanioses [viscérales et cutanées)

- Onchocercose (cécité des riviéres)

- Schistosomiases (bilharziose)

- Taeniasis et cysticercoses

- Infections par trematodes (douve du foie)
- Mycétome et chromoblastomycose et autres mycoses

- Envenimations par morsure de serpent (2018)

listées par 'OMS permet aussi
a des organisations comme
Drugs for Neglected Deseases
initiative (DNDi) d’aller cher-
cher des financements pour
financer la recherche en vue
de traiter ces maladies. DNDi
est en recherche de nouveaux
traitements pour les maladies
suivantes : la trypanosomiase
humaine africaine (la mala-
die du sommeil), les leish-
manioses, l'onchocercose, la
maladie de Chagas et le mycé-
tome.

La Figure 3 est la photo d'une
patiente qui pourrait étre en
République Démocratique du
Congo ; elle montre les condi-
tions toutes simples dans les-
quelles elle vit.

Face a ses difficultés a trai-
ter les patients suivis dans le
cadre de ses missions de ter-
rain, une équipe de Médecins

Sans Frontieres s'est deman-
dée (article publié en 2002)
pourquoi il n'y n'avait pas de
traitement pour ces maladies.
Ils ont analysé tous les médi-
caments mis sur le marché
jusqu’aux années 2000 et ceux
d’entre d’eux qui s'adressaient
aux maladies tropicales négli-
gées.

Cela a mis en évidence ce
qu'on appelle le déséquilibre
fatal (Figure 4A) : 1,1 % seu-
lement des nouveaux meédi-
caments ou des médicaments
enregistrés étaient consacrés
a ces maladies tropicales, qui
pourtant représentent 12 % de
la morbidité dans le monde* :
un déséquilibre trés choquant.

4. MSF & the DND Working Group,
2001. Fatal Imbalance: The Crisis
in R&D for Neglected Diseases.
Médecins Sans Frontieres.

Les mauvaises conditions
d’hygiene et de vie favorisent

le développement des maladies
tropicales négligées.
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Le « fatal imbalance » (déséquilibre
fatal] : avant 2002, 1,1 % des
nouveaux médicaments étaient
consacrés aux maladies tropicales
négligées (A) ; elles représentent
3,8 % en 2013 (B).

La mouche Tsé-Tsé est vecteur de
la maladie du sommeil.

A Autres maladies B

Total de

1 393 produits 1.1%
approuvés 16 nouveaux
] Médicaments
pour les maladies
1975-1999 négligées

© Nouvelles entités chimiques

@ Autres produits

3,8 % de

nouveaux
médicaments
pour les
maladies
négligées

Pour les maladies négligées

Ce méme travail a été réitéré
en 2012 et publié en 2013°
afin d’analyser l'impact de la
création de plusieurs organi-
sations comme celle de DNDi.
Effectivement, nous avons noté
une amélioration puisque 3,8 %
des médicaments enregistrés
ont été développés pour des
maladies tropicales négligées
(Figure 4B). Mais on est encore
trés loin du compte : le désé-
quilibre persiste.

Les maladies
tropicales négligées

2.1. La maladie du sommeil

La maladie du sommeil est
transmise par la mouche Tsé-
Tsé (Figure 5) et on la trouve
essentiellement en région
Subsaharienne, en Afrique
Centrale, et tres majori-
tairement en République
Démocratique du Congo. Il
existe deux parasites, mais
on privilégie la forme la plus
prévalente qui est celle de
U'Afrique Centrale. Une forme
en Afrique de U'Est tue encore

5. Pedrique et coll. The drug and
vaccine landscape for neglected
diseases (2000 -11): a systematic
assessment. Lancet Global Health
2013.

plus vite mais est moins fré-
quente.

La maladie se manifeste sous
la forme de deux stades cli-
niques ; le premier évoluant
toujours vers le second, et le
second évoluant vers le déces
du patient en l'absence de trai-
tement. Le premier stade n’est
pas trés symptomatique et le
deuxieme donne le nom a la
maladie :ilya une inversion du
cycle de sommeil et de veille,
et les patients présentent des
signes psychiatriques tres
importants (ils sont trés volu-
biles, ont des rires qui font
peur]). C'est une maladie qui
est connotée dans les familles,
dans les régions : on pense
que des mauvais sorts ont
été jetés, ce qui conduit a un
contexte trés compliqué ou ces
malades sont parfois cachés.

Le traitement qu'on donne
dans le premier stade de la
maladie ne traverse pas la bar-
riere hémato-méningée’; il ne
peut donc tuer le parasite qui
se trouve dans le systéme ner-
veux central et est responsable
des symptdmes neurologiques.

6. Barriere hémato-méningée :
barriére présente dans le cerveau
entre la circulation sanguine et le
systeme nerveux central (elle sert
aréguler le milieu dans le cerveau,
en le séparant du sang).



Afin de déterminer le stade de
la maladie, on effectue une
ponction lombaire au patient.
Sur la Figure 6, on voit qu’elle
est réalisée sans anesthésie,
dans les conditions de terrain,
c’est douloureux. Si la mala-
die est confirmée, on passe
au traitement qui, jusqu’a peu,
était un traitement hospitalier.
L'occurrence de cette maladie,
est décrite sur la Figure 7. Nous
sommes a un moment dans
U'histoire de la THA ol l'endé-
micité de la maladie a atteint
un taux historiquement bas et
diminué drastiquement grace
aux campagnes de dépistage
actif et aux nouveaux traite-
ments. La situation s'améliore
donc, mais on sait que cette
maladie peut resurgir, parti-
culierement dans des zones
de conflits ol 'on ne peut plus
aller dépister les patients et les
traiter, ce qui laisse un réser-
voir humain. Les besoins thé-
rapeutiques pour cette maladie
restent tres importants.

2.2. Les leishmanioses

Les leishmanioses sont des
maladies transmises par une
petite mouche des sables. Il
existe une forme dite « viscé-
rale » et une forme cutanée.
Celle-ci peut étre stigmatisante

Les leishmanioses (forme cutanée] ont des conséquences corporelles, telles que des déformations du visage.
Source : WHO weekly Epidemiological record, juin 2019.

et invalidante (Figure 8), et se
répand au rythme d’'un nouveau
cas toutes les deux minutes. La
forme viscérale qui entraine la
mort du patient en l'absence
de traitement. Dans la forme
cutanée, certains patients gué-
rissent spontanément, mais
d'autres vont avoir des lésions
trés stigmatisantes, ou, dans
la forme « dermatite post kala-
azar’ », créent des « papules »,

7. Dermatite post kala-azar
lésions cutanés multiples qui
peuvent apparaitre dans le cas
d'un traitement insuffisant pour
la leishmaniose.

Une ponction lombaire peut étre
effectuée par un médecin pour
soigner les patients atteints

de la maladie du sommeil.
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Une recrudescence du nombre de nouveaux cas de la maladie du sommeil
de 1910 & 2010 se fait ressentir par période (de 1998 a 2002 par exemple),
et ce nombre ne cesse d'étre plus grand pendant ces périodes qui durent

une dizaine d’années a chaque fois.
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_ ASIE DU SUD-EST < 15 000 cas/an

o Traitement de 1° ligne : SD
AmBisome®

o Traitement de 2" ligne : PM+MF

BRESIL 3 500 cas/an

« Traitement de 1 ligne :
Glucantime

o Traitement de 2" ligne :
Ambisome® sous examen
apreés l'essai LV au Brésil

ou SSG

| .- AFRIQUE DE L'EST ~ 30-40 000 cas/an
o (7 * Traitement de 1° ligne : SSG&PM
j‘ (/"o Traitement de 2"* ligne : AmBisome®
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qui constituent un stigmate et
empéchent notamment les
femmes de se marier parce
qu’elles en ont honte.

On recense trois foyers principaux
de leishmaniose viscérale dans

le monde : le Brésil, UAfrique
de UEst et 'Asie du Sud-Est.

La Figure 9 illustre la distri-
bution géographique de ces
maladies. La forme viscérale
est trés répandue en Afrique
de U'Est : Soudan, Kenya,
Ouganda, Ethiopie. Elle est
aussi prévalente en Inde,
en particulier dans U'Etat du
Bihar, U'Etat le plus pauvre
du sous-continent indien. La
forme cutanée touche l'ancien
comme le nouveau monde : le

Brésil, la Colombie, le Pérou,
la Bolivie, de nombreux pays
latino-américains qui ne dis-
posent que de traitements trés
insuffisants.

2.3. La maladie de Chagas

La maladie de Chagas est
une maladie tres compliquée
(Figure 10). Il s’agit d'une
maladie parasitaire, transmise
par la «vinchuca », une grosse
punaise, insecte peu rago(-
tant, qui se cache dans les fis-
sures de murs de maisons trés

:.I
3 f * ~500
| . ® 500-89 000

@ + 900000

? Nombre de cas estimés

® 90 000-899 000

oo

L
=1 Aucune donnée disponible o /;
=1 Non applicable

La maladie de Chagas est présente en Amérique Latine.



rudimentaires. Le parasite est
transmis apres transmission
des parasites par les déjec-
tions de linsecte, aprés une
petite piqlre qui peut passer
inapercue. Mais pour 20 a 30 %
des individus atteints, on ne
sait pas qui est atteint ni
pourquoi, et c’est l'un des
problemes de ces maladies
tropicales négligées. Certains
patients vont développer silen-
cieusement, peut-étre au bout
de deux ou trois dizaines d'an-
nées, une pathologie cardiaque
(ou digestive parfois] dont ils
vont mourir liée a une cardio-
myopathie® pour laquelle il n'y
a a ce jour pas de thérapie.
On estime qu’ily a environ huit
millions de personnes infec-
tées. Moins de 1 % de ces per-
sonnes sont traitées, car les
traitements actuels ne sont
pas satisfaisants. La mala-
die est encore compliquée a
diagnostiquer, et il n'y a pas
de volonté politique d'investir
dans la prise en charge com-
pléte de ces patients...

La maladie évolue donc de
maniére trés silencieuse chez
les patients de la maladie de
Chagas. Sa transmission reste
compliquée et elle peut aussi
étre transmise au cours de
la grossesse. Le professeur
Peter Hotez, éminent médecin
chercheur américain, spécia-
liste des MTNs, a publié, il y
a quelques années, un article
trés provocateur qui avait
secoué la communauté : il y
développait une comparai-
son avec la séropositivité au
virus VIH. Cette maladie est
la seule des « maladies tropi-
cales négligées » pour laquelle

8. Cardiomyopathie : nom géné-
rique de toutes les maladies du
ceeur.

il existe des associations de
patients : elles essayent de
mobiliser les communautés
a comprendre, trouver des
thérapies qui peut-étre pour-
ront prévenir l'évolution de la
maladie.

2.4, Lonchocercose

L'onchocercose, ou « cécité
des rivieres », est une mala-
die transmise par une mouche
noire, de la famille des
« similés ». C'est une mala-
die endémique. Elle est liée
a un gros ver (Figure 11), qui
va se nicher dans des nodules
cutanés ou sous-cutanés’ ; le
ver femelle, caché, est régu-
lierement fertilisé par des
vers males. Pendant quinze
ans, elle va vivre et pondre des
larves, qui vont aller sous la
peau et dans les yeux, et créer
les symptomes de la maladie.

Pour Uinstant, le traitement
consiste a éliminer les formes
juvéniles de l'onchocercose.
Le programme de R&D de
DNDi se focalise sur liden-
tification d'un médicament
qui éliminerait la cause de la
maladie, c’est-a-dire ayant un
effet sur le ver adulte, mais
pour linstant, tout ce qu'on
sait faire, c’est atteindre les
larves. Cette maladie entraine
des cécités : sur 36 millions de
personnes, 265 000 aveugles
ont été recensés (Figure 12A),
chiffre probablement trés en
dessous de la réalité car avec

9. Nodules cutanés ou sous-cuta-
nés : sensation sous la peau d'une
sorte de nceud ou de boule mal
délimitée, irréguliere, qui donne
limpression d'étre enchassée
dans la peau (elles peuvent sou-
lever la peau qui reste normale ou
provoquer une réaction inflamma-
toire).

L’onchocercose est due a un
nématode parasite, Onchocerca
volvulus.
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Les patients atteints d’onchocercose présentent différents symptémes, comme des démangeaisons violentes
ou des troubles de la vue. Toutes les générations sont touchées et les populations pauvres sont les premiéres
victimes car elles n’ont pas accés aux traitements.

Les cas de mycétome se localisent
au Mexique, en Inde, en Afrique
subsaharienne.

ces maladies, l'épidémiolo-
gie est loin d’étre parfaite. De
nombreux patients ont des
troubles de la vue, et certains
souffrent de terribles prurits'
(Figure 12B) : celles-ci sont
tellement violentes que cer-
tains patients se suicident de
leur fait. En effet, comme indi-
qué plus tot, ces populations
sont tres pauvres et n'ont pas
acces a des antihistaminiques.
Actuellement, la prise en
charge consiste en campagnes
massives de traitements : des

10. Prurit : symptome fréquent qui
recouvre une sensation de déman-
geaison de la peau.

["] Ceinture du mycétome

agents de santé vont tous les
six mois ou tous les ans dans
unvillage et donnent systéma-
tiquement des comprimés a
toute la population parce que
c’est une sorte de vaccination
thérapeutique préventive. On
essaye de trouver des traite-
ments meilleurs, mais nous
n'y sommes pas encore.

2.5. Le mycétome

La derniére maladie ajoutée
sur la liste de 'OMS en 2016
est le mycétome, une mala-
die qui est tres méconnue. Le
Soudan dispose actuellement
d’une base de données de huit
mille cas, un rien par rapport
a la réalité de 'épidémiologie
(Figure 13).

Cette maladie est liée a un
champignon ou une bactérie,
et on pense que la maniere
dont elle est transmise pour-
rait étre le contact avec des
écorces d'acacia quand les
patients marchent pieds nus
ou qu'ils s’accroupissent
pour déféquer. Toujours est-
il qu'une fois que le fongus
pénetre dans l'organisme,
il commence par faire une
petite lésion (Figure 14A),
une masse qui ne ressemble



Le mycétome est lié a un champignon qui se développe et rentre dans le tissu cutané, faisant apparaitre
une masse, une boursouflure sur la peau, qui va elle-méme croitre.

a rien avant de grossir ; le
fongus va alors commencer
arentrer dans le tissu cutané,
sous-cutané, voire dans l'os.
Il va y avoir une production de
grains noirs, rouges, jaunes,
qui contiennent le fongus.
Il n'y a pas pour linstant de
traitement anti-infectieux et
le seul recours est celui de
la chirurgie. C'est un chirur-
gien qui est devenu la figure
emblématique de cette mala-
die. Celui-ciréalise des ampu-
tations ; la Figure 14C montre
une photo d'une patiente qui a
été amputée. La maladie évo-
lue lentement mais elle est
trés souvent récidivante : de
nouvelles lésions apparaissent
et vont devoir faire l'objet de
nouvelles amputations jusqu’a
parfois atteindre un certain
stade ou il n’est plus possible
d’amputer.

Devant toutes ces maladies,
de quoi a-t-on besoin ? C'est
simple : de traitements plus
efficaces (Figure 15). On a éga-
lement besoin de traitements
qui ne soient plus dange-
reux, alors que la « médecine
d'avant » proposait des trai-
tements a base d'arsenic ou
d’antimoine, trés toxiques.

Les conditions dans lesquelles
vivent les patients doivent étre

prises en compte : il faut des
produits qu’on puisse admi-
nistrer dans les conditions de
terrain, des traitements qui
ne soient pas a répéter cing
fois par jour, qui ne néces-
sitent pas des infirmieres toute
la journée, qui ne soient pas
injectables, qui puissent étre
stables dans les conditions
de température et d’humi-
dité tropicales. Il faut prendre
conscience que le déplace-
ment a 'hopital est colteux,
ne bénéficiant jamais de rem-
boursement, et qu'une prise en
charge a U'hopital entretient le
cycle vicieux de pauvreté décrit
précédemment.

A
)

UN ENGAGEMENT gg _ .
DES PAYS ET DES

PARTENAIRES POUR
IMPLEMENTATION

Agsurerlintégration dans.

les politiques de santé nationales ! %
UN PARTENAIRE  05%
INDUSTRIEL POUR UNE
FABRICATION ET UNE
DISTRIBUTION PERENNES
Assurer'sccés

S

01 UN TRAITEMENT PLUS EFFICACE
Y

>90%

Y
w 02 UN TRAITEMENT BIEN TOLERE

traitements toxigues

03 UN TRAITEMENT ADAPTE AUX
CONDITIONS D'UTILISATION
DE TERRAIN
Eviterinjectables, raccourdir Ia durée,

i
- A
dviter

UN TRAITEMENT ABORDABLE
FINANCIEREMENT POUR LES PATIENTS ET
LES SYSTEMES DE SANTE
Assurerun codt maximum dans les TPPs

Pour ces maladies tropicales négligées, on a besoin de traitements plus
efficaces (bien tolérés, adaptés aux conditions d utilisation de terrain,

abordables financiérement), de partenaires industriels, d'un engagement

des pays.
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Des partenaires de recherche
publics et privés se sont associés
pour créer DNDi depuis 1999.

Il faut également, et c'est tres
important, des partenariats
industriels pour produire et
distribuer ces médicaments,
a un prix raisonnable et pour
un accés durable. Il faut aussi
un engagement des pays : le
soutien des politiques de santé
nationales est indispensable.

La recherche pour
lutter contre les
maladies tropicales

3.1. Une organisation émanant
du prix Nobel de la paix

DNDi est une fondation de
recherche a but non-lucratif
fondée en 2003 avec les fonds
du prix Nobel de la paix recu
par Médecins Sans Frontieres
(MSF) en 1999 et ayant comme
autres membres fondateurs
des instituts de recherche des
pays ou ces MTN sont pré-
sentes, et avec 'OMS comme
membre permanent obser-
vateur. En France, Ulnstitut
Pasteur fait partie du conseil
d’administration (Figure 16).

En 2011, DNDi a ajouté a son
portefeuille le développement
de traitements pour le sida
pédiatrique, bien que ce ne

soit pas une maladie négligée
stricto sensu. Le sida chez les
enfants de moins de deux ans
était completement négligé
par la recherche car les pays
qui pouvaient se le permettre
faisaient une bonne utilisation
de la prévention de transmis-
sion materno-infantile du VIH ;
cependant, celle-ci n'est pas
aussi efficace et n’est pas mise
a disposition assez largement
en Afrique subsaharienne, don-
nant lieu a de trop nombreuses
naissances de nouveaux-nés
infectées par le VIH et pour
lesquels les options thérapeu-
tiques sont trés mal adaptées.
En 2015, DNDi a aussi ajouté un
programme pour ['hépatite C
destiné a obtenir un traitement
efficace sur tous les génotypes
« a un prix acceptable pour
ces patients vivant dans ces
zones reculées », celui-ci étant
alors tout a fait inabordable et
de plusieurs dizaines de mil-
liers d’euros. Le mycétome a
ensuite été ajouté au porte-
feuille de DNDi, puis U'antibio-
résistance, dont GARDP a pris
Uinitiative séparément.

DNDi coordonne, en quelque
sorte, un « orchestre visuel »
(Figure 17). Elle posséde

ANS A Creation de DNDJ :une organisation de R&D & but
'g’?ujm |€pr-_ 2003 = st par: -
S| PEACE il * Indian Council of Medical Research, India
\@\ PRIZE /= +  Institut Pasteur, France
O\) 1999 .g“ « Kenya Medical Research Institute, Kenya
a "P 53 = Médecins Sans Frontiéres
0 + Ministry of Health, Malaysla
/fl‘- * Oswaldo Cruz Foundation/Fiocruz, Brazil
4’% = WHO-TDR (Special Programme for Research and Training in Tropical Di Jasa
O permanent observer
= Freméire réunion Blustrant les besoins
poar o Additionde HIV Additionde HCV et
Médecins Sans Frontiéres dédie le Prix et filarioses mycétome et AMR
Nobel de la Paix pour créér les groupe de
travall sur les maladies négligtes
- Publication de “A Fatal Imbalance: The
,.
Meglected Discases™
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Partenaires du projet
Recherche
® Translation
" ® Développement
= @ Implementation

- « Pays membres de la plateforme
it Partenaires fondateurs
& DNDi dans le monde

& Instituts de
Recherche

Biotechs

>180
partenaires
dans le monde

un bureau a Genéve et des
bureaux dans les différents
pays, notamment oU sont
présents ses membres fon-
dateurs : UAfrique du Sud, le
Brésil, les Etats-Unis, l'Inde,
le Kenya, la Malaisie, la
République Démocratique du
Congo, le Japon.

Elle a par ailleurs des par-
tenariats multiples, béné-
ficiant des collaborations et
des compétences complé-
mentaires avec qui dévelop-
per des projets communs. Il
s'agit d’organisations inter-
nationales comme MSF, des
PDP (« Product Development
Partnership »), des biotech,
l'industrie pharmaceutique,
des CRO [« Clinical Research
Organisation ») et beaucoup
de groupes académiques pour
aider a identifier ses molé-
cules, les optimiser, les déve-
lopper, les enregistrer, les
produire... : faire de la R&D.

3.2. Une approche
pragmatique et dynamique

ILa été décidé, depuis le début,
d’adopter une approche prag-
matique et dynamique, de trou-
ver des solutions rapidement

(Figure 18) et d'investir en
méme temps sur des projets
plus en amont. Pourquoi ?

L’expérience de MSF appelait a
des réponses urgentes : selon
leur témoignages du terrain
dans le cas de la THA, ils rap-
pelaient la peur des médecins
de MSF au moment d’injecter
le mélarsoprol aux patients,
en se disant « j'espére que je
ne vais pas tuer mon patient »,
car ils savaient en effet qu'un
patient sur vingt allait mourir
en recevant linjection d'arse-
nic. Il a été décidé rapidement
de changer d'approche : apres
de petites études préliminaires,

Les centres de recherche, les
partenaires et les centres de
développement de DNDi sont
implantés partout dans le monde.

Nouvelles entités Nouvelles formulations Extension géographique
chimiques Nouvelles indications Complément de dossier

(NCEs) réglementaire

LONG TERME MOYEN TERME COURT TERME

4 I L -
Découverte Translation evilm)igﬁglent Implémentation

(>5 ans\"| |/3-5 ans\ } -:/1-2 ans\:-
- A L

DNDi a essayé dés le début d'avoir une approche pragmatique et dynamique,
d’avoir des projets a court terme (extension géographique)] ou moyen

et long terme (allant du développement clinique a la formulation

de nouvelles entités chimiques).
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est venue lidée a des parte-
naires de DNDi de combiner
le nifurtimox, développé alors
pour la maladie de Chagas,
avec l'eflornithine, qui par
ailleurs avait été initialement
développée pour le cancer, et
était utilisée avec succes pour
la THA, mais a raison de cin-
quante six perfusions étalées
sur quatorze jours. L'idée a
donc été de développer rapide-
ment un traitement beaucoup
moins toxique pour la trypa-
nosomiase africaine... Pour
chaque maladie, l'idée a donc
été de chercher des projets
apportant des solutions a court
terme, comme l'extension d’'un
traitement & une autre zone
géographique, a moyen terme
comme des combinaisons de
traitements ou des extensions
d'indications de médicaments
déja disponibles et enregistrés,
et enfin a plus long terme avec
la création d'un portefeuille
complet de développement.

3.3. Les médicaments

La Figure 19 décrit le porte-
feuille de recherche et déve-
loppement de DNDi.Agauche:
identification de molécules qui
vont étre testées ; une cible
biologique est choisie pour
cela, et lorsque le test est
bon, la molécule est optimi-
sée pour qu’elle soit absor-
bable et qu'elle puisse étre
administrée ; on effectue
alors des tests in vitro (acti-
vité intrinseque du produit
sur l'agent infectieux) puis in
vivo chez l'animal (souris, rat,
chien, singe parfois), ou l'on
recherche les doses et exposi-
tions nécessaires a lefficacité
chez des animaux infectés ;
on teste également la toxicité
potentielle du médicament

en cherchant a identifier les
organes-cible potentiels. Les
essais sont ensuite menés
chez des volontaires sains
(non infectés) en commen-
cant a tester des doses bien
inférieures (dix ou vingt fois)
au seuil de détection de toxi-
cité testé chez l'animal. Les
doses sont progressivement
augmentées, généralement
jusqu’a identifier les doses
maximales tolérées. Une fois
cette phase [dite phase 1] ter-
minée, les études de preuve
d’efficacité chez les malades
vont pouvoir débuter : une ou
plusieurs études seront mises
en place, comparant leffica-
cité du nouveau traitement au
traitement de référence.

L'étape suivante consiste a
passer a l'enregistrement
par les autorités de santé afin
d’obtenir l'autorisation de mise
sur le marché (AMM], ou plus
exactement, dans notre cas, de
mise a disposition des patients.
Sur la droite de la Figure 19 se
trouve la liste des traitements
développés par DNDi, puis en
allant vers la gauche, le degré
d’avancement des projets de
R&D par maladie.

Dans la maladie du sommeil,
DNDi est en train de dévelop-
per une molécule trés origi-
nale qui appartient a la classe
des oxaboroles : l'acozibo-
role. C’est une nouvelle entité
chimique qui n'a jamais été
enregistrée auparavant chez
'homme par voie systémique.
Nous sommes en train de tes-
ter le fexinidazole chez les
patients présentant la THA a
T. brhodesiense™, qu’on trouve

11. Trypanosoma bruceirhode-
siense : forme de la maladie du
sommeil (3 % des cas) qui pro-
voque une infection aigué.
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en Afrique de U'Est dans des
zones forestiéres. Le fexinida-
zole est la molécule que nous
avions mise sur le marché der-
niérement en partenariat avec
Sanofi pour la maladie du som-
meil & gambiense', la forme
la plus prévalente, présente
en Afrique Centrale. La forme
clinique de T. brhodesiense est
sinon fulgurante du moins trés
rapide, encore traitée actuelle-
ment par le mélarsoprol, c'est-
a-dire par larsenic. Apres
avoir démontré son efficacité
dans la forme T. bgambiense,
beaucoup plus répandue, nous
avons réussi a convaincre des
bailleurs de fonds de lintérét
de tester le fexinidazole dans
cette forme grave, mais plus
rare, de la THA.

Dans la leishmaniose, le porte-
feuille est trés riche, satisfai-
sant. Les efforts des équipes
de recherche de DNDi et ses
partenaires ont permis d'iden-
tifier de nouvelles molécules,

12.  Trypanosoma bruceigam-
biense : forme de maladie du som-
meil (97 % des cas) qui provoque
une infection chronique.

en cours de test chez l'ani-
mal, et que l'on espére pou-
voir combiner pour arriver a
un traitement oral. Certaines
de ces molécules sont en
phase 1 ou 2. En attendant, le
traitement actuel préconisé
en Afrique de UEst, et incluant
encore un sel d’antimoine, est
en cours d'amélioration avec
une étude de phase 3 testant
une combinaison efficace en
Inde, et dénuée d’'antimoine.
De nouvelles approches thé-
rapeutiques sont également en
cours d'étude clinique pour la
forme cutanée liée a la com-
plication de la leishmaniose
viscérale, « post-kala-azar
dermal leishmaniasis ».

Pour la maladie de Chagas,
une formulation pédiatrique
du benznidazole, le traite-
ment de référence pour la
maladie de Chagas, avec le
nifurtimox, a d’abord été déve-
loppée. C'est un nitro-imida-
zole, donné pendant soixante
jours, deux fois par jour, un
traitement compliqué mais
dont 'administration devenait
trés difficile pour la prise en

Pour chaque maladie étudiée, le
développement des médicaments
passe par plusieurs stades
(découverte, translation,
développement, implémentation).
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charge des bébés infectés :
celaimpliquait en effet de cou-
per en quatre ou en douze un
comprimé de 100 mg et de le
donner deux fois par jour. Le
développement a été réalisé
en partenariat avec Lafepe,
un laboratoire public brési-
lien, aboutissant a un com-
primé dispersible de 12,5 mg
évitant de couper, écraser,
et permettant d’assurer une
concentration plasmatique
adéquate et réguliére tout au
long du traitement. C'est une
amélioration thérapeutique
qui semble minime, mais qui
change complétement la prise
en charge thérapeutique. Des
combinaisons thérapeutiques
ont été tentées associant une
nouvelle molécule, le fosravu-
conazole, qui était développé
dans l'onychomycose® (aussi
appelée mycose des ongles
ou mycose unguéale) et le
benznidazole, pour en réduire
la durée de traitement. Le
fosravuconazole appartient a
la classe des azoles et avait
préalablement été étudié en
monothérapie mais avec des
résultats insuffisants. Dans la
méme étude, un régime court
de benznidazole en monothé-
rapie a aussi été testé. L'étude
a montré que deux semaines
de ce traitement aboutissaient
a des résultats semblables a
ceux apres huit semaines du
traitement sans combinaison.
Cela permet d’observer moins
d’effets secondaires qu’avec
un traitement classique, ce
qui constitue une amélioration
importante. Une discussion est
en cours avec les autorités de
santé quant au type de données

13. Trypanosoma brucei rhode-
siense : forme de la maladie du
sommeil (3 % des cas) qui pro-
voque une infection aigué.

supplémentaires a apporter
pour aboutir a un changement
sur la recommandation d'utili-
sation de ce médicament.

Par ailleurs, le fexinidazole, la
molécule enregistrée pour la
maladie du sommeil, est tes-
tée pour la maladie de Chagas.
Deux autres molécules sont
dédiées au traitement de l'on-
chocercose par un macrofila-
ricide : une premiére molécule
venant de la médecine vétéri-
naire, 'emodepside, utilisée
chez le chien, et une autre
provenant du portefeuille du
laboratoire AbbVie ; les deux
molécules ayant un méca-
nisme d’action trés différent :
la premiére tuerait directe-
ment le ver adulte ; la deu-
xieme, d'une certaine maniere,
l'affamerait en agissant sur
la bactérie wolbachian, une
bactérie permettant la survie
du ver adulte s'attaquant au
Wolbachia, on affame et donc
élimine le ver adulte.

Sur le mycétome, le fosravuco-
nazole, qui avait été testé pour
la maladie de Chagas, s’est
montré efficace in vitro sur le
fongus, pour laquelle il n'existe
pour linstant pas de modéle
animal et est testé en combi-
naison avec de la chirurgie chez
des patients présentant une
forme modérée de la maladie.

3.4. Les partenaires

La Figure 20 donne la liste
des partenaires industriels
qui travaillent avec DNDi, les
classe selon les types. Une
importante collaboration
est établie avec des groupes
académiques : ce sont 32 %
des partenaires qui nous
aident avec la constitution
de modeles, l'épidémiologie



Tableau présentant la liste des partenaires industriels de DNDi. Les
partenaires changent selon la phase de développement du médicament

[ Pharma/Biotech
W MoH/Gouv/Hos
O PDP

ECRO
M Int. Org/NGO

O Universités/
Instituts de

et la maladie étudiée.

Recherche

Recherche >

© HAT Anac./Pfizer  MSD
AstraZen Sanofi

Lehmaniose | Celgene Shionogi
DalichiS. Takeda
® Chagas Eisai Novartis

Translation

AbbVie
Anacor/Pfizer

Eisai
GSK

> DéveLoppement> Implémentation

Bayer
Gilead

ilead Lafepe
Sanofi Sanofi
Mundo Sano/ELEA

Anacor/Pfizer

Bayer AbbVie
© Filaria Sanofi Bayer

Pharco/Presidio/Pharm)

® HCv ( aniaga/Elea/Doppel

@ Pediatric .

h

© Mycetoma
Sanofi .

o Malaria Farmanguinhos F/gure 20
Cipia

Zenufa

Les partenaires de DND.

et la rédaction de protocoles
de recherche. Les CRO sont
des organisations que DNDi
finance pour qu’elles réalisent
des statistiques, des rapports
médicaux, etc. Les partenaires
pays (autorités gouvernemen-
tales, ministéres, hopitaux)
sont également majeurs pour
la coordination avec les diffé-
rentes politiques de santé.

Explicitons ici le contenu des
collaborations. La phase pri-
mordiale dans la définition
des programmes de DNDi est
la « définition des besoins ».
Les partenaires et collabo-
rateurs sont réunis en « pla-
teformes » : une plateforme
par maladie qui consiste en un
regroupement d’'universités et
instituts de recherche (toujours
les mémes), d’industriels, de
responsables des politiques de
santé par pays impliqué, de
représentants des techniciens
de laboratoire, des infirmiers,
des médecins, des chercheurs,
et de tous ceux qui vont traiter
ces patients (Figure 21).

La question primordiale abor-
dée par la plateforme est : « de
quoi sont faits les besoins pour

Un rdle clé pour les
plateformes pour les maladies
régionales :
définition des besoins des patients
et des TPP (« Target Product Profile ») ;
renforcement des capacités locales ;
conduite d'essais cliniques (études
phases 2/3];
facilitation de l'enregistrement
de nouvelles thérapies ;
accélération, mise en ceuvre
de nouvelles thérapies, assurance
que les thérapies atteignent
les patients

redeLEISH

CHAGAS LEISHMANIOSES

LEISHMANIASIS

EAST AR FLAT NN

Des plateformes « Regional Disease Platforms » (plateformes pour les
maladies régionales] ont été mises en place pour regrouper les différents
partenaires afin de discuter des différentes MTN, de proposer des projets
et de trouver des solutions.
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Pour l'identification des molécules
[exemple de l'acoziborole ici,

de nombreuses connexions et
échanges (argent, licences...) se
font entre les partenaires, DNDi et
les universités partenaires.

NTD = Neglected Tropical Disease.

chaque maladie 7 Quelles sont
les caractéristiques du trai-
tement dont on a besoin pour
cette maladie ? » (listées en
début de chapitre). On dira par
exemple : « pour la maladie
du sommeil, on a besoin d’'un
médicament oral, de ne plus
faire de ponction lombaire, de
ne plus aller a U'hépital, d'un
traitement qui codte moins de
300€...». Les personnes impli-
quées viennent expliquer leurs
besoins et l'objectif est d'abou-
tira un consensus quin’est pas
centré sur les performances
attendues d’'un produit connu,
mais aspirationnel sur ce qui
est attendu d'un nouveau trai-
tement.

L'OMS publie aussi des TPP
(« Target Product Profile »),
qui constituent une référence
publique importante. Les pla-
teformes sont aussi dédiées
a promouvoir et proposer des
activités de formation a la
recherche clinique. Beaucoup
de temps est consacré a écou-
ter et a former les différents
acteurs de terrain. Au début
des études dans la leishma-
niose par exemple, les acteurs
de terrain n'avaient pas effec-
tué de recherches cliniques,
ne connaissaient pas les
bonnes pratiques cliniques, ne
disposaient pas de dossiers
meédicaux standardisés et

fournis parce que les patients
ne viennent consulter que
lorsqu’ils souffrent d'une
pathologie aigué puis s'en
vont. Les antécédents médi-
caux sont tres peu connus :
on ne sait pas s'ils sont diabé-
tiques, s’ils ont été hyperten-
dus, s'ils sont déprimés, etc.
Ils ne viennent que pour cette
pathologie, et souvent apreés
un long parcours les amenant
finalement a un centre spé-
cialisé.

On forme les acteurs de ter-
rain a conduire de la recher-
che. C’est une collaboration
qui est essentielle et qui nous
apprend beaucoup a réflé-
chir autrement, a travailler
autrement, a écouter et a nous
adapter.

3.5. Lidentification des
molécules

L'organigramme d’identifica-
tion de molécules est sché-
matisé sur la Figure 22 sur
l'exemple de l'acoziborole.
Anacor est un laboratoire qui
a été racheté par Pfizer et qui
est situé en Californie. Il avait
identifié des molécules et les
avaient envoyées par linter-
médiaire de DND a une CRO
qui s’appelait Scynexis, qui a
optimisé et testé la molécule

Anacor
* Boron-based

(:E + Molécules

SCYNEXIS

* Criblage des
molécules

coupounds
« Input on product
développement

Licences sur les NTD

DNDi

« Développement
des « leads » en
candidats

cliniques

Candidat(s)
cliniquels)

* Management
du projet
* Financement
* Obtention des droits
IP Pl pour les maladies
négligées

.;: %' Financement

~Pace
University et
Swiss Tropical
and Public Health
Institute

* Modeles in vivo
o Tests sur
animaux




NTD Drug Discovery Booster, £st. 2015

innovation

OpenSynthesis Network, Est. 2016

E£s1. 2017

pour DNDi. A la suite de ce
travail, DNDi a décidé de pour-
suivre les recherches de qua-
lification et de la tester chez
"homme.

Sur la Figure 23 est schématisé
le concept d'« open source ».
Ce sont des partenariats
ouverts, liés par des contrats
intelligents ou les différentes
personnes mettent leurs don-
nées en commun dans une
base avec une anonymisation
de l'origine. On essaye de trou-
ver de nouvelles molécules,
on met tout dans un pot, on
regarde ce qui fonctionne,
puis on retourne a celui qui

bioethics

ST LT T— T p—

IMPROVING THE QUALITY OF HOST COUNTRY ETHICAL OVERSIGHT OF _
INTERNATIONAL RESEARCH: THE USE OF A COLLABORATIVE
‘PRE-REVIEW" MECHANISM FOR A STUDY OF FEXINIDAZOLE FOR

HUMAN AFRICAN TRYPANOSOMIASIS

CARL H. COLEMAN, CHANTAL ARDIOT, SEVERINE BLESSON, YVES BONNIN,

FRANCOIS BOMPART, PIERRE COLONNA, AMES DHAI JULIUS ECURU.

ANDREW EDIELU, CHRISTIAN HERVE. FRANGOIS HIRSCH, BOCAR KOUYATE,

MARIE-FRANCE MAMZER-BRUNEEL, DIONKO MAOUNDE. ERIC MARTINENT.
GERARD PELE, GILLES QUEVA, MARIE-CHRISTINE REINMUND,

HONORE NTSIBA,

SAMBA COR MABDDAMYESEPDU ANTOINE TARRAL

OLAF VALVERDE AND SIMON VAN NIEUWENHOVE AND NATHALIE STRUB-WOURGAF

The Mycetoma Open Source project (MycetOs),

a une molécule qui marche et
qui accepte de partager ses
ressources. Cette organisa-
tion, gérée par notre équipe
de découverte (« discovery »),
commence a porter ses fruits.

3.6. La réglementation

L'existence et le respect de
procédures réglementaires
est essentiel et incontour-
nable (Figure 24). Le but de
la recherche est d'amener un
médicament « sur le marché »,
c’est-a-dire a son enregis-
trement. Il faut d’abord que
les essais cliniques soient

. DUETODWNDE TETIMIAN,

DNDi travaille avec de nombreux
partenaires sur chaque projet, et
chaque partenaire partage ses
données dans un concept d’« open
source ».

AFRICAN MEDICINES AGENCY

COUNTRIES REGIONS  CONTINENT

La mise sur le marché des futurs médicaments est soumise a une autorité réglementaire ; l'autorisation des
essais cliniques requiert en plus les autorisations de comités d'éthique. L’Agence Africaine de Médecine sera
déployée dans 55 pays sur le continent africain pour la régulation éthique des médicaments.
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558 M€ sont levés (sur 730 ME)
par des fonds publics et privés
pour délivrer seize a dix-huit
traitements d’ici 2023.

autorisés par les agences
réglementaires et les comités
d’éthique : il faut une autorité
qui vérifie que la science est
correcte et que la protection
des patients est assurée, réle
critique des comités d'éthique.

Les dispositifs réglementaires
sont souvent incomplets dans
les pays ou sévissent ces
maladies tropicales négli-
gées : les comités d’éthique
et/ou les agences reglemen-
taires n'ont pas toujours une
expérience suffisante ; beau-
coup ont évalué des molécules
génériques, mais trés peu ont
eu a assurer seuls l'expertise,
'expertise chimique, précli-
nique, clinique, statistique de
nouveaux traitements ou de
nouvelles entités chimiques.

Des processus de collabo-
ration ont été mis en place
depuis une dizaine d'années,
beaucoup autour de 'OMS. Ce
sont des mécanismes préco-
nisés par DNDi car permet-
tant d'assurer le plus possible
qu’une évaluation du rapport
bénéfice/risque sera conduite
principalement par les desti-
nataires, c’est-a-dire les pays
qui sont responsables des
décisions d’autoriser lintro-
duction d'un nouveau médica-
ment chez eux, en combinant

une garantie indispensable
d’une revue solide des aspects
scientifiques du dossier.

Dans le cadre du médicament
de la maladie du sommeil,
DNDi a pu effectuer un exer-
cice extrémement riche grace
au soutien du comité d'éthique
de U'Hopital Necker, qui a joué
le jeu, et qui a accepté pen-
dant un jour et demi de mener
une évaluation d'un protocole
de recherche clinique avec
des experts du Soudan, du
Kenya, d'Afrique du Sud, de
République Démocratique du
Congo. Il s’agissait de parta-
ger l'expertise technique de
Necker avec les confréres
des pays d'Afrique, et aussi
pour les confréres africains
de partager leurs questions et
réflexion sur le méme projet.
Ce fut un exercice vraiment
formidable...

Pour le futur, une Agence
Africaine sera en mesure de
conduire 'ensemble des fonc-
tions réglementaires.

3.7. Le financement

DNDi dispose de financements
équilibrés entre des bailleurs
publics et privés. La distribution
des bailleurs est décrite sur la
Figure 25. Les financements

UE
4%
L

£

L GARDP

4%

58 % Public

42 % Privé




privés proviennent de MSF,
la Fondation Bill Gates, et
d’autres fondations.

DNDi a développé huit traite-
ments depuis 2007 (Figure 26).
Le dernier est une nouvelle
entité chimique enregistrée
a U'Agence Européenne du
Médicament et depuis peu en

S 2007 %é
ASAQ :

Une nouvelle
combinaison

pour simplifier

le traitement
contre le paludisme
> 500 millions

de traitements

distribués
> ¢
> 4 2008 .
ASMQ pour —

le paludisme
Utilisé en Afrique
et en Asie

Facile a utiliser

République Démocratique du
Congo;ils'agitd’un traitement
entierement oral pour les deux
stades de la maladie du som-
meil : il nest plus nécessaire
de faire une ponction lombaire
pour tous les patients, ce qui
constitue une amélioration
thérapeutique majeure.

2009 §5 201

NIECT pour 2 Benznidazole

la maladie Traitement plus

du sommeil facile et plus str

100 % des patients P:’tul_' lteSdenIants
hasel2 atteints de la

cnpnase maladie de Chagas

2010 Ky 2011

SSG + PM ‘ Nouveau

leishmanione
viscérale en
Afrique de UEst
Maintenant

17 ligne dans
tous les pays

Abordable

Huit traitements ont été développés par DNDi depuis 2007.

traitement de
la leishmaniose
viscérale en
Asie

Aide a l'élimination
des maladies

/) Adapté au terrain

La clé est dans le partenariat : lecons

pour le futur

Le modele collaboratif de DNDi est dédié a l'in-
novation (Figure 26). Il est fondé sur le partena-
riat. Depuis quinze ans, nous en avons appris
les clés : partager une vision globale, partager
les objectifs, partager les succes, se compléter,
ne pas dupliquer, se faire confiance, apprendre
a se connatitre... C'est le fondement que DNDi
tente de réaliser dans tous nos projets, dévelop-
pés dans des cultures et partenariats toujours

différents.

2016
Thérapie
superbooster
Un traitement plus
efficace pour les
enfants séropositifs
qui souffrent aussi
de tuberculose

2018

Fexinidazole :
un changement

de paradigme
pour la maladie
du sommeil

") Non breveté
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Il faut continuer a encourager la collaboration dans la recherche de traitements.

Cette stratégie est généralement gagnante :
TB-Alliance vient de mettre sur le marché le
prétomanide dans la tuberculose multirésis-
tante ; MMV a développé un nouveau traitement
dans le paludisme...

Ce modele montre qu'il est possible d'apporter
linnovation aux malades jusque-la négligés.



Partie 2

Nouvelles approches
thérapeutiques







Petites et grosses

molécules dans
le Iraitement

des CAILCET'S

Jean-Pierre Armand est médecin cancérologue, senior consul-

tant a I'nstitut Gustave Roussy’ ou il a créé le Département
d’innovation thérapeutique et d’essais précoces (DITEP), qui

développe des recherches en phase clinique 1 sur les médica-

ments anticancéreux.

En tant que médecin, cancé-
rologue, j'ai développé des
recherches dans la phase
clinique 1, a savoir celle qui
consiste a proposer, en cancé-
rologie, des nouveaux médica-
ments a des malades en échec
thérapeutique. Le médecin
devient alors un avocat qui a
suivi le travail de recherche
de molécules actives synthé-
tisées par les chimistes, sou-
vent depuis quinze ans, et qui
essaye de faire de cette molé-
cule un médicament.

Les médecins n'ont jamais
inventé de médicament, leur
art consiste simplement a

1. www.gustaveroussy.fr

prendre un poison, a doser son
action, a U'améliorer et puis
essayer de démontrer que le
rapport bénéfice/risque est
positif. Il faut de la volonté pour
ce développement tres parti-
culier et il faut étre tres proche
des chimistes et/ou des biolo-
gistes qui ont inventé les médi-
caments. Le médecin travaille
avec eux, respecte leur travail
et essaie de faire en sorte que
le résultat de cette coopération
aboutisse a une molécule utile
pour les malades.

Dans ce cadre, le chimiste
Pierre Potier, ancien pré-
sident de la Fondation de la
Maison de la chimie, avait eu la
grande gentillesse et la grande
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Tumeur dans un cancer du sein :
A} mammographie du sein porteur
de la tumeur ; B] photographie de
la tumeur.

Image issue d'une IRM (Imagerie
de Résonance Magnétique] du
cerveau d'un patient avec des
métastases. A} Non contrasté ;
BJ non contrasté aprés
administration d'un révélateur
[motexafin gadolinium].

amitié de me confier l'étude en
phase 1 de ses deux grands
médicaments anticancéreux,
le Taxotére et la Navelbine,
quand ces molécules ont quitté
la derniére souris pour étre
proposées a 'lhomme.

’I Les traitements
anticancéreux

La Figure 1A est la mammo-
graphie d'un sein cancéreux
et la Figure 1B est la photo
de la tumeur de ce cancer du
sein enlevée par le chirurgien
quand il a réalisé une mastec-
tomie, c’'est-a-dire l'ablation
du sein. Sur la piece opéra-
toire, on voit la tumeur (en
blanc), avec tous ces aspects
stellaires qui témoignent de
U'envahissement des tissus,
comme on le voit déja sur la
mammographie. On est devant
une situation liée a une mala-
die locale, pour laquelle on
utilisait la plupart du temps
des traitements locaux.

Il existe différents moyens de
traitement des cancers.

Les premiers traitements
locaux dans Uhistoire étaient
chirurgicaux : les Egyptiens
traitaient déja chirurgicalement

les cancers. L'un des premiers
progres a été la radiothérapie
qui, au-dela du scalpel, permet-
tait de réaliser une destruction
tumorale par des radiations
ionisantes dans un volume
défini autour de la tumeur pri-
mitive. On arrivait donc ainsi a
un bien meilleur controdle local
du traitement et une limitation
de son extension a distance.

En effet, lors du développe-
ment de métastases?, le traite-
ment local ne suffit plus et un
traitement systémique devient
nécessaire. Dans ce but, au-
delad des cytotoxiques®, deux
types de molécules ciblées
sont utilisées, des grosses et
des petites, qui présentent
chacune un intérét spécifique,
comme nous allons le voir par
la suite. Le cancer du cerveau
en particulier a des métas-
tases (Figure 2), alors qu’elles
sont moins fréquentes dans le
cancer du sein au moment du
diagnostic (entre 4 et 6 % des
cas). La plupart du temps, on
retrouve, avec des pourcen-
tages différents, ces métas-
tases au niveau de l'os, de la
plevre, du poumon, du foie ou
des ganglions. On ne peut pas
les traiter toutes individuelle-
ment par radiothérapie, d'ou
l'utilisation de traitements
systémiques, qui sont la plu-
part du temps injectés par voie
intraveineuse et par voie orale
dans certains cas.

2. Métastase : tumeur formée a
partir de cellules cancéreuses
qui se sont détachées d'une pre-
miere tumeur (tumeur primitive)
et qui ont migré par les vaisseaux
lymphatiques ou les vaisseaux
sanguins dans une autre partie du
corps ou elles se sont installées.
3. Cytotoxique se dit d'une
substance toxique pour une espéece
de cellule.



La derniéere voie qui se déve-
loppe est le traitement spé-
cifique, qui va permettre la
médecine de précision.

Le traitement médical
des cancers

2.1. La chimiothérapie

Dans la Figure 3, trois dames
en hopital de jour de chimio-
thérapie sont traitées pour un
cancer du sein. Elles portent
un fichu sur la téte car ces
chimiothérapies utilisent des
molécules antiprolifératives
détruisant tout ce qui proli-
fere : les cellules malignes®,
mais aussi les globules blancs,
les racines des cheveux et la
muqueuse intestinale. Ces
thérapies sont assez brutales,
avec des effets secondaires
difficilement acceptables, mais
elles ont guéri, par exemple
des cancers généralisés
des testicules, des maladies
d'Hodgkin®, ou encore des lym-
phomes®.

Le terme chimiothérapie, signi-
fiant un traitement d'origine
chimique, est devenu un mot
générique pour parler des trai-
tements du cancer du sein et
des autres types de maladies.

2.2. De la découverte d’une
cible au médicament utile

Les traitements anticancéreux
évoluent. Actuellement, nous
sommes dans une situation

4. Cellules malignes : tumeurs dont
la tendance est a une croissance
rapide et a une généralisation.

5. Maladie d'Hodgkin : forme de
cancer du systéeme lymphatique.
6. Lymphome : cancer du systeme
lymphatique qui se développe aux
dépens des lymphocytes.

Une salle de chimiothérapie du cancer du sein.

semblable a celle vécue avec
les antibiotiques ou Pasteur
découvrait le microbe mais
n'avait aucun outil pour le
contréler, et cinquante ans
aprés, Fleming, mais apres
beaucoup de recherches,
découvrait, certes, un peu par
hasard la pénicilline (Figure 4).
Il a fallu cinquante ans pour
passer de la reconnaissance
d'une cible, le microbe, a un
médicament utile.

Pour le cancer, ce délai de
cinquante ans est maintenant
raccourci parce que dés qu’'on

A Louis Pasteur a découvert les microbes ; B] Fleming, cinquante ans
plus tard, a découvert la pénicilline.
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Cytoplasme

F/gure 5

Biologie de la cellule telle que
représentée en 1975 : les cellules
étaient décrites a partir d'un noyau
et d'un cytoplasme.

découvre une cible mutée
responsable d'un cancer, on
recherche un médicament
pour la contréler. La recon-
naissance d'une cible permet
ainsi le dépot d'un brevet. On
sait donc maintenant télesco-
per le temps qu'il fallait entre
la découverte de la cible et la
et la mise a disposition de la
molécule utile.

Les connaissances sur la
cellule se sont développées
en cinquante ans. En 1975,
quand j'ai commencé mes
études en cancérologie a
Toulouse, j'apprenais que la
cellule était faite d'un noyau
et d'un cytoplasme (Figure 5),
on n’en savait pas grand-chose
d'autre. Certaines se multi-
pliaient tres vite, et c’était
hélas l'un des privileges des
cellules cancéreuses.

La Figure 6 illustre ce que l'on
connait actuellement sur la
cellule, a savoir un systéeme
beaucoup plus complexe,

BRIM A2

Biologie de la cellule actuellement : une cellule posséde une organisation
complexe, avec toute une série de voies de signalisation.

avec toute une série de voies
de signalisation. C'est ['étude
de la cellule cancéreuse elle-
méme qui a permis d’identifier
toutes ces voies et leurs alté-
rations. Celles-ci comportent
elles-mémes toute une série
d’étapes, qui seront des cibles
a une intervention par chimie,
a un certain stade du dévelop-
pement cellulaire.

La complexité de ce réseau
des voies de signalisation cel-
lulaires, qui trouve une ana-
logie étrange avec le métro
parisien (Figure 7), explique
U'une des difficultés du traite-
ment du cancer. Chaque fois
qu'on intervient sur une de
ces étapes pour bloquer une
signalisation, il se passe un
évenement adaptatif : la cellule
trouve le moyen de contourner
ce blocage par d'autres voies
et d'aboutir finalement a la
multiplication cellulaire.

Nous travaillons donc sur un sys-
téme qui est complexe et pour
lequel nous devrons prévoir
plusieurs cibles pour que nos
interventions soient efficaces.

Ainsi, alors que la vision simple
du cancer de 1970 a 2000 était
celle d'une cellule qui se
reproduisait plus ou moins
vite et dont il fallait bloquer la
prolifération (Figure 8), cette
vision a évolué dans le temps.

Le xx° siécle et les
premiéres molécules
anticancéreuses

Pierre Potier (Figure 9) était
un grand chimiste, directeur
d'un important laboratoire de
recherche du CNRS, Ulnsti-
tut de chimie des substances
naturelles (ICSN). Quand le
cancer a touché sa famille, il
a décidé de le combattre et s’y



CANCER

Schématisation des voies de signalisation d'une cellule cancéreuse, qui se comparent au métro parisien !

investir a travers son domaine
d’'expertise : la chimie. Il a mis
au point la derniére molécule
cytotoxique du xx°® siecle. Il en
a confié le développement a
une société francaise, Rhone-
Poulenc (devenue Aventis
puis Sanofi] pour fabriquer
un premier médicament qui a
actuellement une dimension
mondiale et qui a rapporté des
revenus importants au CNRS

grace au brevet qu'il a déposé.
Pierre Potier a permis, par son
travail de chimiste a U'ICSN,
d'aboutir a 'hémisynthése du
Taxol, et a la synthése com-
pléte d'un analogue beaucoup
plus puissant et plus actif, le
Taxotére (Figure 9), médica-
ment essentiel en 2020 dans le
traitement du cancer du sein.

Et ce n'était pas sa seule molé-
cule anticancéreuse ! ll est rare
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On est passé d'une vision simple
du cancer a une vision complexe.

Pierre Potier a découvert ce qu’on
peut considérer comme l'un des
grands médicaments du xx° siecle,
3 savoir le Taxotéere, molécule
anticancéreuse dérivée des feuilles
d’if.
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Médicament Glyvec (STI-571].

qu'une personne crée deux
molécules actives dans sa vie.
Pierre Potier en a inventé une
deuxieéme, la Navelbine, dont il
a confié le développement aux
laboratoires Pierre Fabre et qui
est devenue un médicament de
référence dans les cancers du
poumon et du sein.

Les chimistes francais furent
tres actifs dans cette deuxiéme
moitié du xx® siecle, qui fut
une période excessivement
riche dans le développement
de molécules qui ont eu un
développement mondial a par-
tir d'inventions provenant la
plupart du temps du CNRS, de
Ulnstitut national de la santé
et de la recherche médicale
(INSERM] ou de petites Biotech
proposant secondairement
leurs molécules au dévelop-
pement clinique des grandes
compagnies pharmaceutiques.

Le xxi siécle et
le développement de
la médecine de précision

4.1. La thérapie de ciblage
des cellules tumorales

On s’oriente a présent vers de
nouveaux types de médicaments

avec un meilleur ciblage des
cellules tumorales. Le premier
de ces anticancéreux cible un
gene de fusion d'un chromo-
some : BCR-ABL (Figure 10).

Les chimistes d'une société
suisse ont créé des molécules
actives pour bloquer son acti-
vité : c’est la naissance du
médicament Glyvec (STI-571),
actif sur les leucémies et une
forme de sarcome, le GIST.

Ce médicament a d'ailleurs
failli disparaitre parce que son
marché n’était pas suffisant
pour étre rentable, bien que
les cliniciens lui aient reconnu
une activité authentique. Les
médecins ont di se battre
pendant dix ans pour obtenir
que cette molécule devienne
un médicament, c’est-a-dire
qu’'elle soit développée en
phases 1, 2 et 3, et enregistrée
a la FDA puis proposée pour le
soin. Ce type de situation n’est,
hélas, pas exceptionnel pour
les molécules efficaces dans
les maladies orphelines.

La vision du cancer a changé
entre 2000 et 2010 : la cel-
lule tumorale peut maintenant
étre définie par une mutation
(Figure 11).

Chromosome 9

Chromosome 22

Chromosome 9+

BCR-ABL




Cellule tumorale

Personnalisé

et prédictif

Thérapies de ciblage des tumeurs

La thérapie devient ciblée sur
la mutation quand elle existe
et est reconnue comme res-
ponsable du développement
anarchique de la cellule
(Figure 12), c’est pourquoi on
parle de médecine de pré-
cision. On est passé a une
vision différente de ce qu'était
la maladie d'un organe (qu’il
s'agisse du poumon ou d'une
tumeur cérébrale)] a une
maladie identifiée par une ou
plusieurs mutations, précise,
prédictive de l'effet thérapeu-
tique. Il n’y a pas un cancer du
sein mais différents cancers
du sein dont certains partagent
des mutations avec d’autres
cancers (estomac] dont le

traitement ciblé sera le méme
(Herceptine).

4.2. Les grosses molécules
en thérapie anticancéreuse :
les anticorps monoclonaux

Les thérapeutiques ciblées
utilisent soit de grosses
molécules, soit de petites
molécules : ce sont les anti-
corps monoclonaux issus de
la biothérapie (Figure 13). Leur
nom se termine par mab.

A leur cdté, on retrouve les
petites molécules issues de la
recherche chimique, qui sont
souvent des inhibiteurs de
l'action de protéines, et dont
les noms se terminent par nib.

Au xxF siécle, la cellule cancéreuse
est définie par une mutation.

La médecine de précision
révolutionne les thérapies
anticancéreuses en ciblant
la mutation seule.

Les anticorps monoclonaux

font partie des grosses
molécules utilisées en thérapies
anticancéreuses.
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Les anticorps monoclonaux

acceptés par la FDA connaissent
une croissance constante depuis

Actuellement, les anticancé-
reux de nouvelle génération
se distribuent entre ces deux
types de molécules.

Les grosses molécules sont
beaucoup plus souvent issues
du domaine de la biologie
associée a la chimie que du
domaine de la chimie pure.
Ces molécules, fabriquées a
partir de cellules meéres, sont
spécialement préparées et
immortalisées pour produire
des anticorps monoclonaux
spécifiques dont la fabrication
est colteuse.

Contrairement a la synthese
par réaction chimique des
petites molécules, il est tres
difficile de fabriquer des géné-
riques de ces grosses molé-
cules ; on obtient ce qui est
appelé des « bio-similaires »,
c’'est-a-dire quelque chose qui
ressemble a la grosse molé-
cule mais qui n’en est pas une
copie exacte.

Ces grosses molécules doivent
étre injectées par voie intra-
veineuse, car par voie orale,
elles sont détruites par 'acide

1997. chlorhydrique dans l'estomac
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et n'auront donc aucun effet.
Elles ciblent les antigenes de
la surface de la cellule can-
céreuse. Leur fabrication est
complexe. Les laboratoires
Pierre Fabre de Saint-Julien-
en-Genevois (voir le Chapitre
de J.-F. Haeuw dans cet
ouvrage Chimie et nouvelles
thérapies, EDP Sciences,
2020) possédent une unité
de recherche qui découvre et
fabrique des anticorps mono-
clonaux.

La Figure 14 montre le nombre
des nouvelles molécules de ce
type produites depuis 1997 :
chaque année, un nouveau
médicament est enregistré a la
Food and Drug Administration
(FDA). Ces nouveaux médica-
ments ont fait le succes de
laboratoires comme Roche,
qui actuellement a inventé
beaucoup de ces molécules
a travers sa filiale Genetech.

Les anticorps monoclonaux
sont produits par un clone de
cellules spécialisées du sys-
teme immunitaire, les plasmo-
cytes. Ils sont tres largement
utilisés en biologie et en méde-
cine, a la fois comme outils de
diagnostic et dans des buts
thérapeutiques. Leur produc-
tion in vitro est tres difficile a
cause de la faible durée de vie
des plasmocytes. In vivo, leur
production était obtenue en
injectant chez l'animal un anti-
gene donné puis en extrayant
dans le sang des anticorps pro-
duits. Cette méthode tres col-
teuse et peu productrice a été
révolutionnée : l'élaboration de
la technique des hybridomes
par César Milstein et Georges
Kohleren en 1975 a permis
d'obtenir une plus grande
quantité d'anticorps mono-
clonaux a faible codt. Cette
avancée majeure leur a valu



le prix Nobel de médecine en
1984. Cette technique consiste
a injecter l'antigéne que l'on
cible a une souris puis a en
prélever, au bout de quelques
semaines, les cellules de la
rate. Parmi ces cellules se
trouvent des plasmocytes, qui
secretent des anticorps dirigés
spécifiquement contre l'anti-
gene injecté. Ces plasmocytes
sont fusionnés avec des cel-
lules de tumeur appelées cel-
lules myélomateuses (cellules
cancéreuses immortelles)
grace a l'ajout de polyéthy-
léne glycol (PEG), qui induit
la fusion membranaire. Cela
permet d’'obtenir des hybri-
domes, qui ont la capacité de
se multiplier plus rapidement
que les cellules de départ et
de fabriquer indéfiniment dans
des incubateurs les anticorps
spécifiques. On isole ainsi
quelques clones cellulaires
producteurs qui pourront étre
conservées dans 'azote liquide
et font l'objet d’un brevet de
fabrication particulier.

L'intérét de l'utilisation des
anticorps monoclonaux pour
un traitement anticancéreux
détruire les antigénes ciblés
des cellules tumorales. On
peut soit utiliser les anticorps
produits seuls (anticorps nus)
qui, en s’attachant a la cel-
lule, entratneront sa mort, soit
les anticorps associés a une
autre molécule comme une
toxine ou un produit radioactif.
L'anticorps sert dans ce cas a
amener a la cellule tumorale
l'élément qui va la détruire.

Cependant, comme la plupart
des anticorps monoclonaux
sont produits par des cellules
de rongeurs, on peut obser-
ver une réaction immunitaire
lors de leur injection chez un

patient. Cette réponse inac-
tive progressivement l'action
bénéfique de Llanticorps
monoclonal ; pour remédier
a ce probleme, on produit des
« anticorps chimériques » et
des « anticorps humanisés ».
Les anticorps chimériques
sont obtenus par greffe de
parties d'immunoglobuline
humaine sur des anticorps de
souris. Les anticorps huma-
nisés sont produits par fer-
mentation microbienne ou
par des souris transgéniques.
Ils sont ainsi potentiellement
mieux tolérés dans l'orga-
nisme humain. La Figure 15
montre ces différents types
d'anticorps pouvant se fixer
sur les antigénes de la sur-
face de la cellule cancéreuse
pour conduire a sa destruction.
Leur nom permet de les recon-
naitre : ceux produits totale-
ment par l'animal se termine
par momab, les chimériques
se terminent par ximab, les
humanisés par zumab, et ceux
produits dans des cellules
humaines par mumab.

On peut combiner 'action thé-
rapeutique de ces anticorps
avec celle des molécules cyto-
toxiques en utilisant des anti-
corps armés par une molécule
cytotoxique trés agressive que
l'on ne pourrait pas injecter
mais qui est ainsi guidée vers
sa cible par Uanticorps : on
cumule ainsi les actions des-
tructrices de l'anticorps sur
l'antigéne et du cytotoxique

Les différents types d’anticorps
monoclonaux.

Fab

Fc

Anticorps
de murin
«momab »

YYY

Anticorps Anticorps Anticorps
chimérique humanisé humain
souris-humain  « zumab » « mumab »

«ximab »
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Des petites molécules qui ont été
prometteuses contre le cancer.

SUS416
MW = 238,29

Sugen 5416

sur la cellule et son environ-
nement.

L'Herceptine, anticorps
monoclonal humanisé du type
zumab, est le médicament qui,
s'iln’a pas révolutionné le trai-
tement de tous les cancers du
sein, a néanmoins révolutionné
les 20 % de ces cancers qu’on
n'arrivait pas a controler. Ces
20 % ont une mutation dite
Her2 positive d'un antigene de
surface de la cellule cancé-
reuse. Quand cette expression
est détectée, on propose d'em-
blée au malade la combinaison
de deux outils thérapeutiques :
la chimiothérapie classique
plus proche du Taxotére, com-
binée a l'Herceptine, ou mieux,
une molécule hybride.

4.3. L'action des petites
molécules : un réle inhibiteur

Les petites molécules de la
seconde famille, d'origine
chimique, sont souvent des
inhibiteurs de la thyrosine
kinase, enzyme jouant un
role essentiel dans la signa-
lisation cellulaire. C'est une
approche difficile de chimiste
pour concevoir ces molécules
qui doivent pénétrer dans la
cellule pour aller cibler et inhi-
ber avec précison la protéine
en cause. Contrairement aux
anticorps monoclonaux, la
recherche est ici longue, mais
une fois reconnue, la fabrica-
tion est peu colteuse.

Ces petites molécules peuvent
étre facilement administrées

SU6668
MW =310,36

\
oOH

N
W Sugen 6668

par voie orale, mais il faut
rigoureusement respecter
le traitement et la posologie
car elles sont toxiques. Ce
sont des molécules qui sont
actives sur des cibles mutées
ou amplifiées.

La Figure 16 montre quelques
exemples de ce type de molé-
cules prometteuses. On peut
citer le le Sugen 11249, qui a
plusieurs cibles, dont la plus
importante est la protéine
endothéliale de croissance
VEGF’. Elle favorise l'angio-
genése, indispensable a la
prolifération des cellules can-
céreuses. La premiére étude
clinique, réalisée a Ulnstitut
Gustave Roussy, a controlé la
maladie de trois cancers du
rein trés résistants sur quatre,
résultat ensuite confirmé sur
des centaines de malades.

De la méme biotheque Sugen,
cette autre molécule, le
Crizotinib, ciblant Alk, une
mutation rare (5 %) du cancer
du poumon, a été le premier
médicament de référence
dans les traitements ciblés
des cancers du poumon ayant
cette mutation, car 90 % des
malades répondent au trai-
tement.

7.VEGF : protéine dont le réle dans
l'organisme est de déclencher la
formation de nouveaux vaisseaux
sanguins (angiogenése) nécessaire
pour accompagner la croissance
des tissus et le développement des
organes du corps humain.

N NH,

‘ N H Cl
dN )
HN

Sugen (pfizer) Crizotinib



C’est donc une thérapie de
précision, trés ciblée selon
le sous-type de cancer rare
du poumon. Les médecins ont
encore d{ se battre pour faire
avancer le développement de
cette molécule pour une mala-
die orpheline.

4.4. La médecine de précision
et la sélectivité génétique
des mutations

Pour étre efficace, la médecine
de précision doit sélection-
ner les malades pour iden-
tifier la mutation a cibler. La
Figure 17 montre une cohorte
de malades atteints de can-
cers du sein par exemple,
pour lesquels, quand on dis-
pose d'une molécule comme
l'Herceptine, on obtiendra un
taux de réponse de l'ordre de
10 % peut-étre, ce qui est peu,
puisque 90 % auront recu le
médicament inutile.

Il faut donc identifier préala-
blement la mutation et ne trai-
ter avec la molécule que les
malades qui ont la mutation
sur laquelle la molécule est
active ; on obtient alors des
réponses positives de l'ordre
de 50 a 60 %.

Actuellement, on identifie
ainsi dans le cancer du sein
toute une série de maladies
différentes qui ont des pro-
fils différents. Les mutations

sont identifiées en phases cli-
niques 1/2 a partir de biopsies
réalisées sur les tumeurs. La
Figure 18 montre l'exemple
d'une biopsie réalisée sur une
métastase du cancer du foie :
une aiguille creuse, avec un
systéme a guillotine, est plan-
tée dans la métastase, et le
prélevement est analysé par
un biologiste moléculaire.
Ce profil génomique évolue
chez un méme malade avec
l'évolution dans le temps de
la maladie.

Le génotypage de 'ADN des
biopsies est alors réalisé
par des robots ; un exemple
des résultats est représenté
Figure 19. On y observe une
des mutations FGFR trés peu
fréquente de thyrosine-kinase
qui amplifie le développement
anarchique cellulaire et qui est
observée dans le cancer des
voies biliaires.

Comme nous disposions d'une
molécule connue comme
ciblant la mutation FGFR,
nous l'avons proposée a ces
malades, et c'est devenu le
médicament de référence dans
ce cancer du cholédoque avec
cette mutation.

Ce cancer est certes moins
fréquent que le cancer du pou-
mon ou du mélanome. Ainsi,
le traitement des vingt pre-
miers malades qui ont une
mutation spécifique a donné

* TERT v PGEs FGRRIOP? ™ | Rkl
roacA  NED + E 3
| ¥ L
o | k || | | i 1 i Bl
. T T il il | § gl |
. '—-——:-*—w-l—-— - - i‘v'ﬁ e = l“ﬂ .'-.r[Tn_lrL\- |"_"
Yy e el Ll .,,.,....,LJ B 1A UHIRY ReN
CDRN2A P‘IIN T AKTI ]
CDENIB
, CDR4

HES K

pe00080 400300000
$000080 400180000

o
. Génotypage )

I

La médecine de précision
nécessite un génotypage préalable.
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Schématisation d’une biopsie :
l'aiguille est plantée dans la
métastase.

¢

Le génotypage d'une tumeur met
en évidence la mutation FGFR.
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Effet d’'une molécule inhibitrice
sur une mutation qui commande

la multiplication cellulaire

les résultats représentés
sur la Figure 20. Tout ce qui
est en dessous de la ligne de
base montre que la tumeur a
diminué, ce qui est au-dessus
montre qu'elle a progressé.
Quand la mutation commande
effectivement la multiplica-
tion cellulaire, les résultats
de disparition de tumeur sont
impressionnants.

4.5. Les limites rencontrées

La Figure 21 montre 'exemple
d'un mélanome pour lequel
1 kg de métastase sous-cuta-
née s'est développé a partir de
cette tumeur noire de la peau
(Figure 21A). La cible identifiée
esticila mutation de la protéine
BRAF, qui joue un rdle fonda-
mental dans la croissance et
la survie des cellules cancé-
reuses. Le malade a été traité
avec un inhibiteur de cette
mutation. Sans traitement, il
serait décédé en deux mois.
Aprés quinze semaines de trai-
tement, la maladie a comple-
tement disparu (Figure 21B).
Malheureusement aprées vingt-
trois semaines de traitement,
on observe une rechute et une
situation aussi désespérante
qu’au début. Le génotypage de
la biopsie sur cette deuxieme
maladie, qui est toujours un
mélanome, n’identifie plus la

mutation BRAF mais une autre
nouvelle mutation, MEK.

C'est la que se situe le pro-
bléme du cancérologue actuel-
lement : il n’y a pas un seul
turbo par cancer mais toutes
une série de turbos potentiels,
et quand on réussit a controler
une premiére mutation, une
deuxieme se met en marche.
Dans le cas de ce malade, on
a controlé la rechute avec un
anti-MEK qui a marché une
deuxieme fois, puis un an et
demi apres, il peut y avoir un
redémarrage de la maladie
avec une nouvelle mutation
(Figure 22).

Dans l'exemple du mélanome,
aprés l'échec de l'anti-BRAF,
nous avons donné un anti-MEK
qui a fonctionné un moment,
avec le méme probleme de
rechute et d’échappement a
MEK (Figure 23).

On doit finalement considérer
deux types de cancer : celui
qu’on voudrait voir mais qu’on
ne voit pratiquement jamais, le
«cancer stupide », pour lequel
iln’y a qu’un type de mutation,
ou peu de mutations avec une
seule qui est dominante. Dans
ce cas, le traitement est effi-
cace et la résistance est rare.
Mais la plupart du temps, on a
des cas de « cancers tres intel-
ligents », trés adaptatifs avec
plusieurs mutations « driver »
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Inhibiteur du géne B-RAF dans le mélanome
(Mutation du V600E BRAF) NEJM 2010
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Inhibiteur de la voie de Hedgehog
dans le carcinome basocellulaire
(Mutation du PTCH) NEJM 2010
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Inhibiteur du lymphome kinase dans le
cancer du poumon non a petites cellules
(Translocation du lymphome kinase) NEJM 2010
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0 12 Avant BRAFi Aprés 15 semaines Apreés 23 semaines

Mois de BRAFi de BRAFi
Figure 21

Photographie d'un malade atteint d’'un mélanome : A] au début du traitement ; B) aprés quinze semaines
de traitement ; C] vingt-trois semaines apres le traitement.

Les cancers sont adaptatifs.

Les mutations possibles du
mélanome sont nombreuses.
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qui commandent la multipli-
cation ; il faut dans ce cas lut-
ter avec plusieurs molécules
ensemble. On a limpression
de courir en vain apres la gué-
rison.

Cette adaptabilité des cellules
cancéreuses explique la limite
des thérapeutiques ciblées et
cela, qu’elles utilisent des
grosses ou des petites molé-
cules.

Limmunothérapie :
la thérapie qui
met en jeu les cellules
immunitaires

Toutes les thérapies précé-
dentes ciblent la cellule can-
céreuse soit avec un anticorps
monoclonal, soit avec une
petite molécule inhibitrice de
la tyrosine kinase.

L'immunothérapie, elle,
change de paradigme et cible
directement les cellules immu-
nitaires, les lymphocytes, dont
'action se trouve donc paraly-
sée dans le cancer, permet son
éclosion et son développement
(Figure 24), alors qu’elle est
reconnue comme « non soi ».

A partir du schéma rela-
tivement complexe de la
Figure 25, il faut retenir que
le lymphocyte T est l'acteur
le plus important. C'est une
cellule dendritique présenta-
trice d’antigénes (APC] qui va
lui apporter les informations
utiles a combattre le cancer
(Figure 25A).

Ces informations passent par
quelques vecteurs : antigéne 4
associé au lymphocyte T cyto-
toxique (CTLA4), protéine pro-
grammée 1 (PD1) ou ligand
de mort cellulaire program-
mée (PDL1) (Figure 25B). On
a découvert que les vecteurs

PDL1 et CTLA4 paralysaient
activité des lymphocytes et on
a fabriqué des anticorps mono-
clonaux anti-PDL1 et CTLA4.
Deux prix Nobel de médecine
ont récompensé ces travaux
en 2018.

On voit sur la Figure 26A
l'image d'un cancer du pou-
mon avec toutes les opacités
qui montrent une situation
métastatique. Sur la biopsie
correspondante (en bas], on
peut voir quelques rares élé-
ments cellulaires noirs, qui
sont des lymphocytes mais
qui n‘ont pas d'activité et
n‘arrivent pas a controler la
maladie. Apres un traitement
par un anti-PD1 (Figure 26B),
l'image de la biopsie montre
la présence de nombreux élé-
ments cellulaires noirs, donc
de lymphocytes ; ils ne sont
plus inhibés mais sont actifs,
comme le montre la réduction
des métastases sur l'image
scanner correspondante du
poumon.

Ce nouveau champ de
recherche est énorme. La
Figure 27 présente quelques-
uns des anticorps actuelle-
ment en développement sur
des récepteurs d’activation ou
des récepteurs d’inhibition. Ils
peuvent étre combinés pour
une plus grande efficacité
(PD-1 + CTLA-4).

Un autre intérét de l'immu-
nothérapie est que ces lym-
phocytes existent dans tous
les types de cancer, chez tous
les malades et que l'on peut
prétendre les activer pratique-
ment dans toutes les situa-
tions. La Figure 28 représente
la trentaine de cancers iden-
tifiés comme étant sensibles
aux immunothérapies anti-
PDL1. Par exemple, alors



qu’'avec le mélanome on allait
d'échec en échec, on observe
maintenant une disparition
complete et permanente
méme, apres l'arrét du trai-
tement, sur 10 % des malades.
C’est le cas par exemple d’un

patient jeune que nous avons
traité et qui avait 100 g de
métastase de mélanome dans
le cerveau ; ces métastases
ont disparu aprés deux mois
de traitement, et de facon
définitive apres cing mois

Paradigme historique :

ciblage de cellules tumorales

Nouveau paradigme :
ciblage de cellules immunitaires

Cellule tumorale

Lymphocyte

Lymphocyte T Cellule présentatrice d'antigene

Production de cytokines

Lymphocyte T

Cellule présentatrice d’antigéne
Récepteur des —Antigéne

Nouveaux
signaux co-
inhibiteurs

Pré-traitement

Pré-traitement

En traitement
~ 4 semaines

vs)

Post-cycle 2

Dans le paradigme historique,

on cible la cellule cancéreuse
par une petite molécule ou un
anticorps monoclonal. Avec
l'immunothérapie, on passe par
le lymphocyte et d'autres cellules
immunologiques.

Schéma des interactions entre
cellules et lymphocytes par ses
antigénes et les récepteurs : A
lorsque le lymphocyte est activé ;
BJ lorsqu'il est inhibé.

Photographie et biopsie de
métastases dans un cancer
du poumon, avant [A] et aprés
traitement par anti-PD1 (B).

2
()
o
=
©
O
(9]
[
o]
-~
=
QEJ
3]
i
o
-~
<
(9]
c
)
o]
1%}
Q<
S ]
O
Q
g
(9]
<)
0
(g
o
>
-~
)
(%}
)
=
=
)
Q.




Chimie et nouvelles thérapies

122

Anticorps de récepteurs
d’activation ou d’inhibition
de lymphocyte T en cours de
développement.

Les cancers sensibles aux

immunothérapies anti-PDL1.

Activation
des récepteurs
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de traitement. Le travail du
cancérologue a ensuite été
de convaincre son entourage
professionnel qu’il pouvait
sans probleme reprendre son
activité professionnelle anté-
rieure de pilote d'avion, trois
ans aprés sa guérison.

Ce sont des situations qu’on
n‘imaginait pas avec les
chimiothérapies antiprolifé-
ratives précédentes.

L'objectif actuellement est
donc d'améliorer ces 10 % de
réponses positives, et notam-
ment dans le cas de l'échec




des petites molécules. Lastra- des thérapeutiques petites
tégie consiste donc a coupler molécules ciblées et de ces
les deux approches (Figure 29).  anticorps monoclonaux d'im-
On commence a mettre en munothérapie dans plusieurs
place la combinaison a la fois  situations d’évaluation.

Thérapie immunitaire Thérapie immunitaire
ciblée ciblée

Mois Mois

Thérapie de ciblage
de tumeur et
immunitaire ciblée

Mois

Le futur des traitements anticancéreux

Les immunothérapies sont porteuses d’espoirs
mais leur toxicité reste un probleme. Aucun
médicament efficace n’est dénué de toxicité.
Plusieurs types de toxicité se retrouvent en
immunologie. La toxicité cutanée n’est pas tres
grave, elle peut étre responsable d'un prurit
(Figure 30). En revanche on peut avoir des
toxicités hépatiques, intestinales (type mala-
die de Crohn), ou cela peut méme conduire a
une destruction de U'hypophyse®. On a donc des
médicaments immunologiques qui sont tres
puissants, qui certes détruisent la tumeur, mais
qui parfois sont mal équilibrés et se retournent
contre les cellules normales de l'organisme.

8. Hypophyse : glande qui sécréte de nombreuses hormones.

La combinaison des thérapies
petites molécules ciblées et
immunothérapie par anticorps
monoclonaux sera-t-elle la solution
d‘avenir ?

Prurit sur des jambes, conséquence
d’un traitement immunologique.
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Evolution du prix mensuel d'un
traitement contre le cancer de
1960 a nos jours. Le codt du

traitement du cancer monte en

fleche avec les immunothérapies.

@ Médicaments individuels m.

== Prix mensuel médian (par période de 5 ans)

30

20
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[Lfaut donc trouver un ajustement subtil dans cette
immunothérapie pour garder Uefficacité, éviter la
toxicité et surtout la reconnaitre assez tot pour ne
pas poursuivre quand on a obtenu un bon résultat
sur le controle de la cellule cancéreuse.

Le second handicap est le colt tres élevé des
traitements, en particulier a leur sortie. Les
prix, certes, diminuent dans le temps quand
lutilisation du médicament est élargie a un
plus grand marché (Figure 317), mais n’a rien
de comparable aux cytotoxiques classiques.

Au-dela de la cancérologie, limmunothérapie
devrait demain avoir une place privilégiée dans
les maladies neurodégénératives, ainsi que
d'autres maladies chroniques.

Ainsi, en ce début du xx° siecle, petites et
grosses molécules ciblées ont bouleversé
les résultats observés dans le traitement des
cancers. La recherche translationnelle appro-
fondie des cancers et de leur résistance au trai-
tement conduit a lidentification de nouvelles
cibles thérapeutiques devant des maladies,
hélas encore, aux capacités d'adaptabilité et de
résistance d'une remarquable efficacité.




Ciblage des défauts
de T€Paration
de PADN : nouvelles

molécules
etapproches

thérapeutiques

utilisant 1a létalité
synthétique

Sophie Postel-Vinay est médecin chercheure a I'lnstitut Gustave
Roussy' dans le Département d’Innovation Thérapeutique et
d’Essais Précoces (DITEP), qui est dédié aux essais cliniques
de phase 1. Elle dirige une équipe ATIP-Avenir INSERM depuis
2018, avec une labellisation ARC recherche fondamentale, attri-
buée en 2019. Elle est lauréate du Prix Iréene Joliot-Curie 2019
de I’Académie des Sciences.

L'objectif de ce chapitre est
de présenter les développe-
ments récents de meédica-
ments ciblant la réparation de
U'ADN, un axe dans lequel des

1. https://www.gustaveroussy.fr/fr/
linstitut

progrés importants en théra-
peutique cancéreuse ont été
réalisés au cours des dix der-
niéres années.

Nous verrons brievement les
différentes voies de répara-
tion de 'ADN et parlerons en
particulier des inhibiteurs de
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Résistance
a la mort cellulaire

Induction
de l'angiogenése

Maintien de la signalisation
proliférative

Contournement
des suppresseurs
de croissance

Activation
de Uinvasion
et des métastases

Activation de limmortalité
réplicative

Caractéristiques de la cellule
cancéreuse
Source : Hanahan D.
et Weinberg R. A. (2000). Cell.

la protéine PARP réparatrice
de U'ADN, qui sont des médi-
caments maintenant approu-
vés et qui ont été développés
il y a une dizaine d'années.
Nous verrons comment on
peut aussi utiliser ces médi-
caments en combinaison avec
d'autres thérapies pour jouer
sur d'autres caractéristiques
de la cellule cancéreuse et
augmenter encore leur effica-
cité thérapeutique.

Dérégulation de
Uénergie cellulaire

Instabilité
et mutation
du génome

Poincons émergents

Empéchement
de la destruction
immunitaire

Inflammation
favorisant
les tumeurs

Caractéristiques habilitantes

Caractéristiques de la cellule cancéreuse, version actualisée en 2011
par ajout de la caractéristique instabilité génétique.
Source : Hanahan D. et Weinberg R. A. (2011). Cell.

Le cancer et la
réparation de CADN

1.1. Les caractéristiques
de la cellule tumorale

Les caractéristiques de la
cellule tumorale sont résu-
mées sur la Figure 1 : une
prolifération incontrolée, une
insensibilité aux signaux anti-
prolifératifs, une angiogenése’
incontrolée, la capacité de
métastaser?®, etc.

Le schéma de Figure 1, paru en
2000, a été repris en 2011 avec
l'ajout d’'une caractéristique
importante, a savoir linsta-
bilité génétique avec la pré-
sence de mutations en nombre
beaucoup plus élevé que dans
le reste des cellules de l'orga-
nisme (Figure 2).

1.2. Les syndromes
de prédisposition au cancer

Des études montrent que les
anomalies de la réparation
de UADN et les syndromes
de prédisposition au cancer
sont trés liés. Un exemple
connu en observation clinique
de syndrome de prédisposi-
tion au cancer est l'anémie’
de Fanconi, dans laquelle les
patients ont une mutation
dans une voie de réparation

2. Angiogenese : formation de
nouveaux vaisseaux sanguins a
partir de vaisseaux déja existants,
permettant a la cellule tumorale
d’étre approvisionnée en oxygéne
et en substances nutritives.

3. Métastase : migration de cel-
lules a partir d'une tumeur pri-
mitive pour migrer vers une autre
partie du corps et former un
second foyer tumoral.

4. Anémie : appauvrissement du
sang, caractérisé par la diminution
des globules rouges et provoquant
un état de faiblesse.



de UADN dans toutes les cel-
lules de leur organisme. Ces
patients sont prédisposés a
développer un type particu-
lier de cancer, généralement
des cancers du sang, mais ils
développent aussi des hémo-
pathies, des taches sur la
peau, des malformations des
pouces. Ils sont généralement
traités par chimiothérapie
cytotoxique.

Un autre exemple de syndrome
de prédisposition au cancer
concerne les anomalies de
BRCA1 et BRCA2, qui sont
deux génes intervenant dans
certaines voies de réparation
de UADN et qui prédisposent
aussi a certains types de can-
cers. La encore, il est intéres-
sant de voir que les patients
présentant des mutations de
ces génes dans toutes les cel-
lules de leur organisme ne
vont pas développer tous les
types de cancer mais plutét
des cancers du sein, des can-
cers de l'ovaire, des cancers
de la prostate, et plus rare-
ment des cancers du pancréas,
des cholangiocarcinomes®. Ces
patients sont traités en ciblant
les inhibiteurs de la protéine
PARP, qui intervient dans la
réparation de 'ADN.

Enfin, un troisieme exemple
est le syndrome de Lynch, lié
a une autre mutation dans une
autre protéine qui joue un role
dans la réparation de 'ADN
et induit d’autres types d’ano-
malies au niveau de la cellule
cancéreuse.

Il est intéressant de noter
que, si certains de ces can-
cers répondent bien aux
agents ciblant la réparation
de UADN, ils peuvent aussi

5. Cholangiocarcinome : cancer
des voies biliaires.

étre sensibles a l'immuno-
thérapie®. Nous verrons que
c’est, entre autres, parce qu’ils
accumulent certains types de
mutations a la surface de la
cellule cancéreuse, ce qui per-
met une reconnaissance beau-
coup plus facile de cette cellule
par les cellules immunitaires.
Ces cancers sont extréme-
ment sensibles a de nouveaux
médicaments d'immunothé-
rapie, les anti-PD-1 (voir le
Chapitre de J.-P. Armand dans
cet ouvrage Chimie et nouvelles
thérapies, EDP Sciences, 2020).

Monothérapies
anticancéreuses
a base d’inhibiteurs de
la réparation de CADN

2.1. Résumé des voies
de réparation de CADN

Plusieurs voies de réparation
existent qui sont activées selon
le type de dommage de 'ADN
(Figure 3) :

- on peut avoir de petits dom-
mages comme une cassure
d’un simple brin ou une petite
anomalie au niveau d'une
base de UADN. La réparation
passe par la voie « Base Exci-
sion Repair » (notée BER sur la
Figure 3) ;

- des dommages plus com-
pliqués peuvent se produire,
comme des ponts entre deux
bases, qui peuvent se situer
au niveau du méme brin ou au
niveau de deux brins différents.
Ce type d’anomalie est réparé
par la voie « Nucleotid Excision
Repair » (NER, Figure 3), qui

6. Immunothérapie : traitement qui
vise a stimuler les défenses immu-
nitaires de l'organisme pour lutter
contre les cellules cancéreuses.
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a lalkylation

S

BER
PARP1

IR . Selsdeplatine Agents
Dommagedld yy O

Erreurs de
réplication

| :
DBS-R + RS Qg:l{erN VP

Erreurs de

alkylants réplication

R MMR

Les principales voies de réparation
de l'ADN, selon le type de lésion.

est plus compliquée que la voie
BER;

- une anomalie trés simple est
la présence d'une base alky-
lée, ce qui peut étre réparé par
la voie « Direct Repair » (DR,
Figure 3) ;

- la derniere anomalie, qui
intervient dans le syndrome
de Lynch, est la voie de répa-
ration des mésappariements
(MMR) : c’est ce qui se produit
sil'on a par exemple une adé-
nine qui est mise face a une
cytosine’.

Il faut bien comprendre que,
lorsqu’une cellule réplique son
ADN, si n'importe laquelle de
ces lésions n'est pas correcte-
ment réparée, cela va conduire
a des cassures double brin,
qui sont des lésions extréme-
ment toxiques pour la cellule
(Figure 3). Si les deux brins de
'ADN sont cassés, la réparation
peut néanmoins se faire par des
voies spécialisées du « double
strand repair » (DSB-R).

Nous parlerons en particulier
par la suite des protéines sui-
vantes : les protéines PARP1
interviennent dans la voie

7. Rappelons qu’en temps normal,
l'adénine s'apparie a la thymine, et
la cytosine s’apparie a la guanine.

de réparation de la cassure
simple brin (BER] ; les pro-
téines BRCA1 et 2 jouent un
role dans la voie de réparation
double brin ; ERCC1 est une
protéine intervenant principa-
lement dans la voie de répara-
tion NER. Enfin, ATM (« Ataxia
Telangectasia Mutated ») et
ATR [« Ataxia Telangectasia
and Rad3-related ») sont deux
protéines jouant également un
role dans la régulation du cycle
cellulaire et la réparation des
cassures double brins.

ILfaut aussi souligner que tous
ces mécanismes de réparation
dépendent aussi de la phase
du cycle cellulaire (Figure 4).
L'industrie a maintenant réussi
a développer des médicaments
trés ciblés contre pratique-
ment chacune des protéines
qui sont importantes dans les
différentes phases de ce cycle
cellulaire et qui participent a
la réparation de 'ADN et au
contréle de la qualité de 'ADN
de la cellule.

Notamment, on a des médi-
caments qui ciblent ATM, qui
ciblent ATR, CHK1, qui jouent
ici au niveau du checkpoint
de S (mécanisme de détection
des anomalies agissant pen-
dant la phase de réplication de
UADN) et de G2/M (mécanisme
de détection des anomalies
agissant pendant la phase
de croissance et de prépara-
tion de la mitose), juste avant
la mitose®. Ceux qui ciblent
DNA-PK sont plus beaucoup
plus récents et ont été déve-
loppées il y a moins de cing
ans. WEE-1 est également une

8. Mitose : division de la cellule au
cours de laquelle chaque chromo-
some se divise pour donner lieu a
deux cellules filles.



Checkpoint de G2/M

Cassures de double brin avant tentative
de division cellulaire

Cibles des réparations des dommages
sur 'ADN MYT1 WEE1

Checkpoint de S

Cibles des réparations des dommages

sur TADN (ATR)CHKD(ONA-PK) WEE1

Laisse le temps de réparer tout ADN résiduel

X'
4

4
[
]

S
‘\
S
L
/‘-.
Retardement du processus de réplication pour

laisser le temps de traiter les dommages non
réparés de 'ADN ou les dommages de UADN résultant
d’un effondrement de la fourche de réplication

S

G, = Phase | de croissance

S =Phase de réplication de CADN
G, = Phase Il de croissance

M =Phase de division cellulaire

\ = Checkpoint du cycle cellulaire

Checkpoint de G1/S

Laisse le temps de réparer les dommages
sur UADN avant le début de la réplication
Cibles des réparations des dommages

sur CADN CHK2 p53

protéine qui joue au niveau de
ces checkpoints S/G2 et G2/M.

Nous disposons donc mainte-
nant de tout un arsenal thé-
rapeutique de médicaments
inhibiteurs de ces protéines
pour cibler (donc empécher)
la réparation de U'ADN a dif-
férentes phases du cycle cel-
lulaire.

2.2. Les monothérapies
anticancéreuses et le
principe de la létalité
synthétique

La majorité des anomalies
dans le cancer sont souvent
des anomalies ou la protéine
acquiert une fonction anor-
male (appelée anomalie gain
de fonction) ; on cherche alors
a cibler cette protéine pour
Uinhiber ou la dégrader. Cibler
une protéine non fonctionnelle

comme BRCA est plus diffi-
cile : comment cibler quelque
chose qui est absent ou déja
endommagé ?

Le concept de létalité syn-
thétique provient d'études
réalisées sur la mouche dro-
sophile. Il a été remarqué que
si dans certaines drosophiles
on inactive un gene, elles se
développent correctement ;
si on inactive un autre géne,
elles se développent encore
correctement, mais si on inac-
tive les deux, cela aboutita une
létalité, c'est-a-dire & la mort,
trés tot au cours du dévelop-
pement.

Ce principe pourrait étre appli-
cable dans les cellules can-
céreuses. Considérons une
cellule normale, avec le géne A,
par exemple BRCA, et un autre
gene B, par exemple PARP,
qui fonctionnent correctement.

Mécanismes de réparation de
U'ADN et médicaments adaptés
selon la phase du cycle cellulaire.
Source : d’aprés 0'Connor (2015).
Molecular Cell.
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Principe de la létalité synthétique,
ou recherche de la perte de
fonctionnalité : la déficience

de chaque géne séparément
n‘entraine pas la mort cellulaire,
contrairement a la déficience
simultanée des deux génes.

Comparaison des courbes

de survie (représentatives

du logarithme de la fraction de
cellules survivantes en fonction de
la concentration de médicament]
pour des cellules ayant un BRCA
fonctionnel et celles ayant un
BRCA inactivé (shBRCAZ2).

WT = Sauvage.

Source : d'apres Farmer et coll.
(2005). Nature.

Cellule normale

/N

Sanih

Survie cellulaire

Gene B GéneA

()

Cellule normale

N\

Sorec®

X
&

Survie céllulaire

Cellule cancéreuse

Geéne A

Mort cellulaire

S’ily a une mutation de BRCA,
la cellule peut survivre. Si on
inhibe PARP avec un médica-
ment, la cellule survit encore
si BRCA est présent. Si en
revanche on a une cellule can-
céreuse avec une mutation de
BRCA et que l'on inhibe PARP,
la cellule va mourir (Figure 5).

C’est ce principe qui est uti-
lisé dans le développement
des médicaments qui ciblent

la réparation de U'ADN dans
le cancer.

2.2.1. Inhibiteurs de PARP

Le premier inhibiteur de PARP
développé a été l'Olaparib.
La Figure é représente une
courbe de survie de la cellule
cancéreuse en présence de
ce médicament. La concentra-
tion du médicament est portée
en abscisse. Les courbes en
pointillés sont celles quand
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l'expression de la protéine
BRCA est inactivée. On voit
sur les courbes de gauche que
dans ce dernier cas, lorsqu’on
utilise un inhibiteur de PARP
(PARPI], les cellules com-
mencent a mourir pour des
concentrations faibles (107®)
de Uinhibiteur, alors qu’il faut
utiliser des concentrations en
inhibiteur de 10 pour que les
cellules commencent a mourir
lorsque BRCA est actif.

Lorsqu’on expose une cellule
témoin dans laquelle BRCA est

fonctionnel a un inhibiteur de
PARP, elle déclenche la voie
de réparation de 'ADN. Quand
la cellule est BRCA déficiente,
elle ne réagit pas, donc la cel-
lule ne répare plus les lésions
et va mourir.

Développement des inhibiteurs
de PARP

Ces études précliniques ont
conduit au développement
de six inhibiteurs de PARP
(Figure 7). On peut voir que
toutes les molécules inhibi-
trices possedent un noyau

& >-—<j Veliparib OO

Veliparib
(ABT-888)
NH,
0 NH,
Niraparib < >_< >H Niraparib
(MK-4827)
‘/\)‘W Olaparib
Olaparib \)
(AZD-2281)
H
o N
CH,
Rucaparib O SO “5“ Rucaparib
(AGO14699) = NH
0 NH HiC
N N/N\
| )% > Talazoparib
Talazoparib N
(BMN-673) & NH\@\
F
0 NH,
o NH,
|
N 0—P=0 NN
| 2
N ! < w
0=P—0
NAD OH OH & 0
NAD
OH OH

o

0, NH

Les six médicaments inhibiteurs
de PARP ont tous un noyau
nicotinamide.
Source : d'aprés la présentation
d’Y. Pommier, TAT 2017.

)
S
=
=
QO
I
IS
oy
QO
=
©
~~—
D
&
-~
c
IS
)
=
S
(9]
)
=]
=
i
S
)
&
o
O
Ny
-~
wn
1)
Ny
3
o
S
Q.
IS
-~
)
(%}
g
5]
O
Q
g
(9]
9
©
>
S
o
=
=
Q
<
()
i}
=
S
2
o
o
&
o
()
i}
)
S
3
N
i}
wn
[
i}
[0)
>
&
=
(@)




Chimie et nouvelles thérapies

A) Modélisation de la protéine
PARP coincée sur ['’ADN ;
BJ échelle comparative des
pouvoirs de piégeage de PARP
par les différents médicaments
existants ; C) mécanisme de
formation d’un collapsus de la
fourche de réplication de [’ADN.
Sources : d'apres Langelier
(2012). Science ; Lord (2017).
Science ; Postel-Vinay (2013),
Oncogene.

nicotinamide. La grosse molé-
cule de la protéine PARP a en
effet besoin d'un cofacteur, le
NAD*’ (nicotinamide adénine
dicluéotide) pour fonctionner.
Les médicaments inhibiteurs
vont se mettre a la place de
ce cofacteur, dans la poche du
NAD* de PARP, ce qui empéche
PARP de fonctionner correcte-
ment donc de réparer UADN.
Tous les inhibiteurs déve-
loppés agissent de la méme
maniere.

Leur différence d'efficacité
réside dans leur seconde

9. NAD : Nicotinamide adénine
dinucléotide, cofacteur présent
dans la cellule et qui est nécessaire

au bon fonctionnement de PARP.

propriété qui consiste a coin-
cer PARP sur le noyau d’ADN.
Quand la protéine PARP détecte
une lésion de UADN, elle se fixe,
répare puis repart. Quand un
médicament inhibiteur bloque
son activité, elle reste coincée,
piégée. La différence entre les
inhibiteurs développés est la
qualité du piégeage.

Mécanismes d'action
des inhibiteurs de PARP

La Figure 8A montre que la
taille de la protéine PARP est
énorme par rapport a celle
de la double hélice d’ADN,
donc quand PARP est coincé
sur UADN par Uinhibiteur de
PARP, la fourche de réplica-
tion de U'ADN est bloquée par

o

Réponse de yH2AX

1 Talazoparib

Fourche de réplication
au point mort

i DSB
Réponse de YH2AX

Echec de la fourche
de réplication

[HEEE [
;
ITITIT

3 Rucaparib Induction de la réponse de RAD51

A(Jlaparlb &: Hj 5 Veliparib




Fonction normale de PARP1

ADN 5
double-brin 3 —
Formation 5 _l_
de liaisons G —
simple brin
Evénements | PARP1

de PARylatign

-

AutoPARylation
de PARP1

"
0

Libération Repére
de PARP1 de VADN

Inhibition de PARP1
Mouvement de fourche

de réplication
— PARPiI

ADN PARP1
nouvelleme{t_ , = 2
synthétisé &5 E W

Calage de la W
fourche de
réplication J_
par PARPi

Effondrement o,
de la fourchette :/_

de réplication

Recombinaison homo-
logue : invasion de brins
d’ADN et restauration de
la fourche de réplication

@ RAD51
AN
5~

& [——+ 1
Réplication des redémarrages de fourche

une cassure double brin, trés
toxique pour la cellule, et qui
peut la faire mourir (Figure 8C).

La Figure 9 permet d'appro-
fondir la compréhension du
mécanisme d’inhibition de
U'ADN. Elle montre comment
PARP intervient pour réparer
la coupure d'un brin d’ADN
(Figure 9A). Et comment la
fourche de réplication de
l'ADN est bloquée en pré-
sence de linhibiteur de PARP
(Figure 9B), ce qui entraine
l'effondrement de la fourche,
conduisant a la mort de la
cellule. Mais si BRCA reste
présent et actif (Figure 9C),
la fourche bloquée peut étre
réparée et la réplication de
I'ADN pourra se faire.

Développement des inhibiteurs
de PARP dans le cancer
de l'ovaire

PARP a été clonée en 1966 et
le géne BRCA a été décou-
vert en 1984, son réle dans
le cancer initial du sein et
de l'ovaire, ainsi que dans
d'autres types de cancers
(prostate, pancréas, etc.)
(Figure 10), n'ayant été

découvert que plus tard. Le
principe de la létalité synthé-
tique, qui était connu depuis
longtemps, a été réutilisé
dans le traitement du cancer
a partir de 2005, mais ce n'est
qu’en 2014 que les inhibiteurs
de PARP ont été approuvés
dans le traitement du cancer
de l'ovaire ; ils ont ensuite été
approuvés par la FDAen 2018
dans le cancer de la prostate,
du sein, et en 2020 dans le
cancer du pancréas.

Il a donc fallu dix ans de déve-
loppement entre le premier
patient traité par le médica-
ment issu de la découverte de
la létalité synthétique jusqu’a
l'approbation de ces médica-
ments en clinique.

Dans le cadre d'études cli-
niques en phase 1, le trai-
tement a U'Olaparib d'une
patiente atteinte d'un cancer

A] Mécanisme de fonctionnement
de PARP dans la réplication de
['’ADN ; B] mécanisme de formation
d’un collapsus de fourche, du fait
de la présence d'un inhibiteur de
PARP ; C] mécanisme de réparation
de la fourche de réplication, par
BRCA.

PARP1 géne BRCA

SL 0C PC/BC

>

1966 1984

2005 2014 2018

Dates clés pour le développement des inhibiteurs de PARP.
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Comparaison des courbes de
survie pour les patients traités par
Olaparib [en bleu] et par placebo
(en rouge).
Soruce : d'apres Lederman
(2014). Lancet Oncol.

de l'ovaire a conduit a la dimi-
nution d'un nodule péritonéal’®
apres quatre mois de traite-
ment. Chez une autre patiente,
le nodule péritonéal a méme
completement disparu apres
ces quatre mois de traitement,
ce qui montre lefficacité de

10. Péritonéal : du péritoine, mem-
brane tapissant lintérieur de l'abdo-
men.

ces médicaments inhibiteurs
de PARP.

Cette efficacité est également
bien illustrée par les courbes
de survie sans progression
(Figure 11), dans lesquelles le
pourcentage de patients dont
la tumeur n'a pas progressé
est représenté en fonction de
la durée de traitement par
'Olaparib (en bleu), inhibiteur
de PARP, ou par un placebo

A Tous les patients (n = 265) Olaparib Placebo
100 — Evénements/totalité 60/136 (64 %) 94/129 (73 %)
90 des patients (%)
Survie moyenne sans 8:4(7-4-11-5) 48 (4:0-5:5)
= 80+ progression, mois (95 % C
2 70 4 HR 0-35 (95 % C 0-25-0-49) : p < 0-0001
ga 60 —
2
; 50 H
& 40
@
S 30
w 20 —
_| — Olaparib
107 — Placebo
0 T T T T 1
Nombre de 0 3 6 9 12 15
patients a risque
Olaparib 136 106 53 24 7 0
Placebo 129 72 24 7 1 0
B Patients avec le type sauvage de BRCA [n = 136) Olaparib Placebo
Evénements/totalité 26/4(35%)  46/62 (24 %)
100 des patients (%)
90 Survie moyenne sans 11-2(8:3-NC)  4-3(3-0-5:4)
progression, mois (95 % C
c 804 HR 0-18 (95 % CL 0-10-0-31) : p < 0:0001
2 70
4
S 60
S 50
§ 40 —
@
T 304
w 20 —
104
0 T T T T 1
Nombre de 0 3 6 9 12 15
patients a risque
Olaparib 74 59 34 15 5 0
Placebo 62 35 13 2 0 0
C Patients avec le type sauvage de BRCA [n=118) Olaparib Placebo
100 5 Evenements/totalité 32/57(55%)  44/61(72 %)
90 : des patients (%)
Survie moyenne sans 7-4(5-5-10-3)  5:5(3-7-5:6)
= 80+ *_‘-\_‘ progression, mois (95 % Cl)
3 70 4 HR 0-54 (95 % CL 0-34-0-82) : p < 0-0075
a,;':, 60 <
S 50
§ 40 —
@
T 304
w 20 —
104
0 1
Nombre de 0 3 6 9 12 15
patients a risque Temps depuis la randomisation (mois)
Olaparib 57 45 18 9 2 0
Placebo 61 35 10 4 1 0




(en rouge), dans le cancer de
l'ovaire. Ces courbes repré-
sentent les résultats du pre-
mier essai clinique réalisé sur
les patientes atteintes d'un
cancer de l'ovaire sensible
aux sels de platine ou muté
BRCA, qui a permis l'enregis-
trement de ce médicament en
Europe.

Les inhibiteurs de PARP sont
administrés par voie orale
et leur toxicité générale est
connue. Pour développer un
nouveau médicament, on com-
mence par 'administrer a des
patients en phases relativement
avancées de la maladie et ayant
déjarecu plusieurs traitements,
ce n'est donc pas forcément la
meilleure population pour obte-
nir un maximum d’activité d'un
nouveau médicament. Le médi-
cament est ensuite administré
a des patients moins prétraités,
puis enfin a des patients qui
sont potentiellement curables
et n‘ont jamais recu d’autres
traitements. Les effets toxiques

Principaux effets secondaires de ['Olaparib.

Anémie, thrombocytopénie

Effet secondaire
commun (30 %) -
principalement

Grade 1-2 (peu sévere)

Hématologique

Biochimie

Gastro-intestinal

Général

Rare (< 1 %)
mais sévere

Hématologique

Immunologique

Les inhibiteurs de PARP ont
ensuite été développés en
premiéere ligne dans un pro-
gramme particulier, appelé
«la maintenance » (Figure 12).
Dans ce cas, le patient a déja
été soumis a un traitement
standard de chimiothérapie qui
a di étre arrété malgré son
efficacité, car le poursuivre
aurait été trop toxique pour
le patient.

Les inhibiteurs de PARP ont

Augmentation
de la créatinine sérique

Nausée, vomissement,
anorexie, stomatite, diar-
rhée, dysgueusie

Maux de téte, fatigue
MDS/AML

Pneumonie

de U'Olaparib sont résumés

dans le Tableau.

été évalués tres récemment
dans ce type d’essais cliniques,

Exemple d'étude évaluant
'Olaparib en premiére ligne dans
un traitement de maintenance.

Chimio-

thérapie

Siréponse ala
chimiothérapie

Maintien du
traitement

* Nouvellement diagnostiqué,

b

FIGO stade 3-4, ovaire séreux
ou endométrioide de haut
grade, péritonéale primaire
du cancer de la trompe de
Fallope

* BRCAm germinal ou somatique _]

e Statut de performance de
ECOG 0-1

e Chirurgie cytoréductrice

* En réponse clinique compléte
ou en réponse partielle aprés
une chimiothérapie a base de
platine

M Olaparib 300 mg
i (

2:1 randomisation

Stratifiés par réponse
a une chimiothérapie
a base de platine

Placebo
(N=131)

* Poursuite de l'étude
du traitement jusqu’a
la progression de la
maladie

* Arrét du traitement
pour les patients
sans signe de mala-
die au bout de 2 ans

* Poursuite du trai-
tement pour les
patients présentant
une réponse partielle
au bout de 2 ans

Traitement de 2 ans si aucun signe de maladie

Critére d’évaluation principal

o Evalué par linvestigateur
RECIST 1.1 modifié

Critére d’évaluation secondaire

¢ Survie moyenne sans
progression utilisant
BICR

* PFS2

¢ Survie globale

e Temps écoulé entre la
randomisation et la premiére
thérapie suivante ou le décés

* Temps écoulé entre la
randomisation et la premiére
thérapie suivante ou le déceés

¢ HRQoL (Score FACT-0 TOI)
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Survie sans progression selon U'évaluation &lapgziub] [i‘lacg;ﬂ]
de Uinvestigateur - -
Evénements (%) [50,6 % maturité] 102 (39,2) 96 (73,3)

o 100 Moyenne de survie sans progression, mois NR 13,8
0 7

= 90 60,4 % sans progression HR 0,30

25 80 a trois ans

o= 95% CL0,23,0,41; P < 0,001
S 70

=3

22 60 Olaparib

£8 50-------- oo STEEEE—

o w

°% 404

o £ 30

3 E 20+ 26,9 % sans progression

oo 104 atrois ans

s Placebo

S o

o 0 3 6 9 12151821 24273033 3639 42 48 51 5457 60
Sans risque Nombre de mois depuis la randomisation
Olaparib 260 240 229 221 212 201 194 184 172 149 138 133 111 88 45 36 4 3 0 0 0

Placebo 131 118 103 82 65 56 53 47 41 39 38 31 28 2 6 510000

les résultats sont parus en
2019 (Figure 13). Les courbes
de survie montrent que parmi
ces patients ayant déja recu
une chimiothérapie, 60 % de
ceux recevant un inhibiteur de
PARP ont une maladie qui n'a
pas progressé trois ans apres
le début du traitement, face
aux 30 % pour ceux qui ont

Comparaison des courbes

de survie des patients traités
en maintenant avec 'Olaparib,
et avec placebo.

recu le placebo. Ces médica-
ments sont donc intéressants
et efficaces dans ces maladies
qui présentent les défauts de
réparation de UADN.

Développement des inhibiteurs
de PARP dans d'autres types
tumoraux

Plusieurs inhibiteurs de PARP
qui se sont révélés actifs dans
les essais cliniques ont été
développés (Figure 14). Ils pré-
sentent des profils de toxicité
légerement différents, et cela
peut étre intéressant pour les
patients d'avoir le choix entre
deux inhibiteurs de PARP, par
exemple en cas de probleme
au niveau du foie ou si le patient
craint beaucoup la perte des
cheveux, ce qui est tres fré-
quent et compréhensible. Tant
qu'ils ont des profils de toxicité
ou d'autres caractéristiques

Single-agent dose

400 mg PO PIB 300 mg PO PIB 600 mg PO PIB 300 mg PO PIB

citingB
Toclties™ 2 sée (30 %)
Most frequent " Fatigue (25 %)
Lymphopenia (16 %)

Nausée (58-76 %) Nausée (75 %)
Fatigue (29-66 %)  Fatigue (69 %)
Diarrhée (21-33%)  Vomi t (37 %)
Dysgeusia (27 %) Diarrhée (21-33 %)

Nausée (74 %)
Fatigue (59 %)
LFT élévation (36 %)
Vomissement (34 %)

Grade% s Headache (20-25%)  Dysgeusia (27 %) Headache (26 %)
hematological LFT élévation (34 %)  Insomnie (24 %)
toxicities in > 5 % NTD Anémie (16-19 %) HTN (19 %)

Neutropénie (5-9 %) ~ Anémie (19 %)

of study population Neutropénie (7 %)

Anémie (25 %)
Neutropénie (20 %)

Clinical benefit®

NTD OlympiAD (Her2- ARIEL2 (relapsed NOVA (relapsed ovarian
breast), HR 0,50, ovarian), HR 0,27, maintenance), HR 0,27,
PFS benefit PFS benefit PFS benefit
SO0L02 (relapsed ARIEL3 (relapsed
ovarian maintenance), ~ ovarian maintenance),
HR 0,30, PFS benefit HR 0,23, PFS benefit
SOLO1 (ovarian
maintenance), HR
0,30, PFS benefit
Nausée Anémie Foie Plaquettes
D
Approvals NTD Ovarian Breast Ovarian Ovarian

Thrombocytopénia (34 %)

[nM? (refs. 23/28-
- + + ++ ++ ey

60 mg PO PIB 1mg PO PIB

Nausée (49 %)
Fatigue (50 %)
Headache (33 %)
Vomissement (25 %)
Alopécie (25 %)
Diarrhée (22 %)

Limited early-phase
trial data from
abstract only : nausée
(56 %), fatigue (40 %)

Limited early-phase
trial data from
abstract only : anémie  Anémie (39 %)

(10,3 %), neutropénie  Neutropénie (21 %)

(8,8 %) Thrombocytopénia (15 %)

Ongoing, data not EMBRACA (Her2-breast),

mature HR 0,54, PFS benefit
(NCT03427814)
Still early Alopédie
NTD Breast (FDAJ

© 2019 American Association for Cancer Research

Différents inhibiteurs de PARP, profils de toxicité et effets secondaires variés.



Cancer de Uovaire
Plusieurs PARPi approuvés
a partir de la maintenance
de premiére ligne

Cancer de la prostate
Désignation de la percée
3 de U'Olaparib

Multiples essais de

Phase 3 en cours

Cancer du sein
Plusieurs PARPi approuvés
a partir de la 2nde ligne

Cancer du pancréas
Désignation de Olaparib
comme médicament
orphelin par la FDA

Cholangiocarcinome
@ ?
"\, Cancer du poumon

En cours
' (ERCC1 > BRCA

différentes et sont aussi effi-
caces, il est intéressant de
développer plusieurs molécules
agissant sur la méme cible.

La Figure 15 fait le point des
essais utilisant des inhibiteurs
de PARP dans le cas de plu-
sieurs cancers liés aux défauts
de BRCA. Plusieurs inhibiteurs
ont été approuvés pour traiter
le cancer de l'ovaire.

Dans le cas du cancer de la
prostate, ils sont en cours de
développement et les résultats
d'essais cliniques de phase 3
sont attendus pour bientot.
Ils sont aussi approuvés pour
les cancers du sein liés a une
mutation BRCA.

Des résultats encourageants
ont également été obtenus
dans le cancer du pancréas
muté pour BRCA - ce cancer
étant particulierement agres-
sif et habituellement résistant
a la chimiothérapie.

Enfin, le cholangiocarcinome
correspond a un cancer des
voies biliaires dans lequel cer-
tains patients ont des muta-
tions BRCA. L’efficacité des
inhibiteurs de PARP n’a pas
encore été explorée dans cette
maladie, probablement car
c’est une maladie rare.

Le cas du cancer du poumon
est particulier : les mutations

BRCA sont trés rares, mais il
y a d’'autres défauts de répa-
ration de 'ADN qui peuvent
sensibiliser aux inhibiteurs
de PARP. Dans le cancer du
poumon, une autre enzyme de
réparation de U'ADN, ERCC1,
est fréquemment déficiente.
Cette enzyme répare les
lésions qui distordent la double
hélice d’ADN (Figure 16).

Dans 30 % des cancers du pou-
mon, cette enzyme ERCC1 ne
fonctionne plus, et ces cancers
sont sensibles aux inhibiteurs
de PARP. En effet, nous avons
vu précédemment que quand
PARP est coincée, cela bloque
la fourche de réplication et

Etat des essais des inhibiteurs
de PARP sur des maladies liées
aux défauts de BRCA.

L TP
NP 00

Liaison covalente aux
bases puriques de 'ADN

=3
nm,

Liens croisées
inter-brins

ERCC1, enzyme importante pour la réparation des lésions distordant

la double hélice d’ADN.

Source : d'aprés Fagbemi et coll. (2011). DNA repair.
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réplication
bloquée

Reponse de yH2AX Fourche de
¢ & l

Réponse
de yH2AX

de la fourche
de réplication

5.J.LLLLL.‘UJ.UJ.
T et

‘ Induction de la réponse de RAD51 ‘

lEffondrement

AL - : HJW E .
|||m@ CQEHU\O)Q

Repllcatlon de VADN

Excision de PARP et réparation
l de la cassure double brin par
F recombinaison homologue

Les cellules déficientesl
en ERCC1 meurent

oo
el

ST o

Recognition of
the lesion by II@
ERCC1/XPF
G l Comblement des bases manquantes
5
EANNNINANNERINRRNENNS

Recombinaison
homologue

Redémarrage de la
réplication dans les

e
]IL_J

cellules possedant
ERCC1

Létalité synthétique appliquée aux
inhibiteurs de PARP et & 'ERCCI.
Source : d'apres Postel-Vinay
et coll. (2013). Oncogene.

crée une cassure tres toxique
pour la cellule. Si 'enzyme de
réparation ERCCI fonctionnait
encore, elle chasserait PARP
de UADN, et la cellule pour-
rait alors réparer son ADN et
repartir. Par contre, quand
ERCCI ne fonctionne plus, la
cassure ne peut étre réparée
et la cellule cancéreuse va
mourir (Figure 17).

La Figure 18 illustre un essai
clinique développé pour éva-
luer Uefficacité des inhibiteurs
de PARP dans le cancer du
poumon, dont les résultats
sont attendus pour 2020.

Identification des patients
pouvant bénéficier des
inhibiteurs de PARP

Au-dela des mutations des
genes, comment sélectionner
les patients pouvant bénéfi-
cier des inhibiteurs de PARP ?
Pour identifier les tumeurs
déficientes en une protéine
donnée, on peut étudier si le
géne est normal, doser la pro-
téine et rechercher si elle est

effectivement mutée, mais on
peut aussi analyser 'ensemble
du génome et chercher une
« signature » qui résulte d'un
probléme de fonctionnement
au niveau de cette protéine.
Cette approche est intéres-
sante car, lorsque l'une des
voies de réparation de UADN
ne fonctionne pas dans une
tumeur (Figure 19), que ce
soit la protéine A, B, C ou D
qui soit impliquée, il y aura la
méme signature au niveau du
génome, et le méme type de
mutation sera accumulé. Ces
tumeurs répondront donc au
méme traitement, car ce qui
compte est la maniére dont la
voie fonctionne, davantage que
de savoir exactement quelle
protéine est absente ou mutée.

Cette signature peut mainte-
nant étre identifiée lorsqu’on
réalise un séquencage d’ADN :
par exemple, on peut identifier
des transversions, des tran-
sitions, des changements de
telles bases, des changements
de deux nucléotides, de quatre



- Nombre de patients prévu
- Inscription actuelle

Pas PD/
d'altération.- Sb
EGFR ou

ALK

progression
NCT02679963

' pres ression

[ Academy-sponsored, industrie-funded trial j
G
R

Essai PIPSeN, évaluant ['Olaparib en maintenance dans le cancer du poumon.
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de réparation de UADN acquis
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Procédé de détection des mutations par analyse du génome.

Source : d'aprés Ma et coll. (2018). Nature Communications.
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Mécanisme de résistance aux

inhibiteurs de PARP.

Source : d'aprés D'Andrea et coll.
(2018]). DNA repair.

nucléotides, etc. On peut ainsi
identifier des signatures qui
sont par exemple associées
aux problemes de fonction-
nement de BRCA, et aux pro-
blémes de la voie dans laquelle
il est impliqué, qui est la voie
de recombinaison homologue.
Cette identification des défauts
de fonctionnalité des voies de
réparation de UADN permet de
mieux sélectionner les patients
pouvant bénéficier d’un traite-
ment par inhibiteur de PARP.
Prenons l'exemple du cancer
de l'ovaire : certaines patientes
présentent une mutation BRCA
au niveau de toutes les cellules
de l'organisme, d'autres ont
cette mutation BRCA au niveau
de la tumeur uniquement,
d'autres encore n'ont pas de
mutation BRCA mais ont le
méme défaut fonctionnel que
si elles avaient une mutation
BRCA ou en tout cas quelque
chose de proche. Toutes ces
patientes pourraient potentiel-
lement bénéficier de traite-
ments par des inhibiteurs de

Réversion somatique
1. ou restauration
de la phase ouverte
de lecture

Réversion épigéné-

Protéine mutante

Expression réduite

Protéine fonctionelle

—>  [es——]

Expression normale

9. tique de U'hyperméthy- 1

|—»=| ]

lation du promoteur

terminale

BRCA1
BRCA1 hypomorphe
ou alléle BRCA2
Allele BRCA1 L
ou BRCA2 Protéine mutant/e' [":|
hypomorphe ~—4  Epissage exon
(]
PARP1 PARP17-
4. Pertede lUexpression —
de PARP1 ’ _
PARP1--
53BP1 ou 53BP1 "~ ou
/-
Perte de régulation REV7 REW i
5. de la résection I .

-_—

PARP, alors que si on regardait
juste la mutation BRCA, cer-
taines d’entre elles ne seraient
pas traitées. Il est donc inté-
ressant d'identifier les défauts
de fonctionnalité des voies de
réparation de UADN dans les
différents types de cancer avec
les techniques de séquencage
a haut débit.

Résistance des cancers
aux inhibiteurs de PARP

La résistance des cancers aux
médicaments anticancéreux
est un gros probleme et la
cellule cancéreuse retrouve
presque toujours la facon de
continuer a proliférer malgré
les traitements (voir le Chapitre
J.-P. Armand dans Chimie et
nouvelles thérapies). Dans ce
cadre de la résistance aux inhi-
biteurs de PARP, la cellule est
capable, si BRCA est muté, par
exemple par perte de quelques
acides aminés, d'introduire
une seconde mutation, qui
permet de restaurer un cadre
de lecture fonctionnant cor-
rectement pour que la protéine
redevienne fonctionnelle. Les
mécanismes de résistance
possibles sont nombreux
(Figure 20). Il faut donc essayer
d’avoir des combinaisons thé-
rapeutiques et divers angles
d’attaque au niveau de la cel-
lule afin de limiter cette résis-
tance.

2.2.2. Inhibition de
la réparation de TADN
par les inhibiteurs d’ATR

Les inhibiteurs d’ATR sont un
autre exemple d’inhibiteurs
de la réparation de UADN.
Le principe est le méme que
pour les inhibiteurs de PARP,
avec le mécanisme suivant
(Figure 21) : quand une fourche
de réplication de UADN est



[ Stress réplicatif

kD> 3
S )

Cassures de double brin \

coincée, la protéine ATR est
activée, mais si cette fourche
n'est pas correctement répa-
rée, cela conduit a une cassure
double brin qui peut étre répa-
rée par la protéine ATM.

Ainsi, dans les cancers qui ont
une mutation ATM, si on inhibe
ATR, la réparation de U'ADN ne
peut se faire, ce qui conduitala
mort cellulaire. Des mutations
d’ATM sont observées dans de
nombreux cancers, notamment
des cancers gastriques.

Des inhibiteurs d’ATR sont
actuellement en étude cli-
nique de phase 1. La Figure 22
montre l'image du scanner
d'un patient atteint d'un can-
cer colorectal ayant perdu
l'expression d’ATM ; on y voit
la réduction d'un ganglion
iliaque'" sous leffet d'un

11. Ganglion iliaque : organe lym-
phoide situé au niveau du bassin
représentant un site de migration
des cellules tumorales et d'éta-
blissement des métastases.

traitement par inhibiteur d’ATR
(zone cerclée en rouge). Sur
'image de droite, apres quinze
mois de traitement par un
inhibiteur d’'ATR, le ganglion a
totalement disparu. Les inhibi-
teurs d’ATR sont donc, comme
les inhibiteurs de PARP, des
médicaments qui ciblent la
réparation de UADN en utili-
sant le concept de la létalité
synthétique.

Il existe encore d'autres
exemples de médicaments
utilisant ce concept.

Utilisation
d’inhibiteurs
de réparation de CADN
en combinaison

3.1. Combinaison avec
la chimiothérapie

ILestintéressant d'utiliser ces
médicaments en combinaison
afin d’augmenter la fenétre
thérapeutique, augmenter leur

Ganglion lymphatique iliaque commun gauche

Ligne de base

3
15 mois sur VX-970

ATM et ATR ont des réles distincts,
mais qui se chevauchent : la
(étalité synthétique s'applique
donc.

Diminution d’un ganglion iliaque
chez un patient atteint d’un
cancer colorectal sous ['effet d’'un
traitement inhibiteur d’ATR en
présence d’une mutation ATM.

Source : d'apres Yap et coll.
(2016). EORTC-NCI-AACR.
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effet ou pour limiter la sur-
venue des résistances. L'une
des premieres combinaisons
qui a été évaluée, notamment
en préclinique, est celle avec
la chimiothérapie. Mais si
toutes les combinaisons réa-
lisées avec la chimiothérapie
en préclinique sont extré-
mement efficaces, elles sont
extrémement toxiques pour
les patients. A quelques excep-
tions pres, il est généralement
difficile d’administrer au
patient la pleine dose de l'un
ou l'autre des médicaments.
Bien que des recherches
soient en cours, ce n'est pas
la voie qui parait la plus pro-
metteuse.

3.2. Combinaison avec
les anti-angiogéniques

Un essai de combinaison avec
les anti-angiogéniques a été

effectué dans le cas du cancer
de lovaire, car les anti-angio-
géniques et les inhibiteurs de
PARP sont tous deux actifs dans
le traitement de ce cancer.

Il a été observé un trés fort
bénéfice de la combinaison des
deux types de médicaments ver-
sus l'inhibiteur de PARP seul, et
cela chez toutes les patientes,
méme chez celles pour les-
quelles BRCA est demeuré
fonctionnel (Figure 23).

Cet effeta récemment été com-
pris : les anti-angiogéniques
induisent des changements au
niveau des cellules tumorales,
entrainant une diminution de
l'expression de certaines pro-
téines importantes dans la voie
de réparation de UADN par
recombinaison homologue,
donc créent un défaut fonc-
tionnel de cette voie, comme
si BRCA était muté. Cette piste

Platine-S HGSO

Patients platine-sensibles
en rechute ou mutation
BRCA germinale
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Comparaisons des courbes de survie pour des patients traités avec un inhibiteur de PARP seul, ['Olaparib, et avec
142 une combinaison inhibiteur de PARP (Olaparib]-agent anti-angiogénique (Cediranib].
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T
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de combinaison est donc assez
prometteuse pour les inhibi-
teurs de PARP.

3.3. Combinaison
de plusieurs inhibiteurs
de la réparation de 'ADN

La Figure 24 montre l'efficacité
thérapeutique de la combinai-
son d'uninhibiteur de PARP et
d'un inhibiteur d’ATR sur un
exemple de tumeur chez des
souris qui résiste a 'Olaparib
(qui est Uinhibiteur de PARP),
et qui est aussi résistante aux
inhibiteurs d’ATR. On voit qu’en
donnant les deux médica-
ments, le volume de la tumeur
diminue et 'on obtient une trés
bonne efficacité thérapeutique.
Ce type de traitement est en
cours d’exploration chez les
patients avec des résultats
encourageants.

3.4. Combinaison avec
limmunothérapie

Dans le cancer du poumon
déficient en ERCC1, la théra-
pie standard est maintenant la

combinaison de l'immunothé-
rapie avec la chimiothérapie a
base de sel de platine. Nous
avons étudié s’il y avait un lien
exploitable entre l'immuno-
thérapie et le ciblage de la
réparation de U'ADN avec les
inhibiteurs de PARP.

Normalement, U"ADN est
localisé dans le noyau cel-
lulaire, mais une partie peut
entrer dans le cytoplasme,
par exemple lors d'une infec-
tion virale, et cela génére un
signal de danger dans la cel-
lule qui induit une réponse
immunitaire appelée la voie
cgas-sting (Encart : « La voie
cGAS- STING »).

LA VOIE CGAS-STING

Efficacité thérapeutique de
la combinaison entre inhibiteur
de PARP et inhibiteur d’ATR,
chez la souris (a gauche] et chez
un patient (a droite).
Source : d'apres Yap et coll.
(2016). EORTC-NCI-AACR.

La voie cGAS-STING est une composante du systeme immu-
nitaire qui fonctionne pour détecter la présence d’ADN dans
le cytoplasme et, en réponse, déclencher U'expression de
genes de 'immunité innée favorisant la réponse immuni-
taire et l'activation de mécanismes de défense. L'/ADN se
trouve normalement dans le noyau de la cellule. La loca-
lisation anormale de 'ADN dans le cytoplasme déclenche
cette voie, car la cellule pense qu’il s’agit d'une infection
virale ou bactérienne et cherche a se défendre.
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Mécanisme d’activation de la voie
c¢GAS-STING par les inhibiteurs de
PARP dans une cellule de cancer
du poumon déficiente en ERCC1.

Nous avons fait l'hypothese
gqu'un médicament inhibiteur
de PARP pourraitaugmenter la
quantité d’ADN cytoplasmique
et déclencher cette réponse
immunitaire, qui pourrait étre
bénéfique pour l'immunothé-
rapie anticancéreuse.

Afin de tester cela, nous avons
réalisé de nombreuses expé-
riences in vitro (Figure 25).
Lorsque la protéine ERCC1
est absente, la quantité d’ADN
cytoplasmique augmente.
Lorsque la cellule est en
plus exposée a un inhibiteur
de PARP, cette quantité aug-
mente tres fortement et passe
au-dessus d’un seuil permet-
tant d'activer cGAS-STING.
Cela résulte en le relargage
de cytokines'?, qui favorisent
lareconnaissance de la cellule
cancéreuse par les cellules

12. Cytokine : substance régulant
le recrutement et lactivation des
cellules immunitaires.

immunitaires. En paralléle, les
inhibiteurs de PARP induisent
U'expression de récepteurs de
PD-L1 a la surface de la cel-
lule (petits triangles noirs). Les
traitements d'immunothéra-
pie utilisant les anticorps anti
PD-L1 qui bloquent ces récep-
teurs et permettent de restau-
rer l'activité des lymphocytes
paraissent donc appropriés en
combinaison avec les inhibi-
teurs de PARP. Un phénomeéne
similaire est observé avec les
cellules de cancer du sein défi-
cientes en BRCAT.

Un seul ensemble de tests
cliniques a été réalisé dans
plusieurs types de cancer
pour évaluer cette combi-
naison. La Figure 26 résume
les résultats sous une forme
statistique appelée « table
des nageurs », qui montre
les réponses de plusieurs
patients a cette combinaison.
Chaque bande horizontale
représente un patient, codé

Perte de ERCC1
Dommages endogénes
de VADN

Fourches de réplication bloquées
Accumulation de niveaux élevés

de CCF
high

cGAS/STING
cascade activation




Lignes de chimiothérapies
antérieures
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28 56 84 112
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1
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% Ff DCR a 12 semaines : 81 % (90 % CL 66 %, 92 %)
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Etudes par jour

252 280 308 336 364 392

e CR
@ PR
@ SD
e PD (RECIST)
o NE
@ Arrét en raison de AE
% Arrét en raison de la décision du patient
% Déceés
= Sur le traitement a l'étude

420 448

par couleur selon la réponse
de la maladie au traitement.
On peut voir que les patients
des lignes rouges sont en
réponse compléte (CR, rond
rouge) pour des durées trés
prolongées, avec des résultats

probablement assez encou-
rageants de cette combinai-
son. Plus d’une cinquantaine
d’essais sont actuellement en
cours pour évaluer ce type de
combinaison dans plusieurs
types tumoraux.

Linhibition de la réparation de UADN :
une approche thérapeutique d’avenir
en oncologie

La létalité synthétique est un mécanisme poten-
tiellement intéressant pour cibler les mutations
appelées « perte-de-fonction », donc a chaque
fois que U'enzyme ou la protéine ne fonctionne
pas ou n’est pas présente dans la cellule.

La preuve de lefficacité clinique du concept a été
établie avec les premiers inhibiteurs de PARP il
y a une dizaine d’années, et, depuis, beaucoup
d’inhibiteurs de PARP ont été développés ; six
sont actuellement en développement clinique
ou enregistrés. Beaucoup d'autres médica-
ments ciblant la réparation de UADN sont en

Exemple d'essai évaluant la
combinaison inhibiteur de PARP et
anti-PD-L1 dans le cancer de l'ovaire
(essai MEDIOLA).
Source : d’aprés Drew (2018).
SGO.
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cours d’évaluation clinique chez l'homme, dont
les inhibiteurs d’ATR.

Comme toujours en cancérologie, il faudra
étudier les mécanismes de résistance, c'est-a-
dire comment réussir a faire mourir la cellule
lorsqu’elle trouve un moyen de contourner l'ef-
ficacité des médicaments.

Les perspectives d'avenir sont les combinaisons
de traitements utilisant ces inhibiteurs de répa-
ration de UADN avec limmunothérapie, avec
d’autres inhibiteurs de réparation de UADN, et
potentiellement aussi des anti-angiogéniques.



Recherche
de SONAeEs

pharmacologiques

et candidats-
médicaments
dans le CYbGY‘—

espace

Bruno Villoutreix est directeur de recherche a I'Institut national
de la santé et de la recherche médicale (INSERM)'.

Le volume croissant de
données biomédicales et
chimiques en libre acces sur
Internet ainsi que des logiciels
et centres de calcul puissants
permettant de les manipuler
devraient aider a la découverte
de sondes pharmacologiques
et de candidats-médicaments.

1. www.inserm.fr

Nous allons présenter les
grands concepts du domaine,
plusieurs bases de données
et des outils logiciels en ligne
qui facilitent l'étude des cibles
thérapeutiques et des petites
molécules chimiques, notam-
ment le criblage virtuel, les
prédictions ADME-Tox et le
repositionnement in silico des
médicaments (Figure 1).
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La croissance exponentielle

des données récoltées dans

le domaine de la pharmacologie

et les multiples algorithmes publiés
chaque semaine permettent de
réaliser des calculs divers sur les
macromolécules et les composés
chimiques, et de générer de
nouvelles connaissances.

’l Introduction
a la pharmacologie
informatique

Le processus de découverte
d'un nouveau médicament
s'étale sur plus de dix ans,
comme schématisé sur la
Figure 2. La réalité est infini-
ment plus complexe que sur ce
type de schéma : on commence
en théorie par chercher des
cibles (« targets » en anglais)
potentiellement thérapeu-
tiques ou des voies de signa-
lisation dérégulées, puis on
essaye de trouver des petites
molécules capables de
moduler ces cibles (« hits »
en anglais). Ensuite, ces

molécules doivent étre opti-
misées a plusieurs niveaux,
notamment sur les plans
pharmacocinétique, pharma-
codynamique et toxicologique
(ADME-Tox?), avant d’étre tes-
tées en phase clinique.

Ce processus est trés long,
trés colteux, et connait beau-
coup d'échecs. Les approches
in silico devraient pouvoir
aider et permettre de géné-
rer des hypothéses a chacune
des étapes. Dans une revue

2. ADME-Tox les propriétés
d’Absorption, de Distribution, de
Métabolisme, d'Excrétion et de
Toxicité des petites molécules
doivent étre optimisées.

|2-3 ans

Recherche de cible(s)

2 ans

> % | Optimisation

- ~——+# | ADME-Tox/Formulation
-

8-13 ans

Essais cliniques

Le processus de développement d’'un médicament n’est en réalité pas aussi linéaire que suggéré
par le diagramme. Il comprend plusieurs étapes complexes qui s'étalent sur plus de dix ans (NB : la longueur
des fléches n’est pas proportionnelle a la durée).



de Bayer publiée en 2015, on
note que déja 50 % des vingt
nouvelles entités chimiques
testées en phase clinique 1
avaient bénéficié d'approches
bioinformatiques et chémoin-
formatiques.

Dans les années 2000, il exis-
tait environ 300 URL (adresse
web qui permet d’identifier la
ressource, son emplacement
et le protocole Internet pour
la récupérer) qui renvoyaient
vers des bases de données et
des logiciels dans le domaine
du médicament au sens large.
En 2019-2020 il y en a envi-
ron 3 500. Cette augmentation
conséquente représente des
millions d'heures de travail
réalisées par des milliers de
scientifiques dans le monde
entier. Comme il est assez
difficile d'identifier tous ces
outils et services, une petite
base de données a été créée,
http://www.vls3d.com, pour
les répertorier.

Certains de ces outils ne sont
pas directement accessibles
en ligne et doivent étre ins-
tallés localement. Cependant,
nous nous focaliserons essen-
tiellement ici sur les logiciels
et bases de données facile-
ment utilisables en ligne
permettant de manipuler les
cibles thérapeutiques comme
certaines protéines et les
petites molécules chimiques.
Il est néanmoins important de
souligner qu'il existe d'autres
outils, pour par exemple facili-
ter le développement d'autres
types de médicaments, comme
les anticorps monoclonaux®.

3. Anticorps monoclonaux : anti-
corps produits par des lymphocytes
clonés partir d'une unique cellule,
ce qui résulte en une homogénéité
des protéines obtenues.

Les services web que nous
allons aborder peuvent se
regrouper en grandes catégo-
ries (Figure 3).

Parmi ces outils, 34 %
concernent des approches
pour identifier et analyser les
cibles thérapeutiques et les
protéines, 19 % prédisent les
poches de fixation des can-
didats-médicaments, environ
20 % concernent le criblage*
virtuel, 13 % les prévisions
pharmacocinétiques et toxi-
cité (« ADME-Tox ») et 5 %
permettent de développer
des modeéles statistiques pré-
dictifs. Une dizaine de pour-
cents des sites en ligne sont
dédiés au repositionnement
des médicaments, et on note
qu’'environ 8 % de ces sites
sont des bases de données
consacrées aux petites molé-
cules chimiques.

Les principaux pays dans le
monde qui offrent des services
in silico dans le domaine du
médicament, petites molé-
cules et macromolécules,
sont visibles sur la Figure 4.
Ces pays ont été identifiés
via de multiples recherches,
notamment avec PubMed, un
moteur de recherche donnant
acces a la base de données
bibliographique MEDLINE
rassemblant en 2020 environ
30 millions d’articles scienti-
fiques spécialisés en biologie,
chimie, approches in silico et
médecine.

4. Criblage : en pharmacologie,
désigne généralement les tech-
niques visant a identifier dans une
chimiothéque des petites molé-
cules chimiques biologiquement
actives pouvant servir de base
au développement de candidats-
médicaments.

Composés annotés Cibles
8% théra-

peutiques

34%

Repositionnement
9%

Modéles
statistiques
prédictifs
4%

265 outils
en ligne pour
aider a la conception
de sondes chimiques

ADME-Tox candidats-
13% médicaments
en 2019

de fixation des

Criblage virtuel in silico candidats-médicaments

13%

19%

Répartition en 2019-2020 des
265 principaux outils en ligne

et bases de données dans le
domaine du médicament. Ces
approches peuvent par exemple
aider a la conception de molécules
thérapeutiques, a la recherche
de cibles impliquées dans une
pathologie ou pour prédire la
toxicité de certains composés
chimiques.
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Pubt!]ed.gar

US National Library of Medicine
National Institutes of Health

en 2019 ~ 30 millions d’articles \

Principaux serveurs Web et bases de données pour la découverte
de médicaments (surface colorée) - Nous allons visiter...

L —

Les serveurs web dédiés a la conception de molécules thérapeutiques et aux études des petites molécules
et macromolécules émanent de nombreux Etats, répartis sur les cing continents.

Cibles thérapeutiques
et poches de fixation
des ligands

La recherche de cibles,
souvent des protéines, est
une étape critique dans la
recherche de nouveaux agents
thérapeutiques. Les connais-
sances sur ces cibles d'intérét
thérapeutique et des voies de
signalisation émanent des tra-
vaux de multiples laboratoires
de recherche dans le monde et
de grands programmes inter-
nationaux. A titre d’exemples
et en nous limitant a des pro-
jets américains et européens
récents, nous pouvons men-
tionner plusieurs bases de
données qui permettent de
recueillir, structurer et orga-
niser l'information sur les

cibles potentiellement théra-
peutiques, et la rendre acces-
sible a tous (Figure 5).

Dans ces bases de données,
les scientifiques vont notam-
ment chercher si certaines
cibles protéiques sont déja
connues pour étre impliquées
dans une pathologie, quelles
sont les cibles ou les voies
de signalisation qui ne sont
pas encore modulées par des
médicaments, et celles pour
lesquelles on pourrait faire de
la conception (« design ») de
nouvelles molécules (PHAROS
et Open Targets).

Ces bases de données peuvent
8tre spécialisées sur les cibles
pharmacologiques (IUPHAR],
et certaines entiérement
dédiées au vieillissement



r
G IDG lroymanye o Drecessie Genos: PH AF@ dt

Recueillir/organiser les informations sur les cibles potentielles et les maladies (USA)

*O n Targets *
ofs” Open Targets B o

Recueillir/organiser les informations
= Premmoces sur les cibles potentielles et les maladies -
partenariat public-privé (UK et +)

UPHARTRE

Cibles
pharmacologiques R
Aje
115 L
K RS
gy

neXtprot
P.rotéinés humaines (CH)

e

PROTEIN DATA BANEK

Structure 3D des
molécules (USA) #=
aussi EU, Japon... . =1

%’—»

¢ Connaissance

¢ Nouvelles idées

¢ Aide a la conception
de nouveaux
médicaments

(DrugAge). En Suisse, neXt-
Prot est une base de données
spécialisée sur les protéines
humaines. La Protein Data
Bank (PDB) répertorie les
structures 3D des molécules
identifiées essentiellement par
cristallographie des rayons X°
ou RMN®. Ce type d'informa-
tion va permettre de générer
de nouvelles idées et de se
focaliser sur certaines niches
encore trés peu étudiées.

Pour qu'une petite molécule
chimique puisse moduler
l'activité d'une protéine cible
(par exemple une protéine
surexprimée dans une patho-
logiel, il faut en général que
celle-ci présente une poche
de fixation ; il existe des algo-
rithmes qui permettent de pré-
dire ces poches et les zones

5. Cristallographie des rayons X :
technique d'analyse structurale
fondée sur la diffraction des
rayons X.

6. RMN : Résonance Magnétique
Nucléaire, phénoméne basé sur
les propriétés magnétiques des
spins nucléaires, a l'origine d'une
technique de spectroscopie per-
mettant la détermination de struc-
tures moléculaires.

importantes pour les interac-
tions moléculaires. Ces outils
peuvent faire des prédictions
avec juste la séquence d'acides
aminés de la protéine, mais ils
sont plus précis si l'on connait
la structure tridimensionnelle
de la macromolécule en ques-
tion (Figure 6).

Ces algorithmes prévisionnels
sont basés soit sur la géomé-
trie de la macromolécule (c’est
le cas de services en ligne
francais comme Fpocket, ou
indien comme PocketDepth],
soit ils sont basés sur des
calculs d’énergies. En effet,
lorsqu’on bombarde la surface
d’'une macromolécule poten-
tiellement impliquée dans une
pathologie avec une petite liste
d'atomes ou des fragments
chimiques, il est possible de
construire des cartes d’affi-
nité d’interaction, et définir
certaines zones appelées
« hotspots », ou des candidats-
meédicaments s'accrochent
préférentiellement.

Ces zones sont donc utilisées
pour faire de la conception
de molécules capables de s’y
accrocher.

Des bases de données pour
l'innovation visant a rassembler
les connaissances sur les cibles
potentiellement thérapeutiques
émanent souvent de grands projets
internationaux.
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' Prediction des « poches » ‘

Géométrie

Fpocket (FR)"._
PocketDepth (IN)... \
]

[

Energie
«RMN in silico » | '

-—

metaPocket2 (DE)...

s

— Amarrage
C:,'.'ti i afftl_nlte de fragments
interaction chimiques

glnmp (usa). =

Simulation - 1A

. D3Pockets dynamics (CN) o
£L PZRI%K[CZ]...

Deux grands types d’approches
pour la prédiction des « poches »
existent quand on connait

la structure 3D de la cible :

les approches géométriques et
les approches énergétiques. Ces
méthodes permettent par exemple
de définir des zones ou une petite
molécule pourrait se fixer et

ainsi fournir des informations
précieuses pour d'autres types de
calculs, comme le criblage virtuel.

Par exemple dans une
approche comme FTMap aux
Etats-Unis, des petits frag-
ments chimiques bombardent
virtuellement la surface de la
protéine cible et, a partir de
calculs d'affinité, il est alors
possible de prédire des zones
ol des petites molécules
chimiques peuvent s’accro-
cher.

Dans ce type de prédiction, il
faut cependant aussi prendre
en compte la flexibilité des
macromolécules. Il existe ainsi
des serveurs dédiés a l'étude
de la flexibilité des poches,
notamment en Chine avec
D3Pockets. De plus, certains
outils utilisent des méthodes
d'apprentissage automa-
tiqgue, comme P2RANK en
Tchécoslovaquie pour prédire
ces poches, et combinent alors
des approches statistiques,
géométriques et/ou énergé-
tiques.

Pour illustrer la notion de
flexibilité, prenons l'exemple
du systéme interleukine et son
récepteur impliqué dans un
certain nombre de pathologies.

Bloquer cette interaction pro-
téine-protéine avec une petite
molécule chimique pourrait
8tre intéressant pour le déve-
loppement de nouveaux médi-
caments, mais il faut trouver
la bonne poche. Il existe plu-
sieurs structures 3D de l'in-
terleukine et en fonction de
la structure sélectionnée, on
distingue que la poche a la sur-
face présente des cavités et
des protubérances variables
(Figure 7).

Par exemple, si l'on compare
la protéine cristallisée seule
(forme apo) et la protéine
cristallisée en présence d’'une
petite molécule chimique
(forme holo), il est possible de
voir qu’'une protubérance est
présente dans la forme apo
juste au milieu de la poche
ou se fixe le candidat-médi-
cament. Cela correspond
a un acide aminé qui bouge
et se réoriente pour que le
composé chimique puisse se
fixer. Ainsi, si un scientifique
utilise la structure apo pour
rechercher une petite molé-
cule modulatrice, les chances



de succes sont pratiquement
nulles. Pourtant, au début
d’'un projet, seule la structure
apo d'une protéine est géné-
ralement connue (structure
expérimentale ou prédite par
des approches théoriques).
Comment faire dans cette
situation ? Il est possible d"uti-
liser un outil comme FTMap,
qui va prédire des poches,
méme sur la forme apo de la
protéine. Les petits fragments
sont positionnés pratiquement
dans toute la poche de fixa-
tion du ligand sauf au niveau
de la protubérance (Figure 7).
Il faudra ensuite utiliser un
outil d'ouverture de poche,
comme le serveur TRAPP en
Allemagne, pour générer des
conformations alternatives de
la poche. Ainsi, en combinant
les approches, méme a par-
tir d’'une structure apo, il est
possible de prédire plusieurs
poches et de les cribler ensuite
in silico dans 'espoir d'iden-
tifier des petits composés
chimiques qui iront moduler
'activité biologique de la cible
en question.

Il est aussi possible d’obtenir
des informations sur U'impor-
tance d'une protéine et/ou
d'une région de la protéine,
ou encore de la poche de
fixation, dans une pathologie
en analysant les données du
séquencage stockées dans de
nombreuses bases de don-
nées.

Prenons U'exemple d'une pro-
téine anticoagulante appelée
antithrombine, qui fixe des
médicaments comme le fon-
daparinux (un pentasaccha-
ride anticoagulant qui se lie a
l'antithrombine, et en se liant
a cette protéine, le facteur Xa
est inhibé). Nous avons tra-
vaillé avec des collaborateurs
aux Etats-Unis et en Chine
sur des familles de patients
présentant des problémes de
coagulation ; ces personnes
avaient une mutation ponc-
tuelle dans certaines régions
de U'antithrombine. Il existe de
trés nombreuses approches in
silico pour analyser ce type de
mutations. Un des objectifs est
d'essayer de comprendre la
relation entre le changement

A laide des données disponibles
dans la PDB, il est possible de
déterminer la zone de fixation
d’une petite molécule chimique sur
une protéine avec un outil comme
FTMap et d'explorer la flexibilité
possible de la poche identifiée avec
par exemple le serveur TRAPP.
Source : Structures 3D
des protéines utilisées dans
cet exemple : Arkin et coll. (2003).
PNAS.
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d’acide aminé et le phénotype
observé chez le malade. Nous
avons dans un premier temps
localisé les mutations ponc-
tuelles identifiées chez les
patients sur la structure 3D
de la protéine avec des logi-
ciels gratuits comme Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/
chimera/) ou PyMol (https://
pymol.org/) (Figure 8A). Dans
ce cas précis, nous avions
l'avantage de disposer de la
protéine co-cristallisée avec
un médicament. On pouvait
donc voir qu'une mutation était
directement dans la poche de
fixation du médicament et
pourrait donc altérer la liai-
son entre la petite molécule
et la protéine. L'autre muta-
tion était plus loin de cette
poche, elle pourrait jouer plu-
sieurs roles, sur la stabilité de
la protéine ou encore sur la
dynamique du systeme avec
perturbation a distance de la
fixation du médicament, etc.

Pour aller plus loin dans l'ana-
lyse des mutations ou dans le
cas ou il n'y a pas de struc-
ture 3D protéine-médicament,
il peut étre intéressant de
calculer, a partir du fichier
PDB de la protéine étudiée,
toutes interactions non cova-
lentes entre tous les acides
aminés de la protéine et créer
ainsi un réseau d’interactions
(Figure 8B). Cette analyse a
été réalisée avec le serveur
Italien RING. Chaque cercle
représente un acide aminé (les
noeuds du réseau) et, entre
les cercles, les petits traits
(les arétes du réseau) repré-
sentent les interactions non
covalentes. Il est alors pos-
sible de visualiser en 2D des
informations tridimension-
nelles telles que les liaisons
hydrogene, les ponts salins...

(Figure 8B). On peut ensuite
transformer ces données
d’'interactions complexes en
un autre type de visualisa-
tion avec le logiciel gratuit
Cytoscape (https://cytoscape.
org/) : ici tous les acides ami-
nés sont projetés sur un cercle
(petits points rouges] et ils
sont classés selon le nombre
d’interactions non covalentes
(Figure 8C). Les résidus qui
ont un grand nombre d’inte-
ractions non covalentes ont
généralement un role majeur
dans la structure et stabilité
de la protéine. Une mutation
dans ces régions peut entrai-
ner un déficit de la protéine
étudiée et une pathologie
associée a la fonction de celle-
ci. Une mutation d’un résidu
faiblement connecté avec son
environnement mais qui a un
effet important sur le traite-
ment peut donner des pistes
sur U'importance de certaines
régions de la poche de fixa-
tion du médicament et aider
a la conception de nouvelles
molécules si la mutation est
fréquente dans la population.
Dans le cas de l'antithrombine,
les résultats des approches
in silico suggéraient une per-
turbation directe et indirecte
de la fixation du médicament
induite par les mutations, en
accord avec les travaux expé-
rimentaux.

Plus généralement, en analy-
sant les substitutions d’acides
aminés chez les patients avec
plusieurs outils informatiques
et diverses approches expéri-
mentales (biochimie, biologie
moléculaire et biophysique), il
devient possible dans certains
cas de comprendre pourquoi
les malades réagissent ou
pas a un traitement, et ainsi
de générer des nouvelles



B C

Bases de données de mutations ﬁ

~

Q UCSF Chimera

'w Residue Interaction Network Generator (RING) ‘ . (Im

Les outils de visualisation permettent de gagner en connaissance. A) Structure 3D de la protéine antithrombine
co-cristallisée avec un médicament anticoagulant, le fondaparinux, visualisée avec le logiciel Chimera. Des
mutations ponctuelles identifiées dans des bases de données ou aprés séquencage de patients sont soulignées
par des cercles ; B] visualisation du réseau d’interactions non covalentes présent dans cette protéine avec
localisation des acides aminés mutés aprés traitement par le logiciel RING ; C] utilisation du logiciel Cytoscape
pour analyser les données de RING afin de caractériser les interactions non covalentes de chaque acide aminé.
Ce type d’analyse aide a comprendre l'impact des substitutions sur la structure et la fonction de la protéine, et
dans certains cas facilite la conception de candidats-médicaments.

Source : Dinarvand et coll. (2018). J. Thromb Haemost.

hypothéses pour changer de bases de données. Ony trouve
traitement ou pour rechercher  des petites molécules prove-
de nouveaux médicaments. nant des extraits de plantes :
des plantes utilisées pour
la médecine traditionnelle
chinoise, des plantes utilisées
pour la médecine ayurvé-
dique’, d’autres venant d’un
certain nombre de régions du
monde (Figure 9).

Toutes ces bases de données
dédiées aux cibles et tous
ces outils logiciels permet-
tant de les analyser vont donc
constituer une étape impor-
tante dans la recherche de
candidats-médicaments ou
de sondes pharmacologiques.
L'étape suivante consiste a
rechercher des petites molé-
cules qui modulent ces cibles.

D’autres bases de données
donnent acces aux proprié-
tés physiques de ces petites
molécules chimiques. Dans
la « Protein Data Bank », on
trouve des macromolécules
et des petites molécules co-

Les petites molécules ) Pe! )
cristallisées avec une cible

et le criblage virtuel

Les petites molecules 7. Médecine ayurvédique : méde-

chimiques sont aussi stockées
dans un certain nombre de

cine traditionnelle originaire de
l'Inde.
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De trés nombreuses bases de
données spécialisées et contenant
des informations au format adapté
pour le traitement informatique
sont disponibles sur Internet.

Donndes biophysiques et 3D j\ﬁ‘;
~PDB {protein datobank 300 1 7
[pocket-ligands in 30)

~PubChem; ChEMBL; SureChEMBL, Tox21, OCHEM _?tlgllm“‘

thérapeutique ou une macro-
molécule. Dans la Cambridge
Structural Database ou dans
la Crystallography Open
Database, les structures 3D
expérimentales de plus d'un
million de petites molécules
chimiques sont répertoriées.
Certaines bases de données
sont spécifiquement dédiées
aux inhibiteurs d’interactions
protéine-protéine. On trouve
aussi des petites molécules
virtuelles, c’'est-a-dire qui
n‘ont pas encore été synthé-
tisées. C’est le cas de la base
de données Suisse (GDB-17),
qui contient 166 milliards de
molécules qui n’ont pas encore
été synthétisées. La navigation
dans cet espace chimique qua-
siment infini, avec des outils
informatiques, va certaine-
ment permettre a terme de
générer de nouvelles connais-
sances et des nouveaux médi-
caments.

Afin d’identifier rapidement
des molécules chimiques qui
modulent les cibles théra-
peutiques potentielles, il est
pertinent d'acheter les com-
posés car on ne peut pas tous
les synthétiser. En effet, pour
synthétiser 1 000 composés en
quantité suffisante, il faut sou-
vent plusieurs mois de travail.
Pour aider les scientifiques,
plusieurs bases de données

contiennent des catalogues de
molécules que l'on peut ache-
ter a des sociétés de chimie.
Par exemple, a San Francisco,
la base ZINC répertorie envi-
ron 80 millions de petites
molécules existantes auprés
des vendeurs et plus d'un
milliard de composés virtuels
facilement synthétisables. On
peut aussi sélectionner pour
certains projets des bases
de données plus spécifiques
comme par exemple celles qui
contiennent uniquement des
macrocycles, ou uniguement
des petits peptides.

Il existe également des bases
de données contenant des
médicaments qui sont déja
sur le marché et des molé-
cules en phase clinique
comme DrugBank au Canada.
Certaines bases répertorient
des petites molécules qui ont
été testées avec des approches
de criblage expérimental haut
débit, comme par exemple
PubChem et ChEMBL. Ces
bases de données annotées
sont tres intéressantes pour
réaliser des études grande
échelle in silico sur par
exemple tout le protéome
humain, ou pour développer
des modeéles statistiques pré-
dictifs. D'autres bases de don-
nées concernent les extraits
de produits alimentaires ou



des molécules annotées sur
Wikipédia.

Une quantité d’informations
considérable est donc main-
tenant disponible et augmente
de jour en jour. Ces informa-
tions ne peuvent pas étre trai-
tées par le cerveau humain. Il
faut donc des logiciels et des
applications informatiques
pour manipuler les données et
en extraire de la connaissance.

Le logiciel DataWarrior
(http://www.openmolecules.
org/datawarrior/], gratuite-
ment disponible, permet de
manipuler assez facilement
autour d'un million de molé-
cules. Il fonctionne sur tous
les systemes informatiques.
L'utilisateur peut ouvrir un
fichier de molécules télé-
chargé d'une base de don-
nées ou récupérer directement
des molécules sur ChEMBL
ou Wikipédia (Figure 10).
Des tutoriels en francais
sont disponibles sur Radar
web création (https://www.
radarweb.fr/), ils expliquent

8000
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Total Molweight
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3000
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® Inorganic

® Oligosaccharide @ Polymer

® Natural Product-derived @ Oligonucleotide
@ Synthetic Small Molecule @ Unknown

comment prendre en main
ce logiciel un peu complexe.
En ouvrant DataWarrior, plu-
sieurs fenétres sont visibles.
Une sorte de tableau Excel
décrit les composés, avec des
représentations 2D et/ou 3D
des molécules. Dans l'exemple
sur la Figure 10, une base de
médicaments est ouverte et
visualisée via des graphes
en 2D et 3D. Ces molécules
peuvent alors étre classées par
années, en fonction de leur ori-
gine, naturelle ou synthétique,
de leur nature biochimique,
de leur poids moléculaire, ou
encore de leur mode d’admi-
nistration.

Le criblage expérimental (ou
« high-throughput screening »,
HTS, pour souligner le carac-
tére haut débit de l'approche)
est une technique de réfé-
rence pour la recherche de
petites molécules agissants
sur une cible. Dans la pratique,
il consiste a tester en paral-
lele Uaction de dizaines de
milliers de petites molécules
chimiques sur une cible que

© Oligopeptide

—
Oruglikeness 100 <80 60

Toral Mahweioht

Le logiciel de visualisation et
d‘analyse de données DataWarrior
(www.openmolecules.org ;

tutoriel : www.radarweb.fr] est
disponible gratuitement et marche
sur tous les 0S.
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l'on estime importante pour
une pathologie ou une fonc-
tion biologique au moyen d’un
automate dans le but d’identi-
fier des touches qui vont agir
sur la cible.

Avec la miniaturisation et
l"automatisation des tests
biologiques, 'automate peut
évaluer 100 000 molécules
par jour environ (voire plus),
mais les colts sont énormes.
Le criblage virtuel, dans sa
version la plus simple, trans-
pose in silico certaines idées
du criblage expérimental. Le
criblage virtuel a pour objectif
principal de réduire le nombre
de molécules a tester expé-
rimentalement. Ainsi, une
chimiothéque de plusieurs
millions (ou milliards) de com-
posés ou de milliers de médi-
caments peut étre utilisée.

Ensuite, le criblage virtuel
per se sera initié. On distingue
deux grandes stratégies de
criblage virtuel qui peuvent
étre couplées dans certaines
circonstances : celles qui uti-
lisent les propriétés structu-
rales des petites molécules
chimiques bioactives - on
parle alors de criblage vir-
tuel basé sur la structure des
ligands (« ligand-based virtual
screening », LBVS] - et des
approches basées sur la struc-
ture tridimensionnelle (3D) de
la cible (« structure-based vir-
tual screening », SBVS).

Dans la pratique et a titre
d'exemple, a partir d'une
chimiotheque électronique
initiale contenant un million
de petites molécules, le cri-
blage virtuel permettra, en
quelques heures de calculs
(ou en quelgues minutes de
calcul sur un cluster puissant),
de générer une liste d'environ

500 composés potentiellement
actifs a tester expérimentale-
ment. Sur ces 500 molécules
analysées en tubes a essai, il
y aura immanquablement un
nombre important de molé-
cules inactives mais aussi
une petite liste de molécules
bioactives. Deés lors, au lieu de
tester expérimentalement un
million de composés, seules
500 molécules seront analy-
sées dans le tube a essai.

4 Intelligence
artificielle

et apprentissage
automatique

Les approches d'intelligence
artificielle pour prédire
Uimportance d'une cible ou
certaines propriétés des com-
posés chimiques sont encore
émergentes. Dans d'autres
domaines que le médicament
ou la chimie, on connait par
exemple le traitement du lan-
gage naturel, qui est un sous-
domaine de Llintelligence
artificielle. Ces approches
regroupent par exemple les
programmes de reconnais-
sance vocale et les autres
applications liées aux mots
dits ou écrits. Certaines de
ces approches sont modifiées
pour faciliter la recherche de
molécules potentiellement
thérapeutiques. L'intelligence
artificielle est aussi connue
dans le domaine du traite-
ment et de la reconnaissance
des images. Ces algorithmes
peuvent étre adaptés pour le
traitement d’'images de petites
molécules chimiques et ainsi
aider a par exemple prédire la
toxicité d'un composé.

Toute une série d'autres
algorithmes permet de clas-
ser ou de construire des



modeles statistiques, notam-
ment de prédire si un com-
posé peut étre actif sur une
cible ou toxique chez 'homme
(Figure 11).

Dans le domaine de la chimie,
certaines de ces approches
sont plus connues sous le
nom de méthodes QSAR
(« Quantitative Structure Activity
Relationship »). Ces techniques
permettent de relier par une
relation mathématique les des-
cripteurs moléculaires, soit a
l'activité biologique, soit a une
propriété (physico-chimique
ou pharmacocinétique). De
tels modéles statistiques,
basés sur des descripteurs
moléculaires calculés, sont
le point de départ de nom-
breux processus de sélection
de molécules. Ces modeles
sont souvent construits a
partir d'un jeu de référence
(par exemple des molé-
cules annotées de ChEMBLJ,
appelé jeu d'apprentissage,
permettant de sélectionner
le(s) descripteur(s] le(s) plus
adapté(s) dans la construction
d'un modeéle. Les modes de
construction de ces modéles
peuvent étre relativement

simples (régression linéaire...)
ou plus sophistiqués (algo-
rithmes génétiques, réseaux de
neurones, foréts aléatoires...).
De nos jours, d'autres algo-
rithmes peuvent étre utilisés
comme les réseaux de neu-
rones convolutifs (exemple du
« deeplearning »).

Le calcul des descripteurs et
le développement des modeles
statistiques sont complexes.
Heureusement, certains ser-
vices dédiés aux petites molé-
cules sont disponibles en ligne,
comme ChemSAR en Chine
(Figure 12). Dans ce cas, l'uti-
lisateur récupeére les infor-
mations a partir d'une base
de données comme ChEMBL,
PubChem ou DrugBank. Les
molécules sont insérées dans
le systeme informatique qui
nettoie les données et calcule
toute une série de descripteurs
moléculaires. Le systeme va
ensuite utiliser différentes
approches statistiques pour
créer des modeles statis-
tiques prédictifs. La qualité et
la performance des modeles
peuvent alors étre visualisées.
Le modele statistique mathé-
matique généré par le systeme

L'intelligence artificielle et

les méthodes d’apprentissage
automatique permettent
d‘apprendre des données et

de développer des modéles
mathématiques prédictifs.
Certaines de ces prédictions visent
a évaluer les propriétés ADME-
Tox des petites molécules et ainsi
réduire la nécessité de recourir

a l'expérimentation animale.

Forét d’arbres
décisionnels...

Apprentissage
automatique
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Des systémes de gestion des
données permettent un traitement
automatisé des informations
récoltées sur les bases de données
afin de développer des modéles
statistiques prédictifs.

Source: d'aprés Dong et coll.

(2017). J. Cheminform.

de maniére quasi automatique
peut ensuite étre utilisé et
appliqué pour prédire l'activité
de nouveaux composeés.

Prédictions ADME
et de la toxicité

Dans le cadre du dévelop-
pement thérapeutique, les
composés chimiques doivent
non seulement étre actifs sur
les bonnes cibles mais ils
vont aussi devoir étre absor-
bés, distribués, métabolisés,
et excrétés (« ADEME »). De
plus, ils doivent étre peu ou
pas toxiques. Le voyage d'un
médicament dans l'organisme
est représenté de facon tres
schématisée sur la Figure 13.
L'administration par voie orale
d'un médicament fait interve-
nir le passage a travers toute
une série de membranes biolo-
giques et les petites molécules
vont aussi interagir avec un
grand nombre de macromo-
lécules. Certains de ces pro-
cessus et événements peuvent
étre reproduit in silico.

Généralement, deux séries
d'analyses sont effectuées

sur les petites molécules. Une
premiere étape implique le
nettoyage des chimiothéques.
Il s’agit de la standardisation
de l'écriture des molécules
et d’un filtrage ADME-Tox fai-
sant appel a plusieurs régles
empiriques s’appuyant souvent
sur l'analyse de molécules
connues et des médicaments
existants. Nous avons déve-
loppé un logiciel gratuit en
ligne, FAF-Drugs, qui permet
de préparer une chimiotheque
avant un criblage ou de filtrer
des molécules virtuelles avant
la synthese. Les fichiers sont
soumis a toute une série de
calculs et de filtres, a lissue
desquels les molécules sont
soit rejetées car elles ne res-
pectent pas des regles ADME
simples ou parce qu’elles sont
potentiellement toxiques, soit
acceptées ou soit considérées
comme de qualité intermé-
diaire (Figure 14). On dispose
aussi de toute une série
d'outils de visualisation qui
permettent de mieux caracté-
riser les produits. Des regles
développées dans lindustrie
pharmaceutique sont aussi
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Administration par voie orale
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Excrétion pulmonaire
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| Effets biologiques |
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ADME-Tox

ADME quatre processus
(pharmacocinétique)

- absorption

- distribution

- métabolisme

- excrétion

+

- toxicité

IL faut trouver une molécule qui
agisse sur des cibles/pathologies
sans induire de toxicité

Le devenir d’'un médicament administré oralement dans l'organisme : un voyage en plusieurs étapes.

La pharmacocinétique, parfois désignée sous le nom de « ADME », étudie le devenir du médicament dans
l'organisme apres son administration. On distingue généralement plusieurs phases : absorption, distribution,
métabolisme [transformation en produit actif ou inactif] et élimination (excrétion). Certaines de ces phases
peuvent étre prédites in silico. De plus, il est important de prédire si un composé peut étre toxique. Dans ce
cas, certains modéles prédictifs sont utilisés en paralléle des approches expérimentales et peuvent méme dans
certaines circonstances remplacer l'expérimentation animale.
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(Hopkin’s group, 2012)

Descriptors & Alerts
i |ADME-tox C5V Fies
e - Descriptions & Strutural Alerts
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FAF-Drugs est un logiciel en ligne
accessible gratuitement qui
permet, grace a un traitement

de données, de prédire certaines
propriétés ADME-Tox simples

et filtrer une chimiothéque avant
ou apreés un criblage expérimental
ou virtuel.
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implémentées. Si une molé-
cule commence a allumer
plusieurs feux rouges et se
projette en outre assez mal
dans un certain nombre de
diagrammes ADME, alors le
composé est rejeté.

Ce premier niveau de filtrage
est utilisé en amont du déve-
loppement du candidat-médi-
cament. Ensuite, pendant les
phases d'optimisation des
molécules (par exemple opti-
misation de laffinité pour la
cible, amélioration des para-
meétres ADME...), il est néces-
saire d’affiner de plus en plus
la recherche de toxicité poten-
tielle, sachant qu'ily a des liens
étroits et trés complexes entre
parametres ADME et toxicité.

Apreés des années d’optimisa-
tion, une molécule peut par
exemple atteindre le stade de
la pharmacologie de sécurité
préclinique. A ce stade, il est
possible de coupler certaines
approches expérimentales
avec l'utilisation de modeéles
statistiques prédictifs beau-
coup plus spécifiques que ceux
utilisés dans un outil comme
FAF-Drugs. L'objectif de cette
étape est notamment d’es-
sayer au maximum d’antici-
per des interactions possibles
entre une petite molécule et
certaines cibles connues pour
étre dangereuses pour la santé
si elles sont touchées par un
composé. L'idée sous-jacente
est de protéger les volontaires
sains qui rentrent en phase 1,
et ensuite les patients qui
vont participer aux phases cli-
niques, et au final d'essayer de
minimiser les échecs au cours
du développement, ou méme
aprés la mise sur le marché.

Il est donc critique de détec-
ter le plus t6t possible si une

petite molécule chimique
« touche » peut avoir des
effets indésirables sur les
systémes physiologiques, et
notamment sur les organes
vitaux comme le cerveau, le
ceeur, le poumon. Il existe des
listes de protéines cibles qui
ont été publiées par l'industrie
pharmaceutique et dans les
laboratoires de recherche aca-
démiques qu'il faut éviter. Un
premier jeu fait état d'une qua-
rantaine de cibles a ne pas tou-
cher ou a toucher de maniére
contrélée. Dans la pratique,
il y en a environ 150, ou 200
si on veut étre plus exhaustif.
Au niveau in silico, un objectif
peut étre de développer des
modeéles statistiques mathé-
matiques prédictifs pour cha-
cune de ces cibles et répondre
a la question : est-ce que cette
molécule qui inhibe une cible
thérapeutique va aussi intera-
gir avec une cible dangereuse
pour la santé ?

Prenons l'exemple du canal
potassique, hERG, qui est trés
important puisque son blo-
cage par une petite molécule
peut entrainer des arréts car-
diaques. Un certain nombre
de médicaments ont été reti-
rées du marché parce qu'ils
bloquent ce canal hERG,
notamment certains antihista-
miniques, mais aussi d'autres
molécules.

L'astémizole, retiré du mar-
ché (dont on voit la formule
en 2D sur la Figure 15), est un
exemple type. Cette molécule
peut aussi étre représentée
par un code beaucoup plus
adapté a une manipulation
informatique qu’'une image, le
code SMILES. Ce code peut
étre copié et collé dans un outil
suédois, PTP, qui va évaluer
(un modele statistique pour



SMILES

Astémizole
s r
p—
Q

-H
Structure de l'aslér:gz-m

[&} pharmb.io

Lampa, Samuel, et al. Premcungon TargethdmgP fie:
Frontiers in pharmacology 9 (2018). https://doi.org/10.3389/fphar.2018.01256

PTP - Predic!ive Target Profile : B

you use this service, please cite:
s With Confidence Using Conformal Prediction.”

®

218 I a Instructions: Draw your molecule in the editor, the

prediction underneath will update as you draw.

|
retiré du marché ' SVM
Masquer] B (j_?' ) 31 cibles
o i St données manquantes
PubChem (archive), vue 3D (archive] { L.l

Profile

chaque cible a été construit
a partir de molécules anno-
tées extraites notamment de
ChEMBL] si ce composé peut
interagir avec 31 cibles dange-
reuses pour la santé. A ce jour,
il N’y a pas encore assez de
données libres pour construite
un modéle mathématique pour
toutes les cibles a éviter, mais
c’'est une étape.

Le repositionnement
de molécules au
service de Uinnovation

Pour certains projets, comme
dans le cas d'urgence sani-
taire ou des maladies rares,
il peut étre pertinent d'utiliser
des médicaments qui existent
déja pour essayer de traiter
ou soulager les patients. Le
repositionnement ou la réu-
tilisation des médicaments
signifie tester des molécules
déja connues pour une mala-
die différente de celle pour
laquelle elles ont été déve-
loppées. Cela peut se faire
avec des approches expéri-
mentales de criblage, mais les
méthodes in silico peuvent étre
beaucoup plus rapides et/ou

complémentaires. En compa-
rant les étapes de découvertes
classiques d'un médicament
et les étapes de repositionne-
ment, on note une réduction
de temps de développement
considérable (Figure 16). En
effet, dans le cas du reposi-
tionnement, plusieurs étapes
ne sont plus nécessaires et
un certain nombre de connais-
sances ADME-Tox sont déja
établies. Plusieurs composés

Le service PTP en Suéde [http://
ptp.service.pharmb.io/) permet
de tenter de prédire l'interaction
entre une molécule chimique et
31 cibles a ne pas toucher pour
un développement thérapeutique
comme le canal potassique hERG.

Synthese ou Une certaine s e . .
découverte de efficacité in Opthlfnllsatmn ADME et Formulation  Essais b3
médicament  vitro-in vivo chimique  toxicologie et fabrication cliniques T
s
, ®
Qo
. ] g
T Q.
Q.
\ 3-5ans 2-3ans 1-2ans 1-2ans <
¥ J
7-12 ans

Observation Une certaine g
de nouvelle efficacité in Formulation Essais w
activité vitro-invivo et fabrication cliniques 5
©
Q2
o L EEE——— E
1 ] Q
J o
T <
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Les approches informatiques peuvent guider les projets de repositionnement

de médicaments.
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ont déja été repositionnés
sur d'autres pathologies ces
derniéres années comme par
exemple le thalidomide.

Plusieurs approches in silico
peuvent étre utilisées pour le
repositionnement comme par
exemple les méthodes basées
sur les signatures transcrip-
tomiques®, sur les connais-
sances des ligands et sur la
connaissance tridimension-
nelle des cibles.

On dispose dans les bases
de données ouvertes d'envi-
ron 12 000 molécules thé-
rapeutiques qui sont sur le
marché dans tous les pays
ou seulement dans certains
pays, et donc de composés
chimiques qui sont déja
connus et administrés chez
'homme. Pour illustrer cette
notion de repositionnement
in silico, nous allons nous
limiter a deux grands types
de méthodes : les approches
basées sur la connaissance
des ligands et les approches
basées sur la connaissance
de la structure 3D des cibles
(Figure 17).

Dans certains cas, nous
savons que des cibles sont
importantes dans une patho-
logie. Pour identifier les cibles
qui pourraient étre touchées

8. Signature transcriptomique : le
transcriptome est lensemble des
ARN issus de la transcription du
génome. Lanalyse transcripto-
mique peut caractériser le trans-
criptome d'un tissu particulier,
d'un type cellulaire, ou de com-
parer les transcriptomes entre
différentes conditions cliniques.
Ce type d'étude peut donner des
pistes sur des cibles importantes
pour une pathologie et sur des
molécules qui pourraient réé-
quilibrer le systeme biologique
perturbé.

par des médicaments connus,
nous pouvons effectuer un
criblage virtuel basé sur la
connaissance des ligands.
Sur 'exemple présenté sur la
Figure 17,la molécule a tester
(« query ») est constituée de
plusieurs groupes chimiques,
elle est transformée en un
vecteur de 1 et de 0 (notion
d’empreintes moléculaires).
Chaque fois qu'un fragment
chimique (par exemple un
cycle aromatique) du com-
posé étudié se trouve dans
une petite base de données
sélectionnée par l'utilisateur,
on donne lavaleur 1, et quand
le fragment chimique est
absent, on lui met la valeur 0.
Chaque médicament a tester
est ainsi transformé en une
suite de 0 et 1, ce qui per-
met de traiter rapidement
les informations en informa-
tique. Nous procédons de la
méme maniére sur des mil-
lions de molécules annotées
(nous connaissons au niveau
expérimental certaines cibles
touchées par ces composés)
présentes dans des bases de
données comme ChEMBL ou
PubChem. Il est ensuite pos-
sible de calculer la similarité
entre un médicament étudié et
une petite molécule annotée.
Si cette similarité est impor-
tante, nous pouvons suggérer
que le médicament étudié se
fixe aussi sur la cible de la
petite molécule de ChEMBL
ou PubChem.

Prenons l'exemple d'une
molécule anticoagulante
bloquant le facteur 10 de la
coagulation. Il est possible de
traduire sa formule chimique
en une série de 0 et 1. Ce
médicament peut étre com-
paré, aprés un calcul de simi-
larité, a toutes les molécules



Avec ou sans apprentissage

Beaucoup d'approches... :

Criblage virtuel
basé sur la
connaissance des
ligands

Amarrage

Médicaments
approuvés
~12000
molécules
(base de données
ouverte)

[Target-annotated
compounds

automatique

J

Kallikrein

1
1
1
]
1
1 T
1
1 [leleleTo]1]
] |
v~ queryinput: a drug : output
I i 1 B "
¢ similarity Kinase [ List of putative targets
3 1
T 1
- | GLeLGlelx)
! i
H i
Rivaroxaban wll 1 -
inhibitor of coagulation FXa 1 1
1(ofjo|1|0f1 : 1
1 Acetylcholinesterase... : E;) Aje.
| Ghleliling (@& ChEMBL &
1
1

PubChem £=

qui se trouvent dans une base
de données, donc actuelle-
ment a environ deux millions
de composés. Le calcul sug-
gére que la molécule anti-
coagulante peut aussi se fixer
sur d'autres cibles, comme
certaines kallikreines. Si ces
kallikreines sont importantes
pour la pathologie que l'on
étudie, il est alors possible
de tester expérimentalement
cette hypothése pour valider
ou non la prédiction in silico.

L'autre approche, présentée
sur la Figure 17, est géomé-
trique et énergétique, basée sur
la structure de la cible et sur
l'amarrage de la petite molé-
cule. On connait la structure 3D
expérimentale de milliers de
cibles [(environ 150 000 en
2020), mais on a aussi environ
35 millions de modeles structu-
raux théoriques construits par
homologie déposés dans des
bases de données. On dispose
ainsi d'une certaine couverture

du protéome’ humain, couver-
ture qui devrait étre pratique-
ment compléte dans les dix
années a venir.

Dans cette approche de repo-
sitionnement basée sur la
connaissance de la struc-
ture 3D des cibles, un calcul
d’amarrage des petites molé-
cules-médicaments sur cha-
cune de ces cibles est réalisé
afin d’obtenir un score pré-
dictif d'affinité entre toutes
les petites molécules étudiées
et toutes les cibles. Cela per-
met de tester rapidement un
grand nombre de composés
sur de multiples cibles. Méme
si les calculs d’affinités sont
encore peu précis, on réa-
lise bien le gain de temps et
la réduction des colts que
peut constituer ce type d'ap-
proche. En effet, on n'a plus
a tester tous les composés

9. Protéome : ensemble des pro-
téines exprimées au sein d'un sys-
teme biologique défini.

Deux exemples d’approches

in silico pour repositionner

des molécules chimiques.

Des approches sont basées sur
la structure chimique des ligands
et sur la connaissance de ligands
annotés présents dans des bases
de données, d'autres approches
sont basées sur des techniques
d’amarrage moléculaire.
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MTiOpenScreen: A service to dock small compounds

g MTiAutoDock

{ MTiOpenScreen —

[ Docking | [Virtual screening | s diverse-lib
= n |2 iPPi-lib
. Upto 10 = ! Up to 5000 | 5in-house ¥4 D lib
1 protein ligands j5| 1 protein ligands libraries  iNg e brugs-i
e FOOD-Lib
e s NP-lib
Blind docking Bdl:)r::?(isn';e g Virtual screening
g
AutoDock i~ AutoDock Vina
8
[=]
Visualisation Export 2 Visualisation Export
¢ Protein and top scored ¢ 10 poses * 10 ligands | 3 | ¢ Protein and top scored poses * The 3 top scored poses of
poses of 10 ligands in 3D ¢ Binding energies 3 of 100 top ranked ligands in 3D the 1500 top ranked ligands
* Binding energies o | «Binding energies * Binding energies
N,

MTiOpenScreen [http://drugmod.
rpbs.univ-paris-diderot.fr/index.
ph)] est un serveur pour le criblage
virtuel basé sur la structure 3D
des cibles.

expérimentalement, mais
seulement ceux identifiés par
les approches in silico.

Nous avons développé un ser-
veur, MTiOpenScreen, dédié a
'amarrage des petites molé-
cules et au criblage virtuel.
Plusieurs banques de molé-
cules sont déja préparées pour
les utilisateurs et notamment
une banque de médicaments :
Drugs-Lib (Figure 18).

Pour développer ce serveur,
il faut dans un premier temps
préparer les banques de
petites molécules. Pour cela,
il est nécessaire d'extraire
les données publiées dans
différents pays, les agréger,
éliminer les doublons et cer-
tains toxicophores, et effectuer
toute une série de calculs pour
aboutir a la base de données
finale. Il faut aussi prédéfinir
un certain nombre de régles
pour ne sélectionner que les
molécules qui sont adaptées a
'amarrage (Figure 19).

Ensuite, il faut un algorithme
d’amarrage. Dans notre cas,
nous n'avons pas redéveloppé
une méthode mais implémenté
deux outils libres publiés
aux Etats-Unis, AutoDock et
AutoDock Vina. La prochaine
étape de développement du
serveur est d’automatiser les
processus pour faciliter le
travail des utilisateurs, créer
une interface intuitive et tester
les outils afin de valider sur
des exemples connus que les
calculs sont corrects. Enfin,
nous pouvons tester le serveur
sur des nouvelles cibles et vali-
der expérimentalement la per-
tinence de l'approche. Pour ce
faire, nous avons par exemple
étudié une protéine impliquée
dans l'angiogenése’ et le can-
cer avec nos collaborateurs
de Bordeaux (Figure 20). Cette
protéine est cristallisée et on

10. Angiogenése : processus de
formation de nouveaux vaisseaux
sanguins.



a pu, avec ce type d'approche
et en moins d'une heure de
calculs, identifier plusieurs
antifongiques qui semblent

de cette protéine. Ces com-
posés antifongiques ont été
validés expérimentalement et
des brevets ont été déposés.

bloquer lactivité catalytique

Un travail de nettoyage, de
sélection et de fusion des bases
de données est nécessaire afin
de les rendre prétes a ['emploi.
Les criteres ont été définis par
les concepteurs du serveur.

ChEMBL DrugBank
« drug » « approved »

SuperDrug2 NP diverse

Drug Central
g « approved » library

Remove Filters
salts and mixtures 100 < MW

Visual inspection

Remove compounds not suitable for docking

FAF-Drugsd

salent inhibitors, PAINS, Lilly MedChem rule

11292 (3067)

173 (4574) 10997 (3017) 1228 (653)

FOOD-lib

Repositionnement de plusieurs médicaments
antifongiques sur une protéines convertase
(1h)

Les PC peuvent activer une
métalloprotéase (métalloprotéinase
matricielle) et jouer un réle dans
l'angiogenése tumorale

ifungg
e

ProMT1-MMP “— 63

NTIMMP S - 60

-
Médicament = +

Utilisation du serveur MTiOpenScreen : il a été possible d’identifier des médicaments antifongiques qui ne sont
pas connus pour se fixer sur les protéines convertases par notre approche informatique. Ces médicaments
semblent bloquer ['activité de cette protéine impliquée dans l'angiogeneése et certains cancers. C'est une
premiére étape dans notre processus de repositionnement.
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Les perspectives de la pharmaceutique
in silico

La conception de molécules candidats-médi-
caments en ligne est maintenant possible : les
bases de données et les algorithmes peuvent

étre utilisés pour faire la conception de ces
molécules (Figure 21).

Il reste encore des points complexes a
résoudre :

- les données manquantes : par exemple dans
le cadre du profilage pharmacologique, toute
une série d’informations manquent sur un
certain nombre de cibles ; il en est de méme
pour plusieurs types de prédictions de toxicité ;

- le manque d'uniformité de létiquetage des
données : un travail de nettoyage important est
a faire ;

- les options dans les services en ligne et l'iden-
tification des erreurs dans les prédictions : les
algorithmes implémentés en ligne ne peuvent
pas offrir toutes les options possibles aux utili-
sateurs car il est nécessaire de simplifier Uin-
terface afin de permettre a des scientifiques
qui ne travaillent pas dans le domaine in silico
d’utiliser les services sans avoir besoin de coder
ou sans se perdre dans des dizaines d’options
complexes. Pour identifier les erreurs, il est
possible dans certains cas de fournir un score
de pertinence des calculs, mais le meilleur
moyen reste encore d'étudier lalgorithme et
de bien comprendre la force et la faiblesse des
méthodes qui sont utilisées en arriere-plan.

Néanmoins le coté positif est qu’il est mainte-
nant possible de concevoir des petites molé-
cules-médicaments ou d’essayer d'optimiser
des petites molécules « touches » avec ces
approches en ligne. Ces observations sur les
petites molécules chimiques sont aussi perti-
nentes pour les peptides et pour toute une



série de produits biologiques, protéines théra-
peutiques et anticorps monoclonaux, pour
lesquels Llutilisation de Ulintelligence artifi-
cielle couplée a la bioinformatique structurale
est en train d’émerger a trés grande vitesse.
Avec ces approches in silico, il est possible
de tester de nombreuses hypothéses dans un
délai trés court, ce qui permet de réduire un
certain nombre de travaux expérimentaux et de
se focaliser sur ce qui est le plus important. De
plus, ce type de recherche génere de nouvelles
idées et, dans un certain nombre de cas, permet
méme de réduire de maniere significative l'ex-
périmentation animale.

Comme nous lavons évoqué précédemment,
ces ressources in silico sont non seulement
importantes pour la recherche mais aussi
pour l'enseignement. En effet, elles aident les
étudiants a mieux comprendre certains sujets
de recherche et certaines notions complexes.
De plus, les services en ligne représentent une
véritable vitrine de compétences, d’ailleurs on
voit qu'un pays comme la Chine, qui était peu
présent sur les outils en ligne dans le domaine
du médicament il y a 5-6 ans, y est mainte-
nant extrémement actif avec pratiquement une
publication scientifique dans le domaine toutes
les semaines.

Ces approches in silico sont incontournables
et pourtant restent insuffisamment utilisées
en France. De plus, ces approches ne sont pas
encore implémentées en France en cas d'ur-
gence sanitaire alors qu’elles sont rapides et
peuvent donner un éclairage nouveau sur de
multiples questions scientifiques. Il va donc
falloir combler au plus vite cette lacune. Le
manque d’experts en bioinformatique structu-
rale, chemoinformatique et autres disciplines
récentes dans les cercles décisionnels et
Uentre-soi expliquent en partie cette situation.
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Le Microbiote,
acteur et levier

de SANLE

Joél Doré est directeur de recherche a I'Institut national de
la recherche agronomique (INRA) et directeur scientifique de

MetaGenoPolis'.

Nous sommes microbiens, les
microbes interagissent avec
nous en permanence et nous
sommes en symbiose? avec
eux. En termes de connais-
sance scientifique, le micro-
biote est un domaine en
évolution rapide, notamment
celui du microbiote intestinal.

Lhumain microbien :
écosystéme,
symbiose

La relation symbiotique entre
le microbiote et l"humain
s'installe dés la naissance,
ol, venant d'un environne-
ment virtuellement stérile,
nous rencontrons les micro-
organismes, en commencant
par ceux d’origine maternelle
lors d’une naissance par voie

1. www.mgps.eu

2. Une symbiose décrit une relation
durable entre deux organismes
vivants qui profite a chacun d’eux.

basse. Dans les premiers mois
de la vie nous développons
notre microbiote en méme
temps que nous construi-
sons nos défenses naturelles
- notre systeme immunitaire
(Figure 1).

Cette évolution conduit a une
symbiose unique ou le micro-
biote, comme n'importe quelle
cellule ou n'importe quel
organe, est reconnu par les
défenses naturelles comme
faisant partie du soi, et quand il
n’y a pas cette reconnaissance,
quandiln'y a pas symbiose, ily
a maladie. Cette symbiose est
essentielle pour le maintien
dans la durée de lasanté etdu
bien-étre.

Le microbiote contribue a un
grand nombre des fonctions
trophiques®, il accompagne

3. Fonction trophique : contribution
a la nutrition et a la croissance des
organes et des tissus.
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Maturation
immunitaire

Symbiose
«unique » :

le microbiote
reconnu comme
une composante

Maintien de la symbiose :
santé et bien-étre

Rupture de U'équilibre
écologique :
risques infectieux

développement du « soi »
du microbiote |
Rupture de la tolérance :
risque de maladies
JI— — &7 immunes ou
oo oo auto-immunes
=2 - . , a ’ H‘"“-H._
// Prévention et thérapeutique de 'lhomme \\
'\ symbiotique : évaluation, monitoring /'
T et traitements —

La relation symbiotique héte-
microbes est initiée a la naissance
par la rencontre avec des
micro-organismes d’origine
maternelle et environnementale.
Apres la naissance, le nouveau-
né va simultanément développer
son microbiote et maturer ses
défenses naturelles.

le développement de nos
organes. Il contribue, sur le
plan métabolique, a la dégra-
dation de certains composés
alimentaires que les enzymes
humaines ne savent pas dégra-
der. Il exerce une fonction de
barriére, protection contre la
prolifération de microbes de
U'environnement. Quand il est
installé et stable, il nous pro-
tege. Il stimule en permanence
le systeme de défenses natu-
relles, produit également des
petites molécules qui exercent
un role signal, et agissent a
tous les niveaux de l'orga-
nisme, y compris au niveau du
cerveau.

Quand le systeme se déregle et
que l'on a une rupture d'équi-
libre, au niveau écologique, de
cette organisation de microbes
les uns avec les autres, la
fonction de barriere disparait
avec apparition d'un risque
infectieux. Quand la rupture
est au niveau de la tolérance
immunitaire, ce déséquilibre
est associé a un risque accru
de maladie auto-immune ou
immune en général.

La construction de connais-
sances dans ce domaine a pour
vocation d’aider a développer
des stratégies de prévention ou
de thérapeutique de 'homme
microbien symbiotique pour

mieux évaluer, mieux suivre et
mieux traiter cette symbiose.

Cinquante mille milliards,
c'est le nombre de bactéries
avec lequel chacun de nous
interagit en permanence,
chaque seconde de notre vie ;
et c’est seulement le nombre
des bactéries, car il y a aussi
des virus, des champignons,
des levures et de nombreux
autres micro-organismes. Ils
sont présents sur la peau, mais
aussi dans le systeme urogé-
nital, au niveau de la sphére
orale, dans la bouche, dans
les bronches, jusque dans les
poumons, et bien slr au niveau
du tube digestif ou se trouve la
plus grande richesse et la plus
grande diversité de microbes
(Figure 2).

Nous savons maintenant
qu’il y a 23 000 genes dans
le génome humain, mais en
face de ces 23 000 genes, et
notamment au niveau intesti-
nal, on est capable de comp-
ter en moyenne, par individu,
600 000 genes microbiens qui
contribuent, de facon essen-
tielle, a de nombreuses fonc-
tions (Figure 3).

Le scanner
métagénomique

Le scanner métagénomique*
est l'information génétique
qui concerne le microbiote
intestinal, la génomique fait
référence au génome de
'homme, la métagénomique
fait référence a ce qu'on
appelle le métagénome, qui
est U'ensemble des génomes

4. La métagénomique étudie le
microbiote par séquencage et
analyse des génomes de plusieurs
individus d'espéces différentes
dans un milieu donné.



< 4% de géne:
humains

Localisation des microbiotes
associés a l'organisme humain : ils
sont autochtones (nul besoin d’étre
réalimentés en micro-organismes)
et spécifiques des niches
écologiques qu'ils occupent.

combinés des microbes domi-
nants d'un écosystéme, en
l"occurrence de lintestin.

C’est une révolution technolo-
gique dont le développement
acommencé dans les années
2001-2002 : le principe est
d'extraire, a partir d'un
échantillon intestinal humain
(selles ou contenus d’intes-
tin), Uinformation génétique
et de séquencer de facon
massive les genes présents,
en vue de construire un cata-
logue de référence des génes
(Figure 4).

La construction de ce cata-
logue de référence a fait

Le nombre de génes humains représente moins de 4 % du génome

microbien par individu.

l'objet de grands projets a
l'international : a la fois au
niveau américain (le « Human
Microbiome Program ») et au
niveau européen : les projets
Meta HIT (« Metagenomics of
the Human Intestinal Tract »)
et IHMS, qui ont été portés par
la Commission européenne.
Ces derniers ont permis de
construire un catalogue de
références sur dix millions
de génes et d'établir des
procédures standardisées
aujourd’hui appliquées dans
le monde entier, ce qui repré-
sente un atout majeur pour le
futur de la métagénomique.

Fraction bactérienne

ADN métagénomique
Extracti&n

d’ADN' AR

séquencage
“#  massif

Assemblage et annotation

!

Catalogue de référence
des génes
et comptages

Principe du scanner
metagénomique a partir d’'un
prélevement intestinal humain.
Source : d'apres Qin Nature
(2010) ; Li Nature Biotech (2014).
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Nombre de génes non redondants
en fonction du nombre d’individus
caractérisés. Chacune des courbes
est associée a un groupe de génes
présent sur un pourcentage donné
dans la population caractérisée.

Noms de micro-organismes tres
conserveés au sein d'une grande
population d’individus occidentaux.

=)

génes rares toujours
en croissance

génes communs « connus »
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La Figure 5 est extraite d'une
étude de 2014 du program-
meMeta HIT qui portait sur un
échantillon de 1 267 individus,
européens, chinois et améri-
cains. On observe que plus le
nombre d’individus caractéri-
sés est grand, plus le nombre
de génes rares augmente, le
plateau n’étant pas encore
atteint.

En revanche, les points rouges
de la Figure 5 correspondent
aux génes présents sur envi-
ron la moitié de la population
étudiée. On atteint dans ce
cas rapidement un plateau,
qui indique que l'on caracté-
rise assez bien les génes qui
sont les plus partagés dans
la population humaine. Ils
correspondent a des genes
de micro-organismes conser-
vés entre individus : le noyau
métagénomique (Figure 5).

Un travail semblable réalisé a
['Institut national de la recherche
sur lalimentation, l'agriculture
et U'environnement (INRAe) sur

des animaux, notamment sur
le porc et le poulet, a conduit
a des observations compa-
rables au sens ou l'on met en
évidence une énorme richesse
en espéces métagénomiques,
mais dont une grande partie
n'est pas connue par la culture
au laboratoire.

Au sein du microbiote humain
on identifie une petite vingtaine
d’especes qui sont retrouvées
presque systématiquement
quand on caractérise un grand
nombre des individus humains
dans la partie occidentale de
la planéte (Figure 6). C'est
une petite vingtaine par rap-
port a en moyenne deux cents
espéces par individu, donc
une toute petite fraction de la
richesse microbienne que l'on
héberge en permanence.

La question s’est posée de
savoir si l'on pouvait caracté-
riser la composition du micro-
biote de lindividu « humain
moyen ». Sur la Figure 7 est
représentée, sous la forme de

Faecalibacterium prausnitzii SL3 3
Roseburia intestinalis M50 1
Bacteroides vulgatus ATCC 8482
Bacteroides sp. 9_1_42FAA
Ruminococcus sp SR15
Coprococcus comes SL7 1
Bacteroides sp. 2_1_7

Bacteriodes xylanisolvens XB1A

Ruminococcus torques L2-14

Bacteroides sp. 2 2 4
Bacteroides sp. D4
Bacteroides dorei
Ruminococcus obeum A2-162
Ruminococcus lactaris
Bacteroides capillosus
Bacteroides finegoldii
Clostridium sp. Mé2 1
Clostridium nexile




domes, la densité de la popula-
tion humaine en fonction de la
composition de son microbiote
intestinal. On observe que l'on
a non pas une, mais des orga-
nisations préférentielles, qui
sont appelées entérotypes’, et
qui sont dominées, pour cha-
cune des trois (Figure 7), par
un genre bactérien particulier.

Pour comprendre ce résultat
vraiment inattendu, l'impor-
tance de nombreux parametres
a été étudiée. Une relation entre
cette distribution de l"écolo-
gie intestinale humaine et des
habitudes alimentaires a rapi-
dement été mise en évidence. Il
a été montré que les habitudes
alimentaires occidentales,
notamment dominées par des
aliments transformés, favori-
saient l'entérotype Bacteroides,
tandis qu'une alimentation
riche en fruits et légumes
favorisait les entérotypes
Ruminococcus et Prevotella. Ce
travail a aussi montré qu'il y
avait une relation entre l'enté-
rotype et la richesse en génes
du microbiote intestinal.

La courbe enbleude la Figure 8
représente le nombre d'indivi-
dus observés, dans une cohorte
de trois cents, en fonction du
nombre de genes observés dans
le métagénome, parindividu. La
moyenne du nombre de génes
est d’environ 600 000, mais
avec des variations d'un indi-
vidu a l'autre allant de moins de
200000 a plus de 800000 genes.
Remarquons que la courbe
de distribution des genes pré-
sente un épaulement, du coté

5. Entérotype : organisation pré-
férentielle de la composition du
microbiote et dominée par un des
trois types bactériens : le type
Bacteroides, le type Prevotella et
le type Ruminococcus.
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des microbiotes pauvres, et
un vrai pic du coté des micro-
biotes riches (Figure 8). Dans la
population humaine on trouve
effectivement des individus a
microbiote pauvre, potentielle-
ment de facon stable toute leur
vie, et des individus a microbiote
riche. On a méme su identi-
fier des especes qui sont des
signatures de l'appartenance
a l'une ou l'autre de ces deux
catégories.

Représentation de la densité

de population humaine sous
forme de démes qui traduit

des organisations préférentielles
des microbiomes humains
appelées les entérotypes.

Source : Arumugam (2011).
Nature ; Costea (2018).
Nature Microbiol.
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Nombre d'individus en fonction de la richesse en génes qui traduit
la répartition de la population entre des individus qui ont un microbiote
pauvre et des individus qui ont un microbiote riche.

Source : d'aprés Le Chatelier (2013). Nature ; Cotillard (2013). Nature.
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Courbe de lincidence des maladies
infectieuses en fonction du temps
entre 1950 et 2000 qui traduit une
diminution voire une éradication
de ces maladies gréce aux progres
médicaux et a ['hygiéne de vie qui
évolue.

Source : d'aprés Bach J.-F.,

N. Eng. J. Med(2002).

La dysbhiose,

une symbiose altérée
dans les maladies
auto-immunes

Des modifications du micro-
biote ont été identifiées entre
des individus en bonne santé et
des malades, notamment des
malades atteints de maladies
chroniques. Ce déséquilibre
du microbiote a été appelé
dysbiose. On se rend compte
aujourd’hui que la dysbiose
est en fait une altération de la
symbiose entre le microbiote
et U'hote. L'un des éléments
moteurs des recherches
menées dans ce domaine a été
l'observation, dans le contexte
d'études épidémiologiques,
d'une augmentation progres-
sive, réguliere et incontrolée
des maladies chroniques,
alors que dans le méme temps
les progres fantastiques de la
médecine entre 1950 et 2000
avaient conduit a une réduc-
tion impressionnante de

l'incidence des maladies infec-
tieuses, voire une éradication
pour certaines (Figure 9).

Les maladies chroniques sont
des maladies qui touchent
le systéeme immunitaire
(Figure 10). C’est le cas des
maladies inflammatoires de
Uintestin comme la maladie
de Crohn, des maladies auto-
immunes comme la sclérose
en plaques ou le diabéte de
type 1, des maladies aller-
giques comme l'asthme. Dans
la méme tendance, on a le dia-
béte de type 2, l'obésité, cer-
tains cancers, et aujourd’hui
des maladies neurologiques,
neurodégénératives comme
Parkinson ou Alzheimer, ou
neuropsychiatriques comme
la schizophrénie, U'autisme,
la dépression résistante ou le
syndrome bipolaire. Dans ce
contexte, la courbe d’augmen-
tation d'incidence de l'autisme
(Figure 11) est impression-
nante avec aujourd’hui, selon

Maladie
de Crohn

Sclérose
en plaque,’

~

o

15}
1
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1

200 Diabétes

de type 1
Asthme
100

Incidence des maladies infectieuses

T T T T 1
1950 1960 1970 1980 1990 2000

Courbe de l'incidence des maladies
chroniques en fonction du temps
entre 1950 et 2000, qui traduit une
évolution croissante et incontrélée
de ces maladies en raison des
transitions récentes telles que

le mode et l'environnement de
naissance, la nutrition, les habitudes de
vie et l'exposition aux xénobiotiques.

1sur5000 1 sur2500

1sur 110

1sur 166

1 sur 250

1995 2007 2009
Dates de publication

Courbe de lincidence de ['autisme aux Etats-Unis d’Amérique entre 1975

et 2012.

Source : CDC, 2012.



le dernier recensement, une
naissance sur cinquante aux
Etats-Unis qui est, ou sera
pendant sa vie, concernée par
l"autisme, et une sur cent cin-
quante en Europe, dans des
pays comme la France ou le
Royaume-Uni. L'Organisation
mondiale de la santé (OMS)
nous dit qu'une personne sur
quatre sera concernée en
2025 par l'une ou l'autre de
ces maladies chroniques dont
on ne controle pas l'augmen-
tation aujourd’hui. Cette « épi-
démie » pourrait représenter
une menace globale en termes
de santé, et dans tous les cas
c’est un moyen de souligner
un besoin urgent de repenser
la nutrition préventive et la
médecine par rapport a cette
situation.

Il est difficile d'étre catégo-
rique sur les changements
potentiellement déclen-
cheurs de cette augmenta-
tion des maladies chroniques.
On évoque des changements
autour de tout ce qui entoure
la naissance, le mode de nais-
sance, l'environnement de
naissance, notamment l'aug-
mentation vertigineuse du
recourt a la césarienne dans
certains pays ; quelques pays
ont recours a la césarienne
pour neuf naissances sur dix,

aussi a travers plusieurs géné-
rations on imagine bien que
cela aurait un effet majeur sur
la biologie humaine.

Les habitudes alimentaires,
notamment la diminution des
fibres alimentaires, ont un
impact fort, il en est de méme
pour l'exposition aux compo-
sés xénobiotiques®, issus de
la chimie et auxquels notre
organisme humain n’était
pas tout a fait préparé. Notre
corps est capable de s’adap-
ter, mais peut-étre pas aussi
rapidement que ce a quoi nous
sommes exposeés.

La comparaison de patients
atteints de ces maladies chro-
niques avec des sujets en
bonne santé a d'abord et avant
tout mis en évidence une alté-
ration du microbiote intestinal
pour les premiers (Figure 12).
Il est apparu progressivement
que U'on avait en réalité affaire
a une altération de la symbiose
entre ['hote et ses microbes.
L'altération du microbiote
s’accompagne ainsi trés sou-
vent d'une perméabilité intes-
tinale, d'une inflammation, qui,

6. Xénobiotique : substance étran-
gere présente dans le corps d'un
organisme vivant [(exemples
additifs alimentaires, pesticides,
médicaments...).

Altération du microbiote
+
Syndrome de « leaky gut »
+

Inflammation (@ minima bas-grade)
+

Stress oxydatif

¢ Troubles du spectre autistique
¢ Troubles majeurs dépressifs

@  Sclérose en plaques
- «IBD (CD, UC)

\ «1BS
\ ’_,@ « Stéato-hépatite non
alcoolique (NASH)
N e Cirrhose

 Résistance a linsuline

)

fetabolism « Syndrome métabolique
P ¢ Obésité
ﬁ * Allergies

* Maladies auto-immunes
¢ Immunothérapie du cancer

Altération du microbiote
intestinal : la dysbiose vue comme
une altération de la symbiose
microbiotes-héte.
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Altération de la symbiose entre
[’héte et ses microbes illustrant
les quatre « leviers » s’entretenant
par causalités circulaires.

Continuum entre deux états. On
a un équilibre entre les états

de santé et de maladie avec
passage d'un état a un autre sous
l'impact de conditions de stress
avec une aptitude a revenir a
'état initial. C'est le cas le plus
fréquent pour le microbiote lors
d’un traitement d'antibiotiques.
Ces comportements de

systemes complexes ont été
transcrits dans Paraboles et
catastrophes, entretiens sur les
mathématiques, la science et la
philosophie, René Thom (1983).

. Microbiote
Stress oxydatif ai
= richesse

'
Inflammation

intestinale

<" @
—
t—
! I ctabolismg

* Troubles du spectre autistique
* Troubles majeurs dépressifs

Perméabilité

* Sclérose en plaques

«IBD (CD, UC)

* IBS

* Stéato-hépatite non
alcoolique (NASH)

o Cirrhose

 Résistance a linsuline

* Syndrome métabolique

 Obésité

o Allergies
¢ Maladies auto-immunes
¢ Immunothérapie du cancer

a minima, va étre ce que l'on
appelle une inflammation de
bas-grade, d'un stress oxyda-
tif” chronique.

On peut ainsi avoir une alté-
ration du microbiote qui est,
méme si c’est une consé-
quence, un facteur d'aug-
mentation de la perméabilité
intestinale ; les deux se com-
binent pour entrainer de lin-
flammation qui elle-méme va
entrainer du stress oxydatif,

7.Stress oxydatif : dans lorganisme,
des molécules liées a l'oxygene,
appelées radicaux libres, sont tres
réactives et, bien que nécessaires
a lorganisme, lorsqu’elles sont
en exces et que les protecteurs
antioxydants ne peuvent plus les
controler, conduisent a un état de
stress oxydatif : elles attaquent les
constituants du vivant et favorisent
les maladies chroniques.

lequel va potentiellement alté-
rer encore plus le microbiote
intestinal.

Dans ces conditions, pour la
grande majorité, il n'existe pas
de prévention ni de de trai-
tement aujourd’hui pour ce
qui implique un cercle vicieux
(Figure 13). Quand on a de
telles causalités circulaires, il
n'y a plus de continuum entre
un état A initial de santé et un
état B final de maladie, mais
potentiellement une situation
de rupture, le cercle vicieux
entretenant un nouvel équi-
libre pathologique.

Ce point est illustré par les tra-
vaux de René Thom (Figure 14A),
un mathématicien francais qui,
en 1983, avait commencé a par-
ler d’hystérésis : quand il existe
un continuum (Figure 14B), on

atastr

ans sur Les mathématioues,
1a science st 1o philosophis

Etat du systeme

B Conditions

—
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a finalement, sous limpact
de conditions de stress, une
modification du systéme (fleche
rouge) ; mais si on enléve les
conditions de stress, on observe
une résilience, c’est-a-dire 'ap-
titude du systéme a revenir a
son état initial (fléche verte).

Mais en cas de causalités cir-
culaires, on a une situation ou
il existe deux états d'équilibre,
par exemple l'état de santé
et l'état de maladie, mais ou
la bascule de l'état de santé
vers l'état de maladie active
le cercle vicieux, fait perdurer
'état de maladie.

Si le systéeme est peu stressé,
dans la plupart des cas la rési-
lience reste possible, mais si
le stress pousse le systéeme
('écosystéme) au-dela de sa
robustesse, il va potentiel-
lement basculer dans l'état
d'équilibre alternatif avec
un cercle vicieux (Figure 15).
Dans ce cas, la transition est
comme une bille qui bascule
d'une vallée vers une autre
vallée, d'un attracteur vers un
autre. Dans ces situations, le
retour a l'état initial devient
trés compliqué, et, méme si
on élimine les conditions de
stress qui ont conduit a cette

bascule, l'écosysteme peut
rester longtemps dans cet
état perturbé, qui est peut-étre
'état caractérisant un grand
nombre de maladies chro-
niques aujourd'hui. Il faudra
peut-étre supprimer tous les
stress possibles pour espérer
repasser a un état de santé,
et potentiellement pouvoir
reconstruire complétement le
systéme.

Cette discussion s'appuie
sur les travaux de Marten
Scheffer® sur la transition cri-
tique, concept qui s'applique
a la fois dans des systémes
naturels (changements cli-
matiques), mais aussi dans la
société (crises économiques).

Dans le cas de l'altération de
la symbiose hote-microbiote,
avec effectivement cette situa-
tion d'altération avec des cau-
salités circulaires, le concept
de la transition critique conduit
a proposer l'existence d'au
moins quatre leviers action-
nables, a la fois pour le dia-
gnostic, pour la prédiction,
pour la prévention et pour la
thérapie (Figure 16).

8. Scheffer M., Critical transition in
nature and society (2009).

Etat du systeme
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En réalité, on a un équilibre entre
deux états : une situation de
possible résilience (vert] et un état
d’équilibre alternatif [rouge). Au-
dela d'un seuil de stress défini par
['écosystéme, le systéeme bascule
dans ['état d'équilibre alternatif.
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Quatre domaines pour rétablir
la symbiose héte-microbes.

Quatre leviers sont actionnables
dans l'altération de la symbiose
héte-microbes avec des causalités
circulaires.

Inflammation &

& Perméabilité
intestinale

Microbiote Troubles du s isti
. . pectre autistique
Stress oxydatif i~ E‘?(I:lt)\leesse » Troubles majeurs dépressifs

* Sclérose en plaques

< IBD (CD, UC)

* IBS

* Stéato-hépatite non
alcoolique (NASH)

|} e Cirrhose

* Résistance a linsuline
* Syndrome métabolique

* Obésité

* Allergies
¢ Maladies auto-immunes
¢ Immunothérapie du cancer

Aujourd’hui, la prévention
s'intéresse principalement
a la nutrition préventive via
la modulation du microbiote
intestinal, tandis que la thé-
rapie et la médecine ciblent
principalement la modula-
tion de linflammation. On
peut envisager des pers-
pectives d’innovation assez
importantes si l'on intégre
cette vision plus globale du
systeme pour gérer les alté-
rations de la symbiose hote-
microbes.

Altération de

la symbiose hote-
microbes et implications
translationnelles

Quatre domaines peuvent
étre identifiés comme cibles
potentielles d’innovation liées
au microbiote pour prévenir
et soigner les altérations de
la symbiose hote-microbe
(Figure 17).

4.1, Stratification et
monitoring par le microbiote

Le premier domaine concerne
l'utilisation de la connaissance
du microbiote pour aider a
suivre et stratifier la popula-
tion en fonction du microbiote
intestinal. Revenons sur la
courbe de distribution de la
population en fonction de la
richesse en genes (Figure 18).
La partie gauche concerne les
populations de faible richesse
en génes (appelée paucibiose,
pauci pour peu et biose pour
vie), et la partie droite les
populations riches en génes.

Si on sépare, au sein de ces
populations, les individus
obéses (courbe en orange) des
individus non obéses (courbe
en vert), on observe alors une
distribution qui est vraiment
bimodale, avec une zone de
rupture entre les deux.

Il a été montré que la pau-
cibiose est associée, dans

[ Microbiome J

Stratification &
monitoring

Cible de
modulation

Traitement a part
entiére

Source/cible de
traitements
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le contexte particulier du
surpoids et de l'obésité, a des
parameétres métaboliques de
santé altérés comme le taux
de cholestérol dans le sang,
ou a des phénomenes inflam-
matoires. Cette population,
dans le cas du surpoids et de
l'obésité, ne répond pas a une
restriction calorique et a un
régime alimentaire qui a voca-
tion a faire perdre du poids. De
la méme facon, c’est dans ce
fragment de population, dans
le contexte des maladies hépa-
tiques graves, qu’on observe
les conditions les plus séveres
et celles qui progressent le
plus rapidement.

On a également montré que
dans Uimmunothérapie du
cancer par des molécules
biologiques, la paucibiose
peut étre associée a une non-
réponse au traitement. On voit
donc que la paucibiose est un
stratifiantimportant en termes
de santé.

4.2. Le microbiote comme
cible de modulation

Le microbiote peut étre une
cible de modulation en théra-
pie. Prenons U'exemple d'une
intervention nutritionnelle

chez les sujets en surpoids et
obéses qui consistait a leur
apporter un régime ne conte-
nant que 1 500 kcal par jour,
avec peu de graisse, un peu
plus de protéines pour jouer
sur la perception de satiété,
une grande richesse et une
grande diversité de fibres ali-
mentaires. Il a été montré que
les réponses de cette popula-
tion, qu’on pouvait séparer au
départ en microbiotes riches
et microbiotes pauvres, évo-
luaient beaucoup : dans ce cas,
la paucibiose peut étre corri-
gée par le régime (Figure 19).

La CRP est un marqueur d’in-
flammation globale que l'on
peut faire baisser beaucoup
plus facilement chez les indi-
vidus ayant un microbiote riche
que chez les individus ayant un
microbiote pauvre (Figure 20).
La paucibiose est un prédic-
teur de non-réponse au régime
alimentaire.

Mais on a aussi montré
qu’'avec le régime qui conte-
nait une grande richesse et
une grande diversité de fibres
alimentaires, on est capable
d'accroitre la richesse du
microbiote des individus qui au
départ avaient un microbiote
appauvri d’environ 25 %, et de

Distribution bimodale avec rupture
du nombre d’individus en fonction
de la richesse en génes qui traduit
la répartition de la population
entre des individus avec une faible
richesse en génes, la paucibiose
et d’autres individus qui ont un
microbiote riche.
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La paucibiose peut étre corrigée
par le régime alimentaire.
HGC : microbistes riches ;
LGC : microbistes pauvres.
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Réponse a un régime alimentaire
riche en fibre : évolution de la
CRP, marqueur d’inflammation
en fonction du temps pour les
microbiotes riches (HGC] et

les microbiotes pauvres (LGC),
traduisant une décroissance plus
facile de ce marqueur pour les
microbiotes riches.

HGC : high gene count ; LGC : low
gene count.
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Processus expérimental de
construction de banques
métagénomiques et de
reconnaissance des dialogues
entre les bactéries et les cellules
humaines.

les amener presque au niveau
des individus qui au départ
avaient un microbiote riche. On
peut ainsi espérer, ce faisant,
les mettre dans une situation
plus favorable pour répondre
au régime alimentaire.

4.3. Le microbiote comme
source et cible de traitements

Le microbiote peut étre une
source ou/et une cible de
traitements. On utilise les
connaissances générées par la
métagénomique pour étudier
ce qu'on appelle le dialogue
entre les bactéries et les cel-
lules. Ce sujet a énormément
été étudié pour caractériser
Uinteraction délétére entre les
microbes pathogénes agres-
seurs et nos cellules.

Les études sont réalisées sur
des cellules humaines culti-
vées dans des plaques de
microfiltration. Ces systemes
cellulaires sont ensuite activés
par une souche pathogéne afin
d'étudier le déréglement du
fonctionnement de la cellule
(Figure 21).

Une approche analogue per-
met d’étudier la relation entre
bactéries non pathogénes du
microbiote dominant et sys-
témes cellulaires modeles.
Dans ce cas, une fraction bac-
térienne est obtenue a par-
tir d’échantillons intestinaux
humains afin d’en extraire
UADN (lU'information métagé-
nomique). L'’ADN est découpé
en morceaux de quarante a
cinquante genes, qui sont
injectés dans un vecteur d’ex-
pression et introduits dans
Escherichia coli, une bactérie
trés facile a cultiver au labo-
ratoire. Ces bactéries, por-
teuses d'un bout de génome
d'une bactérie intestinale, sont
mises en contact avec les cel-
lules humaines afin d’identifier
les génes et les molécules qui
conférent la bio-activité, en
U'occurrence la possibilité de
dialoguer avec nos cellules.

Ce type d'étude a permis
d'explorer les mécanismes
du dialogue qui concernent
la modulation des défenses
immunitaires mais aussi la
prolifération cellulaire, la

Cellules humaines
avec systéme rapporteur

b

Fraction bactérienne

Souches cultivées &
Librairies génomiques

librairies métagénomiques
dans E. coli

clones

Fragments d’ADN
métagénomiques

Extraction d’ADN

Vecteurs :
fosmides § s

E. coliDH10B

clones d’E. coli

“=» génes = molécules...




différenciation cellulaire, la
production du mucus au niveau
intestinal, le métabolisme et
notamment la fixation des
graisses, ainsi que des signaux
appelés endocrines, qui sont
des signaux de la relation
entre Uintestin et le cerveau.

Cesrecherches sur la connais-
sance du dialogue entre les
bactéries et les cellules vont
avoir une pertinence dans les
maladies inflammatoires, dans
les cancers, dans les maladies
meétaboliques comme L'obé-
sité-diabete, ainsi que dans les
maladies neurodégénératives
ou neuropsychiatriques.

4.4. Le microbiote comme
traitement a part entiére

La caractérisation des micro-
organismes intestinaux pré-
sentant un intérét dans des
fonctions telles que la modu-
lation de Uimmunité, l'in-
flammation, la perméabilité
intestinale, a mis en évidence
des espéces bactériennes par-
ticulierement intéressantes.
Leur bio-activité est bien docu-
mentée et un tout nouveau
domaine de traitement pro-
pose aujourd’hui de les utili-
ser comme bio-thérapeutiques
vivants, c'est-a-dire de les
cultiver en masse, de les
encapsuler dans des gélules
pour les administrer aux
patients.

Cette approche a conduit a la
création d’'un grand nombre de
petites sociétés (Figure 22) qui
se donnent comme objectif de
tester ces bactéries dans des
essais cliniques de phases 1,
2 et 3. Ces nouveaux médica-
ments contiennent des micro-
organismes vivants dans les
gélules qui, a travers le transit

Bacteroides fragilis PSA Mazmanian -
Faecalibacterium prausnitzii MAM? Sokol, Langella Netbiotix
Eubacterium hallii ? Nieuwdorp Caelus
Akkermansia muciniphila Amuc_1100 Cani, de Vos A-mansia
Roseburia intestinalis flagellin  Kelly 4D Pharma
Blautia hydrogenotrophica ~ metabolism Bernallier o
Hafnia alvei clpb Fetissov Targedys
Mixed spore formers ? Honda Vedanta
Segmented filamentous bacteria ~ ? Cerf-Bensussan -
Christensella spp ? Ley LNC
...oncobiotics... ? Zytvogel Everlmmune
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intestinal, vont se réactiver et
vont potentiellement pouvoir
s’installer dans lintestin.

A Uextréme, si l'objectif est de
remplacer un microbiote intes-
tinal déséquilibré par celui
d'un individu en bonne santé,
l'ensemble de l'écosysteme
peut alors étre utilisé comme
médicament, c’est le transfert
complet du microbiote intesti-
nal, ce qu’on appelle la trans-
plantation fécale (Figure 23).

Cela est pratiqué aujourd’hui
quotidiennement dans un
contexte particulier. Cette
option thérapeutique est
approuvée, reconnue par les
agences réglementaires a

Liste de bactéries [genre et
espéces] exprimant des fonctions
bénéfiques, molécules actives
parfois identifiées par les équipes
scientifiques et sociétés qui
travaillent sur les bactéries-
médicaments issues du microbiote

normal.

Eubiose

Dysbiose

L'homme de Vitruve de Léonard de Vinci présenté ici pour illustrer
le remplacement d'un microbiote en état de dysbiose par un microbiote

en état d’eubiose.
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Histogramme comparant le
pourcentage d’éradication du
pathogéne pour les méthodes
de transfert de microbiote fécal
et de traitement standard par
Vancomycine.

Source : d'aprés van Nood (2013).
New England Journal of Medicine.

travers le monde, pour une
seule indication qu'on appelle
Uinfection récidivante a
Clostridium difficile. Clostridium
difficile est une bactérie patho-
gene qui, a U'hopital, peut par-
fois s'implanter dans l'intestin
d'un individu qui a été traité
par exemple par un antibio-
tique et qui a un microbiote
intestinal déséquilibré, ce qui
ouvre une porte écologique
pour le pathogéne qui va dans
ce cas s'implanter. La trans-
plantation fécale est dans ce
cas un traitement écologique
pour une maladie écologique.

Des chercheurs hollandais
et américains ont montré
que, par comparaison avec la
Vancomycine, qui est le trai-
tement standard, la trans-
plantation fécale peut guérir,
au sens d'éradiquer le patho-
gene, beaucoup plus efficace-
ment. Plus de 80 % de succes
sont obtenus avec un seul

transfert de microbiote et on
atteint plus de 90 % de succes
quand on en fait un deuxiéme
ou un troisieme, alors que la
Vancomycine donne au mieux
une éradication chez 30 % des
patients (Figure 24).

L’effet d’un transfert autologue
de microbiote (ou le patient est
son propre donneur] a été étu-
dié par la Société Maat Pharma
survingt-cing patients atteints
de leucémie aigué myéloide.
Un échantillon de selles est
prélevé sur le patient au
moment du diagnostic, avant
le traitement par chimio-
thérapie. Cet échantillon est
conditionné, congelé a -80 °C
puis réadministré au patient
aprés les premiéres phases de
traitement. Le microbiote est
caractérisé avant le préleve-
ment, puis apres le traitement
de chimiothérapie, et enfin dix
jours apres la réadministration
(Figure 25).
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On voit que le microbiote
intestinal est considérable-
ment altéré par le traitement,
chimiothérapie et antibio-
tiques, puis reconstruit a
prés de 90 % au niveau des
especes et de la diversité.
Les composantes du micro-
biote normal les plus par-
tagées dans la population
humaine sont fortement
diminuées mais peuvent étre

réimplantées completement
a Uidentique.

Dans le méme temps, l'orage
inflammatoire faisant suite au
traitement disparait. Sur ce
petit nombre de patients, la
survie a un an est améliorée et
passe de 70 a 84 %. Bien que
ce chiffre n’ait pas une grande
valeur statistique, ce traitement
présente néanmoins un poten-
tiel thérapeutique intéressant.

Symbiose et santé : les messages
de vos microbiotes

Le microbiote est personnel, il est assez stable
au fil du temps, et c’est donc une source de
biomarqueurs intéressants. La faible richesse
en genes et en espéces du microbiote est vrai-
ment un marqueur récurrent des pathologies
immunes dont lincidence augmente depuis
soixante ans. Le microbiote peut fournir des
signatures de risques de maladies, d’aggrava-
tions ou de réponses ou de non réponses a un
traitement nutritionnel ou a un traitement de

Biothérapie Maat Pharma de
restauration du microbiote : preuve
du concept dans la leucémie
myéloide aigué.
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thérapie, par exemple dans le cancer.

La valorisation des signatures (cliniques/popu-
lation générale) exigerait :

- un processus completement standardisé pour
le rendre opérationnel ;

- un support numérique sécurisé, validé au
plan éthique et réglementaire ;

- linscription dans un processus de rembour-
sement.

Le suivi a envisager a terme est celui de la
symbiose. Aujourd’hui on est capable de photo-
graphier le microbiote intestinal de facon tres
fine, mais on n’a pas encore développé tous les
outils pour caractériser pleinement la symbiose.
Caractériser finement l'état de limmunité est
compliqué et pas encore complétement établi.

La nutrition est un levier majeur a travers
notamment le végétal, les fibres alimentaires,
les polyphénols, et aussi a travers les microbes
vivants qu’'on ingere, et ce sont des bioactifs
stratégiques pour a la fois maintenir, préser-
ver, ou quand elle a été déréglée, restaurer la
symbiose entre 'hote et ses microbes.
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Immunoconjugués

cytotoxiques,
anticorps

« armes » contre

le CAllCECTI

Marie-Priscille Brun est responsable du groupe Immunoconjugués
au sein de la plateforme Integrated Drug Discovery chez Sanof’

R&D.

Lesimmunoconjugués,
une réalité
thérapeutique

Les immunoconjugués cyto-
toxiques sont des anticorps
armés pour combattre le can-
cer. Ils sont une réalité thé-
rapeutique pour un certain
nombre de patients : cing ont
été approuvés sur le marché,
dont quatre sont dédiés aux
tumeurs liquides, que ce soit
des leucémies? ou des lym-
phomes®, et un au cancer

1. www.sanofi.com/fr

2. Leucémie : cancer du sang.

3. Lymphome : cancer qui touche
les globules blancs.

du sein (Figure 1). Ce der-
nier immunoconjugué est la
combinaison du trastuzumab
avec l'emtansine, une drogue
de chimiothérapie (voir le
Chapitre de J.-P. Armand dans
cet ouvrage Chimie et nouvelles
thérapies, EDP Sciences, 2020).

Aujourd’hui la recherche est
trés active dans ce domaine
avec plus de quatre-vingts
produits en développement
clinique autour de plus de
600 essais cliniques. Cing de
ces produits sont dans des
phases trés avancées de pré-
enregistrement, et on espére
que davantage arriveront sur
le marché pour les patients.
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Adcetris®

Lymphome de Hodgkin
(2011)

!
i

Kadcyla®
Cancer du sein
(2013)

Mylotarg™
Leucémie myéloide
aigué (2017)

Polivy® Besponsa™
Lymphome diffus a Leucémie
grandes cellules B lymphoblastique
(2019) aigué (2017)
1.1. Définition ainsi d’utiliser ce type d’agent

Les immunoconjugués sur
le marché en novembre 2019.

d’'un immunoconjugué

Un immunoconjugué [(en
anglais antibody-drug-
conjugate, ADC) est une molé-
cule complexe qui résulte de
la conjugaison (accrochage])
entre un anticorps et un agent
cytotoxique par le biais d'un
«agent de liaison » (espaceur,
«linker » en anglais) (Figure 2).
L'agent cytotoxique (cyto, cel-
lule en grec) est une molécule
tueuse de cellules.

Les immunoconjugués cyto-
toxiques utilisent des molé-
cules trés puissantes : 100
a 1 000 plus puissantes que
le Taxotére® (voir le Chapitre
J. Cossy dans Chimie et nou-
velles thérapies, EDP Sciences,
2020). Ces molécules ne sont
pas utilisables en tant que
telles en chimiothérapie car
elles sont beaucoup trop
toxiques. En revanche, les
conjuguer a un anticorps qui
cible un antigene de surface
spécifique de la tumeur per-
met de faire une chimiothé-
rapie ciblée a la tumeur, et

cytotoxique en clinique.

Un parameétre important pour
ces immunoconjugués est le
nombre de molécules cyto-
toxiques que 'on conjugue par
anticorps et qui définit ce qu’on
appelle le DAR, « drug-to-anti-
body ratio ».

Les immunoconjugués sont
des molécules complexes.
Les anticorps sont produits
par culture cellulaire. L'agent
cytotoxique et l'agent de
liaison, puis le produit d'as-
semblage entre l'espaceur
et l'agent cytotoxique, sont
produits par la chimie orga-
nique de synthése. Il s’agit
ensuite de conjuguer cette
entité chimique sur l'anti-
corps. L'immunoconjugué est
donc obtenu par mariage de la
petite molécule chimique avec
la grosse molécule biologique.

1.2. Mode d’action
d’un immunoconjugué

Ce type de molécule, adminis-
tré parinjection intraveineuse,



Anticorps

Ciblant un antigéne de surface de cellule tumorale

Agent cytotoxique

Hautement actif, non utilisable en chimiothérapie

Espaceur y
Stable en cirulation, libérant de la drogue dans la cellule

Y

Chimie

circule dans le sang. A l'ap-
proche de la tumeur, 'ADC
reconnait l'antigéne de surface
de la tumeur qu’il cible. Il se
fixe a l'antigéne pour former
un complexe immunoconju-
gué-antigéne, qui peut alors
étre internalisé par la cellule,
c'est-a-dire qu'il pénétre dans
la cellule par un mécanisme
d’endocytose’, et forme une
vésicule®. Cette vésicule subit
ensuite différents processus
intracellulaires, entre autres
l'acidification, la fusion avec
des vésicules contenant des
enzymes protéolytiques®, la
derniére étape étant la for-
mation du lysosome’, ou
l'anticorps est dégradé et la
molécule active libérée soit
par la dégradation de l'anti-
corps, soit parce que l'agent
de liaison est clivable. Dans
tous les cas, la molécule cyto-
toxique libérée peut alors
atteindre sa cible dans la cel-
lule cancéreuse, que ce soit la

4. Endocytose : mécanisme qui
permet a des molécules de péné-
trer dans certains types de cel-
lules.

5. Vésicule : cavité, petit sac mem-
braneux.

6. Enzyme protéolytique : enzyme
brisant les liaisons des protéines.
7. Lysosome organite cellu-
laire contenant des enzymes qui
dégradent la plupart des molé-
cules biologiques.

tubuline® (dans l'exemple de
la Figure 3) ou 'ADN. Une fois

8. Tubuline : protéine structurelle
des microtubules, un constituant
majeur du cytosquelette. Celui-ci
est le squelette filamenteux
(ensemble de polymeéres) formé
dans le cytoplasme, qui est la partie
située entre le noyau et la mem-
brane de la cellule, dont le role est
de controler la forme des cellules.

L’immunoconjugué est
l'association d’un anticorps et d'un
cytotoxique par le biais d’un agent
de liaison [« espaceur »).

Les étapes du fonctionnement de l'immunoconjugué : 1) fixation sur
l'antigéne de surface ; 2] et 3] endocytose ; 4] dégradation a Uintérieur
du lysosome formé ; 5] rupture de l'agent de liaison et libération de la

molécule cytotoxique qui cible la tubuline ; 6] mort de la cellule cancéreuse.
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Lutilisation d’immunoconjugués
permet de diminuer la toxicité
tout en augmentant l'efficacité
du traitement.

la cible atteinte, la molécule
exerce son activité pharmaco-
logique et induit la mort de la
cellule tumorale.

Le but de cette approche
« immunoconjugués » est
d’améliorer la fenétre théra-
peutique de la chimiothérapie
(Figure 4). La chimiothérapie
présente une fenétre théra-
peutique étroite définie par le
ratio entre la dose maximale
tolérée et la dose minimale
active, et, le plus souvent, ces
deux doses sont tres proches.
L'approche « immunoconju-
gués » permet non seulement
d’augmenter la dose maximale
tolérée en diminuant la toxi-
cité via le ciblage de la tumeur
par Uanticorps, mais aussi
d'augmenter l'efficacité par
une distribution optimale de
molécules cytotoxiques tres
actives dans la tumeur.

Optimisation d’'un
immunoconjugué
cytotoxique

Pour optimiser l'efficacité d'un
immunoconjugué, on peut agir
sur les trois de ses compo-
santes, mais également sur
'antigéne tumoral (Figure 5).
L'optimisation de ce type de
composé est complexe.

L'antigéne tumoral, pro-
téine de surface de la cellule
tumorale que va reconnaitre

U'anticorps, doit étre le plus
fortement exprimé possible
sur latumeur avec une expres-
sion moindre dans les tissus
normaux. ldéalement, on
aimerait avoir un anticorps qui
soit spécifique de la tumeur,
mais ce type d'antigéne est
rarissime, en particulier dans
le cas du cancer, et on a plutot
un antigéne qui est surexprimé
sur la tumeur par rapport aux
tissus normaux ; il faut donc
chercher un antigéne qui ait
le différentiel le plus important
possible. L'antigéne doit aussi
avoir la capacité d'internaliser
de facon efficace le cytotoxique
a Uintérieur de la cellule can-
céreuse.

L’anticorps est responsable de
la distribution de la molécule
a la tumeur, donc de la péné-
tration et de l'accumulation du
cytotoxique dans la tumeur. Du
fait de la taille de ce type de
molécule, l'anticorps influence
la pharmacocinétique de la
molécule, c’est-a-dire, entre
autres, sa durée de vie et sa
distribution dans l'organisme.
Par ailleurs, il est possible,
grace aux progrés importants
réalisés ces dernieres années
eningénierie des protéines, de
modifier de facon spécifique
cet anticorps pour conférer a
Uimmunoconjugué des pro-
priétés telles que ses effets
secondaires soient diminués.

Chimiothérapie

Dose maximale tolérée (DMT
 Fenétre thérapeutique

. 4

dose

Dose minimale efficace (DME)

—_—

Immunoconjugués

—_—

en diminuant la toxicité
via une distribution sélective
de la drogue a la tumeur

v en augmentant Uefficacité

via une distribution optimale de
molécules hautement puissantes
aux cellules tumorales




L'antigéne tumoral

cytotoxique dans la cellule

L'anticorps ciblant la tumeur
* Pénétration et accumulation
efficaces dans la tumeur

Y

favorables

« Ingénierie de lanticorps pour
diminuer les effets secondaires

« Fort différentiel d’expression sur
la tumeur vs les tissus normaux
« Forte capacité a délivrer Uagent S -

tumorale (dentité, internalisation)

* Propriétés pharmacocinétiques

L'agent cytotoxique

* Mécanisme d’action vs indication

« Définition d’'une molécule active
« conjugable »

« Propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques favorables

L'espaceur et la conjugaison

* Choix de la méthode de conjugaison
(stochastique ou site-spécifique)

« Définition du DAR et des sites de
conjugaison optimaux

* Choix du type d’espaceurs

« Définition de l'espaceur optimal
pour chaque agent cytotoxique

Les propriétés des anticorps
relevant davantage du domaine
de la biologie et de la bio-
technologie, focalisons-nous
sur l'optimisation chimique
du systeme, c’est-a-dire sur
l'agent cytotoxique, sur l'agent
de liaison et sur la conjugaison
des molécules. L'objectif de
cette optimisation multipa-
ramétrique est de maximiser
l'index thérapeutique de ce
type de composé.

2.1. Les types d’agents
cytotoxiques et les
parameétres d’optimisation

Cette approche nécessite
l'utilisation de molécules
cytotoxiques trés puissantes.
Au début du développement
des immunoconjugués, ont été
conjuguées des molécules de
chimiothérapie classique, qui
en fait n’étaient pas suffisam-
ment puissantes pour avoir

une efficacité clinique. On uti-
lise maintenant des molécules
actives a des concentrations
de l'ordre du picomolaire
(10" moles par litre), soit
mille fois plus actives que le
Taxotére®.

La connaissance du méca-
nisme d'action de la molécule
est trés importante pour opti-
miser l'efficacité (Figure 6).
Comme pour une petite molé-
cule cytotoxique classique, il
faut optimiser les propriétés
physico-chimiques, a savoir
les propriétés d’absorption,
de distribution, de métabo-
lisation’ et d'excrétion. La
molécule doit pouvoir étre
conjuguée avec l'anticorps,
donc il faut pouvoir introduire,

9. Métabolisation : transforma-
tion biochimique dans le cadre du
métabolisme, c'est-a-dire proces-
sus de dégradation et de synthese
organique chez l'étre vivant.

Les parameétres d'optimisation
des immunoconjugués.

Exemples d'agents cytotoxiques
composant des immunoconjugués
sur le marché.

Agents ciblant la tubuline |

e PaaT! 11@

auristatine (MMAE) (l’um;
‘DSeattleGenetics Ii

8‘HDM|

Agents ciblant TADN

| ey

o M—(}—m M4

maytransinoide (DM1, DM4)
NOGEN, INC

Wo <70
Ml

o RS
1 /E?w
5 ,\Eos
0 OMe
OMe

callcheamycme

;x\

o
@
)
=
IS
(S}
)
=
-~
c
S
5]
[
(9]
£
o
IS
¥
3
o
S
O
=
=
IS
(%)
4]
S
iSy
X
)
-~
)
NS
[€)
wn
Nt
S
>
S
=
o
O
o
=
S
S
S




Chimie et nouvelles thérapies

194

Données d'’efficacité de deux
immunoconjugués dans deux
modéles de cancers différents.

Volume de la tumeur

1000 4

750 <

500 -

250

0

Modele de cancer
du poumon

= Contréle

= Immunoconjugué se liant a la tubuline (NCL)
—+— Immunoconjugué se liant a la tubuline (CL)
—=— Immunoconjugué se liant a CADN (CL)

——Immunoconjugué se liant a CADN (NCL)

a un endroit sur la molécule,
un agent de liaison (espaceur)
qui permettra ensuite de libé-
rer la molécule active dans la
cellule.

Enfin, il faut que la synthese
chimique de tout cet ensemble
soit relativement aisée. Les
composés qui sont utilisés
sont dans une trés grande
majorité, voire quasiment a
100 %, des molécules déri-
vées de produits naturels (voir
le Chapitre de J. Cossy dans
Chimie et nouvelles thérapies).

Pour les cinqg produits sur le
marché en novembre 2019, les
agents cytotoxiques se divisent
en deux grands mécanismes
d'action (Figure é) :

- les agents qui ciblent la
tubuline : la tubuline est l'un
des constituants du cytosque-
lette de la cellule qui inter-
vient au moment de la division
cellulaire et sur laquelle les
chromosomes vont aller se
positionner pour étre répartis
entre les deux cellules filles ;

- les agents qui ciblent TADN,

composant vital pour toute
cellule.

On trouve, dans la famille des
agents ciblant la tubuline,

Uauristatine (MMAE) et les
maytansinoides (DM1, DM4),
dérivés du maytansinol.
Comme agent ciblant UADN,
citons la calichéamicine. De
nombreux autres cytotoxiques
ont été développés, qui ciblent
la tubuline ou UADN, ou pré-
sentent d’autres mécanismes
d’action.

Chez Sanofi, nous avons
commencé a travailler dans
le domaine des ADC en col-
laboration avec ImmunoGen,
Inc., et nous avons démarré
la phase clinique 3 d'un ADC
au premier trimestre 2020,
avec le DM4. Nous avons éga-
lement développé, en interne,
nos propres cytotoxiques, un
agent ciblant la tubuline et un
agent ciblant 'ADN que nous
utilisons désormais dans nos
projets de recherche.

Selon le type de cancer, lef-
ficacité de 'ADC dépend du
mécanisme d’action de l'agent
cytotoxique qui le compose.
Sur la Figure 7 sont représen-
tées des données d'efficacité
préclinique observées chez
la souris dans un modele du
cancer du poumon et dans un
modeéle du cancer du cdlon.
Dans les deux cas, ont été

1250

1000 1

750 <

500 +

250 4

Volume moyen de la tumeur (mm®) £ MAD

Modéle de cancer
du colon

— Controle
+ Immuno se liant a la tubuline
= Immuno se liant & CADN (CL)

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 1% 20 25

Nombre de jours aprés limplantation

Nombre de jours aprés implantation de la tumeur
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testés des ADC composés du
méme anticorps conjugué soit
a un agent ciblant la tubu-
line, soit a un agent ciblant
L'ADN. On voit que dans le cas
du cancer du poumon, seuls
les immunoconjugués avec
un agent ciblant 'ADN sont
actifs. Dans le cadre du cancer
du colon, c’est 'ADC avec un
agent ciblant la tubuline qui
serévele étre le plus puissant.

ILa été montré, dans le Chapitre
de J.-P. Armand (dans Chimie et
nouvelles thérapies), qu’en fonc-
tion de leur mécanisme d’action,
les agents de chimiothérapie ne
sont pas actifs de la méme facon
dans toutes les indications, et
c’est vrai aussi dans le cas des
immunoconjugués.

2.2. Optimisation de l'agent
de liaison

La nature de 'agent de liaison
va définir la structure de la
molécule active qui sera libé-
rée dans la cellule. La Figure 8
montre l'exemple de la mono-
méthylauristatine E (MMAE). Il
s'agitd'un agent antimitotique
quiinhibe la division cellulaire
en bloquant la polymérisation
de la tubuline. L’agent de liai-
son a l'anticorps monoclonal
est dans ce cas peptidique. Il
est stable en circulation mais
clivé aprées internalisation

dans les cellules par une
enzyme présente dans les
lysosomes, la cathepsine (qui
reconnait le motif entouré en
bleu sur la Figure 8). Comme
décrit sur la Figure 9, apres
clivage par l'enzyme, l'espa-
ceur para-aminobenzylcar-
bamate (entouré en vert sur
la Figure 8) subit une élimi-
nation intramoléculaire pour
relarguer la monométhylau-
ristatine E (MMAE, entourée en
rouge sur la Figure 8).

Deux autres types d'agents de
liaison clivables sont égale-
ment utilisés, que l'on retrouve
par exemple dans les immuno-
conjugués avec la calichémi-
cine, antibiotique antitumoral
qui a été testé sur les hémo-
pathies myéloides :

- le premier motif clivable
est du type hydrazide', sen-
sible au pH. Cette sensibilité
va permettre le clivage dans
l'endosome'!, c’est-a-dire la

10. Fonction hydrazide : une liai-
son simple azote-azote (hydrazine)
avec quatre substituants, lun
d’eux étant un groupe acyle -COR.
11. Endosomes : sous-comparti-
ments de la cellule, ou organites
(organelles), sur lesquels les vési-
cules d’endocytose s’accrochent
et fusionnent pour relarguer leur
contenu (les molécules qui étaient
a la surface de la cellule et qui ont
étéinternalisées a lintérieur d'une
vésicule d’endocytose).

Structure d'un immunoconjugué
anticorps (MABJ)-MMAE. La partie
de l'agent de liaison composé
des acides aminés valine (Val]

et citrulline [Cit] est clivée par

la cathepsine a l'intérieur des
cellules tumorales.
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Les différents types d’agents
de liaison et leur mode de
clivage pour libérer la molécule
cytotoxique.

premiére petite vésicule for-
mée apres linternalisation de
la molécule dans la cellule ;

- le deuxieme motif clivable
est une liaison disulfure'?, qui
va étre réduite dans le cyto-
plasme de la cellule poury
libérer le dérivé de calichéami-
cine, qui agit ensuite sur CADN.

Sont également utilisés des
agents de liaison non clivables
du fait de leur nature chimique,
comme par exemple dans les
immunoconjugués avec le
maytansinoide DM1. Il n'y a
pas de motif entre l'anticorps
et la molécule cytotoxique qui
puisse étre clivé, que ce soit
par une enzyme ou par des
conditions physiologiques. En
revanche, dans le lysosome,
la partie anticorps va étre
dégradée par les protéases et
va finir par libérer 'ensemble
agent cytotoxique, espaceur et
acide aminé sur lequel l'agent
cytotoxique a été conjugué
(Figure 9). Dans ce cadre, il se
forme un métabolite avec un

12. Liaison disulfure liaison
simple entre deux atomes de
soufre, -S-S-.

acide aminé, donc zwiterrio-
nique’™. Ce type de molécule
passe difficilement les mem-
branes et il lui est difficile par
exemple de sortir de la cellule
dans laquelle il a été inter-
nalisé pour étre actif sur les
cellules voisines, contraire-
ment au dérivé MMAE beau-
coup plus polaire, qui, lui, sera
capable de sortir de la cellule
pour entrer dans une cellule
voisine et exercer son activité
toxique a distance.

Le type d'agent de liaison et
le mécanisme de dégradation
peuvent se traduire par une
différence d'efficacité in vivo
des conjugués. La Figure 10
présente des données obte-
nues a partir d'immunocon-
jugués réalisés avec le méme
anticorps, le méme cyto-
toxique, ils ne différent que par
la nature de l'agent de liaison.

Un agent de liaison non cli-
vable, que ce soit a la dose
de 0,3 mg/kg ou de 0,6 mg/
kg, n'est pas efficace, seul un

13. Zwiterrionique : ion qui com-
porte une charge positive et une
charge négative.

par une enzyme
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léger retard de croissance
des cellules cancéreuses est
observé a la plus forte dose.

Quand l'agent de liaison non
clivable est remplacé pour
un agent de liaison clivable,
les deux doses induisent des
régressions importantes de la
tumeur, encore plus flagrantes
avec la dose la plus forte. La
nature chimique de l'agent de
liaison joue donc un réle cri-
tique dans Uactivité in vivo des
molécules.

2.3. Les méthodes
de conjugaison

Les méthodes historiques et
conventionnelles consistent a
conjuguer les cytotoxiques sur
les acides aminés présents a
['état naturel sur les anticorps.
Ces acides aminés naturels
sont de deux types :

- les lysines, qui portent une
amine primaire sur leur chaine
latérale (Figure 11), sont nom-
breuses et accessibles a la

surface d’un anticorps (étoiles
rouges de la Figure 11), donc
on peut aisément les conju-
guer.

- les cystéines, qui pro-
viennent de ponts disulfure
(-5-S-) formés entre les diffé-
rentes chaines de l'anticorps,
peuvent étre réduites pour
générer une fonction thiol
(-SH), que lon peut utiliser
pour la conjugaison.

Dans les deux cas, l'immu-
noconjugué est un mélange
d'espéces, et le nombre de
molécules cytotoxiques gref-
fées par anticorps, ou DAR,
(« drug-to-antibody ratio »,
drugs/Ab de la Figure 10), est
une moyenne. Dans le cas des
lysines, pour un DAR moyen
de 4, on observe une réparti-
tion gaussienne avec des DAR
allantde 0a 9. Dans le cas des
cystéines provenant des ponts
disulfure naturels, l'hétéro-
généité du mélange est plus
faible dans la mesure ou il n'y
a que quatre ponts disulfure
qui peuvent étre réduits.

La nature de 'agent de liaison joue
un réle critique sur d’efficacité
cytotoxique in vivo des
immunoconjugués.
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Depuis quelques années, avec
le développement de l'ingénie-
rie des protéines, on a évolué
vers des conjugaisons sur des
sites spécifiques. Sur le bas de
la Figure 11, est représentée

une conjugaison avec un DAR
de 2 quasiment exclusif qui
permet d'avoir un produit
homogene, une caractérisation
analytique facilitée, et aussi de
pouvoir moduler plus aisément

Conjugaison
conventionnelle

Acides aminés naturellement
présents et accessibles

Un grand nombre de méthodes de conjugaison
site-spécifique : introduction d’acides aminés
naturels ou non naturels, conjugaison enzymatique,
modifications post-traductionnelles

Conjugaison
site-spécifique

* Produit homogéne avec DAR défini
e Caractérisation analytique facilitée
* Modulation possible des propriétés pharmacocinétiques et physico-chimiques

Méthodes de conjugaison et influence du site de conjugaison sur la stabilité et [efficacité de ['immunoconjugué.

LC-v205 HC-A114 Fc-5396

Méme niveau d’activité cellulaire in vitro

. 2 120
= O LC-V205C-ADC
= 90 D HC-A114C-ADC
g £ A Fc-5396C-ADC
3 60 4 HC-A114C-Anticorps
83 < Controle ADC
=° 30
3
5 ]

0,0001 0,001 0,01 0,1 1
pg/ml

Différentes stabilités en circulation in vivo Différentes niveaux d’efficacitén in vivo

1,000
= @ © LC-V205C-ADC
E 00 gy w0 O HC-A114C-ADC
R TRE 2 A Fc-5394C-ADC
B B < Véhicule
] 1 2,
£ HE
& oo 2

0,001 - , y - 0

0 7 14 2 28 0 20 40

Temps (jours)

Jour d'étude (jour de dosage 0)

Le site de conjugaison a une influence importante sur la stabilité et ['efficacité de 'immunoconjugué.
Source : Shen B.-Q. et coll. (2012). Nat Biotechnology, 30 :184.



les propriétés pharmacociné-
tiques et physico-chimiques de
la molécule.

Non seulement le type de conju-
gaison est important, mais aussi
la position ou cette conjugaison
est réalisée. Sur la Figure 12
sont comparés trois ADC avec
trois sites de conjugaison spé-
cifiques différents indiqués
en vert, toutes choses égales
par ailleurs (anticorps, agent

cytotoxique, agent de liaison,
chimie de conjugaison et DAR).
Invitro, sur un modeéle cellulaire,
on ne voit pas de différence en
termes d’activité entre les trois
molécules. La différence est
observée quand on passe in vivo
a la fois en termes de stabi-
lité en circulation et en termes
d’efficacité : la molécule la plus
stable (en rouge] s'avere étre la
molécule la plus efficace.

Lavenir des immunoconjugués
cytotoxiques

Les immunoconjugués cytotoxiques sont
aujourd’hui une réalité thérapeutique pour les
patients atteints de certains cancers. La fenétre
thérapeutique est clairement le parametre
clé a optimiser et maximiser pour atteindre
le succes en clinique, c'est-a-dire atteindre
Uefficacité avant la toxicité. Ces molécules
complexes résultent d'une combinaison unique
entre biotechnologie et chimie. Leur optimisa-
tion est multiparamétrique au niveau de leurs
différents composants : l'anticorps, l'agent cyto-
toxique, l'agent de liaison et la conjugaison. Le
développement de ces nouveaux médicaments
demande un travail d"équipe pluridisciplinaire.
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Développement d’un

immunoconjugué

cytotoxique

ciblant le récepteur

ae I GF-1

Jean-Frangois Haeuw travaille au Centre d’immunologie' des
Laboratoires Pierre Fabre situé a proximité de la frontiere suisse.

La Figure 1 représente le site
de Saint-Julien-en-Genevois
des Laboratoires Pierre Fabre,
situé dans la vallée genevoise.

Présentation du
récepteur du facteur
de croissance IGF-1

1.1. Un récepteur
membranaire

Le récepteur de U'IGF-1 est un
récepteur du facteur de crois-
sance IGF-1, ou « Insulin-like

1. www.cipf.com

Growth Factor 1 » ; on parle
aussi de UIGF-1 récepteur,
IGF-1R. Il appartient a la
méme famille que le récep-
teur de linsuline? (Figure 2),
avec lequelil partage une forte
homologie (environ 60 %). Ces
récepteurs sont des protéines
transmembranaires expri-
mées a la surface de certaines
cellules des épithéliums glan-
dulaires.

2. Insuline : hormone protéique
sécrétée dans le pancréas et
favorisant l'absorption du glucose
(sucre) dans le sang vers les cel-
lules du corps.
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Site R&D du Centre d’lmmunologie Pierre Fabre [CIPF] & Saint-Julien-en-Genevois. A droite, le batiment
de recherche et développement, a gauche, l'unité de production pour les études cliniques.

La famille des récepteurs
membranaires des facteurs de
croissance : insuline, IGF-1 et
IGF-2. Les récepteurs de linsuline
(INSR-A et B] et de U'IGF-1 (IGF-
1R) sont des hétérotétraméres,
tandis que le récepteur de l'IGF-2
(IGF-2R] est un monomeére.

Les récepteurs hybrides sont
constitués d’hétérodiméres INSR/
IGF-1R.

Insuline i
'\

Extracellulaire

Intracellulaire

INSR-B

INSR-A

Hybrides IGF-1R IGF-2R

INSR/IGF-1R

L'IGF-1R est un tétramére®

formé de deux sous-unités
alpha extracellulaires et deux
sous-unités béta, qui sont en

3. Tétrameére : polymere composé

de quatre sous-unités d'oligo-
meéres (petits polyméres).

partie intracellulaires et pos-
sedent un domaine tyrosine
kinase®. Il peut fixer les ligands

4. Tyrosine kinase : enzyme agis-
sant comme « interrupteur »
d’activation/désactivation de nom-
breuses fonctions cellulaires.



IGF-1 et IGF-2, mais laffinité
de UIGF-1 est quinze a vingt
fois plus forte que celle de
UIGF-2.

1.2. Un acteur de
la croissance cellulaire

L'IGF-1R est généralement
considéré comme un récep-
teur contrélant la croissance
cellulaire, alors que UIR est
plutdt considéré comme un
récepteur contrélant le méta-
bolisme énergétique. La liai-
son de l'IGF-1a son récepteur
induit a Uintérieur de la cellule
une cascade de signalisations
conduisant a la croissance,
a la différentiation cellulaire
et finalement a la survie cel-
lulaire (Figure 3). La fixation
du ligand provoque l'auto-
phosphorylation du domaine
tyrosine kinase sur certains
résidus tyrosine, ce qui sti-
mule l'activité tyrosine kinase
envers certains substrats ou
adaptateurs protéiques (Shc
et IRS]. La transduction du
signal active ensuite les voies

intracellulaires des MAP-
kinases (MEK, ERK] et de la
PI3-kinase (AKT, mTOR). Ces
mécanismes sont utiles pour
la croissance des cellules
normales, mais particuliére-
ment appréciés des cellules
tumorales pour leur permettre
notamment de se multiplier
au sein de la tumeur. Chez
l"homme, U'IGF-1R est essen-
tiel pour le développement de
l"embryon et posséde aussi
d'importantes fonctions chez
l'adulte.

Au niveau de la tumeur, UIGF-
1R est impliqué dans les phé-
noménes de tumorigenése®,
d'angiogenése® et de métas-
tase’ ; il joue aussi un réle

5. Tumorigenése : étapes de for-
mation de tumeurs.

6. Angiogenése : processus de
croissance de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de vaisseaux déja
existants.

7. Métastase : expansion de la
tumeur cancéreuse dans une autre
partie du corps par migration de
cellules tumorales par voie san-
guine.

IGF-1R

g

%ﬁﬁ%@% RS RRERRORIN

A DRI e

Synthése protéique

e Phosphorylation de
résidus Tyrosine

Migration/Invasion

Plngm

Effets métaboliques

Schéma des mécanismes
intracellulaires impliquant ['IFG-1
et 'IFG-1R.
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Expression de 'IGF-1R sur des
coupes de tissus normaux (A]
et tumoraux [B). Photographies
microscopiques obtenues apres
marquage de coupes tissulaires
avec un anticorps anti-IGF-1R.

contre l'apoptose® dans les
cellules tumorales.

1.3. Pourquoi cibler U'IGF-1R ?

Quatre raisons ont motivé
U'équipe du CIPF a cibler ce
récepteur et a développer une
approche de type immunocon-
jugué cytotoxique :

- U'IGF-1R est associé a la
tumorigenese, a la métastase
et a la résistance a certains
traitements anticancéreux ;

- une expression différen-
tielle de ce récepteur, entre
les tissus normaux et les tissus
tumoraux, est observée dans
de nombreux types de cancers,
incluant des cancers majeurs
comme le cancer du poumon
et le cancer du sein ;

- de nombreuses études
cliniques réalisées dans le
domaine de l'oncologie ont
montré Uinnocuité de certains
anticorps nus, non armés,
dirigés contre cette cible chez
lhomme et dont les essais ont
pour la plupart été arrétés,
principalement pour manque
d’efficacité ;

- et enfin, UIGF-1R est aussi
internalisé apres liaison du
ligand et de certains anticorps.

8. Apoptose mécanisme de
déclenchement d’autodestruction
des cellules.

Un immunoconjugué cyto-
toxique [« antibody drug
conjugate », ADC, en anglais)
est une molécule complexe
qui résulte de la conjugai-
son entre un anticorps et un
agent cytotoxique par le biais
d’un linker (espaceur] (voir
aussi le Chapitre de M.-P. Brun
dans cet ouvrage Chimie et
nouvelles thérapies, EDP
Sciences, 2020).

1.4. Expression de U'IGF-1R

Un différentiel d’expression de
UIGF-1R entre les tissus nor-
maux et les tissus tumoraux
a été démontré par immu-
nohistochimie’. La Figure 4
compare les photographies
obtenues a partir de tissus
normaux (Figure 4A) et tumo-
raux (Figure 4B). L'expression
de ce récepteur est majoritai-
rement intracytoplasmique'®
dans la majorité des organes
vitaux humains, ce qui limi-
tera le ciblage de ces tissus
par un anticorps. Une expres-
sion membranaire de UIGF-
1R a la surface des cellules,

9. Immunohistochimie : méthode
de localisation de protéines dans
les cellules d'un échantillon de
tissu par lutilisation d’anticorps.
10. Intracytoplasmique : a linté-
rieur du cytoplasme de la cellule.

Pancréas

Placenta Prostate

Glande
surrénale

Rein Jejunum

Endometre

B Cancer

Sein

Poumon




notamment épithéliales'’, est
observée dans la vessie, le
placenta, la prostate et l'en-
domeétre. Pour ces tissus, l'ex-
pression est modérée a forte.

La Figure 4B permet d'obser-
ver la forte expression de
U'IGF-1R sur des échantillons
prélevés dans la tumeur (can-
cer du sein et du poumon), en
comparaison avec des échan-
tillons normaux adjacents pré-
levés chez les mémes patients
juste a coté de la tumeur.

Desimmunoconjugués
pour cibler U'IGF-1R

2.1. Etat de lart

Plusieurs groupes pharmaceu-
tiques, dont les Laboratoires
Pierre Fabre en partenariat
avec Merck & Co (Figure 5), ont
développé des anticorps anti-
IGF-1R non armés mais, par
manque d’efficacité, le déve-
loppement de ces anticorps
en oncologie a été stoppé
entre la phase clinique 1 et la

11. Cellules endothéliales : cel-
lules « épineuses » étant liées
entre elles et permettant de créer
une couche protectrice continue.

phase clinique' 3. L'anticorps
Ganitumab de la société
Amgen est actuellement en
phase 3 pour différents types
de sarcomes.

Le seulimmunoconjugué cyto-
toxique en cours d'évaluation
clinique est développé par les
Laboratoires Pierre Fabre. Il
est actuellement en phase cli-
nique 1.

2.2. Mécanisme d’action
de limmunoconjugué
cytotoxique

Aprés fixation sur UIGF-1R,
l'ADC est internalisé dans
des vésicules mantelées™, qui
fusionnent ensuite avec les
lysosomes' . A Uintérieur des
lysosomes, l'anticorps et l'an-
tigéne sont dégradés. Enfin, la
libération du médicament dans

12. Phase clinique : phase de test
d'un médicament ou d'un traite-
ment pour évaluer son efficacité et
la tolérance de 'homme vis-a-vis
de celui-ci.

13. Vésicule mantelée : structure
dans le cytoplasme pouvant stoc-
ker, transporter ou encore digérer
des déchets cellulaires.

14. Lysosome : organite cellulaire
présent dans le cytoplasme des
cellules, responsable de la diges-
tion intracellulaire.

Immunoconjugués IGF/IGF1R

[ ﬁwm Wiints, IGT-methotrexste Ph

Programmes

Programmes ciblant 'IGF-1R et
ses ligands stoppés et en cours
de développement clinique en
oncologie.

Mab = « monoclonal antibody » :
anticorps monoclonal.

Anticorps nus

| Harbin Medical univ, Ampgen, AMG 479 ganitumab
en cours I_mmlhmmm_l (AN: Ph N pancress cancer terminated 2014)
i i Anticorps nus Acadderic sporsors ; {NC, Dana Farber.)
(oncologie) B | Pierre Fule Anti IGF1R ADC W0101Ph 11 Phill- Dec 2016 Ewing Sarcoma, lung, bone —
Fusion Pharmaceuticals IGF 1R ADC radio nucleid Phifik-Jul 2017 Rhabdomyasarcoma combs
| MGF1/1GF2 o
Astrazeneca MEDI-573 anti IGF1/1GF2

Anticorps nus
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le cytoplasme aboutit a la mort
de la cellule [Figure 6).

2.3. Génération et sélection
de l'anticorps pour
limmunoconjugué

L’anticorps anti-IGF-1R sélec-
tionné pour synthétiser 'ADC a
été généré chez la souris par
la technique dite des hybrido-
mes'. Trois étapes de criblage
successives, basées sur diffé-
rents tests in vitro et in silico,
ont permis de sélectionner
anticorps 208F2 (Figure 7A) :

- criblage primaire : test
in vitro de liaison sur cellules
tumorales (lignée humaine
de cancer du sein MCF-7] et
d’internalisation : sélection de
20 anticorps ;

- criblage secondaire : mesu-
res d’affinité pour la cible ;
tests de réactivité croisée
avec UIGF-1R de macaque et
de liaison a U'IR : sélection de
5 anticorps ;

15. Hybridome : cellule provenant
de Uhybridation entre des globules
blancs (cellules lymphoides) et des
cellules cancéreuses provenant de
la moélle osseuse (cellules myé-
lomateuses).

Mécanisme d’action de ['ADC.

- criblage tertiaire : carto-
graphie épitopique, effets sur
la prolifération cellulaire et
la phosphorylation du récep-
teur, études in silico de déve-
lopabilité et d’humanisabi-
lité : sélection de l'anticorps
208F2.

La mesure par cytométrie de
flux' (Figure 7B) de la fixation
de Uanticorps 208F2 sur des
cellules tumorales (MCF-7)
en fonction du temps montre
qu’il disparait de la surface
des cellules assez rapidement,
avec un temps de demi-vie"
d’environ 11 minutes.

La cytométrie montre éga-
lement que le 208F2 ne se
fixe pas sur des cellules
exprimant uniquement le
récepteur de LUinsuline,
contrairement a un anti-
corps anti-insuline récepteur
commercial (Figure 7C).

16. Cytométrie de flux : technique
de comptage et de mesure des pro-
priétés des cellules (taille, mor-
phologie, présence de marqueurs).
17. Temps de demi-vie : temps
pour lequel il ne reste que la moi-
tié de la concentration initiale du
composé.

0 Reconnaissance et fixation de UADC sur le

récepteur
® Internalisation du complexe ADC/récepteur % ’
| ° e/
® Fusion des endosomes avec les lysosomes °am— — =
F50085 IGF-1R

O Libération de l'agent cytotoxique . \

@ Inhibition de la polymérisation
des microtubules

® Mort cellulaire

Yo

“_Inhibitio " v !
0 de la
y tubullne \:

o9 A "\

- \ /
NG 4 oA = 4

Lysosome 4




A Immunisation
rhiGF1R

' 578
Criblage primaire /

Internalisation

20
Criblage secondaire

Affinité

Criblage tertiaire 5

Prolifération

Cartographie )
cellulaire

épitopique

pigf-1R

Dévelopabilité Humanisabisité

Sélection
208F2

2.4. Synthése et purification
de ADC

Une fois sélectionné, cet anti-
corps obtenu chez la souris
a été « humanisé » (voir le
Chapitre de J.-P. Armand dans
cet ouvrage Chimie et nouvelles
thérapies), pour aboutir a sa
forme hz'®. La Figure 8 montre
la structure de l'immunocon-
jugé cytotoxique hz208F2, sur
lequel a été réalisée la conju-
gaison de l'agent cytotoxique
(lien avec un espaceur].
Plusieurs agents cytotoxiques
dérivés de l'Auristatine, ciblant

18. Forme hz : forme humanisée
d’un anticorps, c’est-a-dire utili-
sable en thérapie.

la polymérisation' de la tubu-
line?®, ont été évalués afin de
sélectionner le composé codé
F556311, comportant l'agent
cytotoxique F554443 et un
espaceur de type maléimido-
caproyle (Figure 8).

Ce composé est ensuite cou-
plé sur les résidus cystéine
inter-chaine de l'anticorps

19. Polymérisation formation
d’'un polymére (macromolécule)
a partir d'un grand nombre d'une
ou plusieurs unités de répétition
appelées monomeres.

20. Tubuline : protéine structurelle
des microtubules, soit le consti-
tuant majeur du cytosquelette, la
partie permettant a la cellule de se
déplacer et de se nourrir.

V7

Anticorps
hz208F2-4

Espaceur maléi- 1
midocaproyle |

tonng,

KH
Agent cytotoxique e
F554443 4

T
Dérivé F556311

T
ADC hz208F2-4-F556311 (W0101)

C

Réaction croisée  Spécificité (IGFIR vs IR]\

208F2/Cinétique d'internalisation

Incubation 4° Il

Ty = 114/- 4 min
Incubation 37°

0 T
0 B 6 0 120
Temps (minutes)

Intensité de fluorescence

g 400 Cellules IR+
g 300
= 200
£
@
% 100 o hz208F2-4
2
£ 0 -= Acanti-IR
5 10 15
Concentration (ug/ml)

Génération et sélection de
Uanticorps anti-IGF-1R 208F2. A]
Etapes de criblage des anticorps ;
BJ internalisation du complexe
208F2/récepteur dans les cellules
tumorales MCF-7 en fonction

du temps ; C] évaluation de la
fixation du 208F2 sur des cellules
exprimant uniquement U'IR.

Structure de l'immunoconjugué
cytotoxique hz208F2-F556311.
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Aitocorps
hz208F2-4

. Couplage sur les résidus Cystéine inter-chaine

Réduction \%

Dérivé
F556311 ménagée Réduction menagee
\ 7/
Couplage e

N Cunjugalsun speclflque
sur graupemenls

!

Purification (UF)

1 Mélange de formes possédant différents ratios drogue/Ac

! se I
Formulation (DF) \ﬂ]& w

i W

hz208F2-4-F556311 (W0101)

Y e |
ADC YW Y i

100

Y"

ratio drogue/anticorps

Synthése, purification et formulation de '’ADC.

aprés réduction?’ ménagée
(Figure 9). Le résultat de la
synthése est un mélange : on
mesure un DAR? (« drug-to-
antibody ratio ») de 4, mais
il s’agit en fait d'un mélange
d'entités comportant zéro a
huit composés cytotoxiques
(Figure 9, DO & D8).

La Figure 9 décrit les diffé-
rentes étapes du procédé de
production de UADC. Apres
opérations de couplage, 'ADC
est purifié par ultrafiltration
tangentielle? afin d'éliminer
le dérivé cytotoxique résiduel
non couplé et formulé dans un
tampon de conservation.

21. Réduction : réaction chimique
ou des ions ou des atomes d’une
molécule gagnent des électrons.
22. DAR (« drug-to-antibody ratio ») :
nombre de molécules cytotoxiques
conjuguées a un anticorps.

23. Ultrafiltration tangentielle :
ultrafiltration tres fine avec une
membrane laissant passer les
molécules ayant une masse molé-
culaire inférieure a 30 kDa.

2.5. Analyse de lADC

Différentes méthodes physico-
chimiques permettent d’ana-
lyser UADC W0101. A titre
d'exemple, on peut citer les
méthodes chromatogra-
phiques de tamisage molé-
culaire® et d’interaction
hydrophobe utilisées pour
déterminer respectivement le
pourcentage de formes agré-
gées et le DAR. La Figure 10
présente les résultats d'ana-
lyse de lots d’ADC produits
a différentes échelles, com-
prises entre 4 mg et 40 g, par
chromatographie d’interac-
tion hydrophobe. Les profils
chromatographiques et les
mesures du DAR moyen,
comprises entre 3,7 et 4,3,
confirment une trés grande
reproductibilité du procédé.

24. Tamisage moléculaire : tech-
nique de séparation des molécules
en fonction de leur taille et de leur
forme.



p2| D4 DAR42 b2 D4
Dé

Do Ds Do

4 mg (tube)

x 12,5

50 mg (réacteur 100 ml)

DAR 4,3 p2ps  DARL3

D6

/\ D8 ] 0o ' D8

5mg (réacteur 11)

D0 ' D8 ! Dé

D2 D4 DAR 4,3 D2 DAR 3,7
" os

D6 o :

| D8

4000 mg (réacteur 5 )40 000 mg (réacteur 100 1)

(x 10000)

Analyse de lots d’ADC produits a différentes échelles par chromatographie d’interaction hydrophobe.
Cette analyse permet de déterminer le DAR moyen pour chaque lot.

2.6. Le couplage ne
modifie pas les propriétés
fonctionnelles de l'anticorps

Des analyses de cytométrie
de flux ont été réalisées afin
de vérifier que le couplage ne
modifiait pas les propriétés
fonctionnelles de l'anticorps.
Les Figures 11 et 12 montrent
une superposition des courbes
de fixation et d’internalisation
de lanticorps non conjugué
et de UADC, confirmant que
les propriétés fonctionnelles
de U'anticorps sont conservées
apres synthése de U'ADC.

2.7. Analyse de lactivité
de limmunoconjugué sur
des cellules

La cinétique d’internalisation
de UADC a été étudiée par
microscopie confocale® aprés
incubation a 37 °C a différents
temps, sur des cellules tumo-
rales (MCF-7) exprimant assez
fortement UIGF-1 récepteur
(Figure 13). Sur les clichés,
on repere : le noyau cellulaire
coloré en bleu, 'ADC en vert,
un marqueur du lysosome (la
protéine Lamp-1) en rouge et,

25. Microscopie confocale : tech-
nique de microscopie permettant
d’obtenir une représentation tridi-
mensionnelle d'un objet macromo-
léculaire (ici, cellules).

lorsqu’ily a colocalisation, une
coloration jaune apparait.

A 10, la localisation de 'ADC
est essentiellement au
niveau membranaire ; aprés
15 minutes d’incubation, une
forte proportion de U'ADC se
situe dans des vésicules a l'in-
térieur de la cellule, et celle-
ci augmente encore aprés 30
et 60 minutes d’incubation.
De plus, une colocalisation
avec le marqueur des lyso-
somes est observée apres 30
et 60 minutes d’incubation.
Aprés 2 heures, 'ADC n’est
plus détecté, celui-ci étant
dégradé dans les lysosomes.
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Liaison au récepteur

.

= m & hz208F2-4
+ hz208F2-4-F556311

Internalisation
ML I EEg,, -

= hz208F2-4
v hz208F2-4-F556311

Comparaison de la fixation de
l'anticorps non conjugué et de
U'ADC sur des cellules tumorales
exprimant 'IGF-1R. Des cellules
MCF-7 sont incubées a 4 °C en
présence de concentrations
croissantes de ['anticorps et de
U'ADC. La fixation est mesurée par
cytométrie de flux.

Comparaison de linternalisation
des anticorps seuls ou conjugués
(ADC) par des cellules tumorales
exprimant U'IGF-1R. Des cellules
MCF-7 sont incubées a 37 °C

en présence de concentrations
croissantes de l'anticorps

etde 'ADC. Le pourcentage
d'internalisation est déterminé
apres analyse par cytométrie de flux.
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T0 15 min 30 min 60 min 120 min

Super-
position

Mécanisme d'internalisation de ['/ADC W0101 par les cellules tumorales.

Activité anti-tumorale
de limmunoconjugué

3.1. Cytotoxicité in vitro
sur cellules tumorales
et normales

La cytotoxicité de l'immuno-
conjugué a été évaluée dans un
premier temps sur une série
de lignées tumorales d'origine
humaine - en fait six types de
cellules listés sur la Figure 14,
avec des niveaux d’expression
d’IGF-1R faibles pour la lignée
Hs746t, a forts pour les cel-
lules MCF-7. La viabilité des
cellules in vitro a été mesu-
rée apres incubation pendant
6 jours a 37 °C en présence
de concentrations croissantes
en ADC. L'ADC induit une
trés forte cytotoxicité sur les

lignées MCF-7 et NCI-H2122
exprimant fortement U'IGF-1R,
avec une viabilité < 10 % aux

concentrations d’ADC les plus
élevées. Une faible cytotoxicité
est par contre observée pour
les lignées Hs746t et SBCS
exprimant trés faiblement
UIGF-1R.

Ces résultats démontrent une
étroite corrélation entre le
niveau d'expression d’IGF-1R
et la cytotoxicité induite par
UADC.

Cette corrélation entre cyto-
toxicité et niveau d'expression
a ensuite été démontrée sur
des cellules humaines nor-
males. En effet, la cytotoxi-
cité observée sur les cellules
normales, qui expriment
plus faiblement UIGF-1R, est
beaucoup plus faible que celle



= MCE7 Lignées (Jlrlglj_lne’de o vaeau_
llulaires a |gn?e expression
A HS746T <€ cellulaire | de I'IGF-1R
*
gl Ca0v3 MCF-7 Sein 103556
z ® NCI-H292
.E ¥ NCI-H2122 NCI-H2122 Poumon 32071
= SBC5 NCI-H2122 Poumon 52893
CaoV3 Ovaire 24423
0 . T . w SBC5 Poumon 16053
13 12 -1 <100 -9 -8 -7 -6
log (M) Hs746t Gastrique 93
Figure 14
Cytotoxicité in vitro de '/ADC W0101 sur des cellules tumorales de différents organes humains.
I Cellules humaines évaluées HUC HPEpIC

= HUC Cellules de Uurothélium

Cellules HUC HPEpIiC HREpC HAQEC HBSMC

% viabilité
% viabilité

+ HPEpIC Cellules de Uépithélium prostatique kf . ks o
* HBSMC Cellules musculaires lisses bronchiques 2 % 2%
« HREpC Cellules de U'épithélium rénal 28 gy

« HAOEC Cellules de U'endothélium aortique

% viabilité
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R T A T e A 2 0 9 8
log (M) log (M)
HREpC HAoEC

% viabilité
% viabilité

3
20 | == WOT01 20 | -==W0101
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-10 -9 8 -7

log (M) .

Cytotoxicité in vitro de '’ADC W0101 sur différentes cellules normales. L 'effet de ['ADC WO0101 est comparé

a celui d’'un ADC contréle.

induite sur les cellules tumo-
rales exprimant fortement
UIGF-1R (Figure 15).

3.2. Activité antitumorale

in vivo

L'activité antitumorale de
I'ADC a été évaluée dans des
modeéles de xénogreffe chez
la souris (Figure 16). Une trés
forte activité, avec régression
de la tumeur, est observée sur
le modele de cancer du sein

MCF-7 exprimant fortement
U'IGF-1R (expression 3+).Cette
activité est plus faible sur
les modéles exprimant plus
modestement la cible (2+] :
régression tumorale partielle
dans le modele de cancer de
l'ovaire CaoV3 et progression
stabilisée dans le modéle de
cancer du poumon NCI-H2122.
Aucune activité n'est observée
dans les autres modeéles expri-
mant trés faiblement U'IGF-1R.
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A MCF7 / 3+ NCI-H2122 / 2+ CaoV3/2+ SBC5/1+ Hs746t / Négative
MCF-7 NCI-H2122 CaoV3
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Activité antitumorale de ’ADC WO0101 sur différents modéles de xénogreffe. A) Evaluation du niveau d’expression
de UIGF1R par immunohistochimie sur des coupes de tumeurs. Photographies obtenues aprés marquage de
coupes de tumeurs prélevées chez des souris greffées avec des cellules tumorales humaines ; B) Activité
antitumorale dans des modéles de cancer du sein (MCF-7), du poumon (NCI-H2122 et SBC5), de ['ovaire

(CaoV3] et gastrique (Hs746t). Des doses de 3 mg/kg de l'ADC sont administrées aux animaux greffés par voie
intraveineuse. Deux schémas d’administration ont été évalués : un schéma Q4d4 consistant en quatre injections
espacées de quatre jours, et un schéma consistant en une dose unique. L activité de 'ADC W0101 est comparée
a celle d'un ADC contrdle.

Un immunoconjugué cytotoxique
prometteur dans la lutte contre
le cancer

Les études précliniques décrites dans ce
chapitre ont permis de démontrer la spécificité
de VADC WO0101 pour UIGF-1R et labsence de
liaison a UIR. Les activités antitumorales in vitro
et in vivo sont étroitement corrélées au niveau
d’expression de la cible. Cet ADC constitue une
nouvelle option thérapeutique tres prometteuse
pour les patients dont la tumeur surexprimera




UIGF-1R. Un premier essai clinique est en cours
chez des patients ayant des tumeurs solides
(référence de l'essai : NCT03316638). Lobjectif
de cet essai est d'évaluer la tolérance des
patients au traitement et identifier les éven-
tuels effets secondaires.

Lauteur remercie Barbara Akla, Matthieu
Broussas, Alain Beck, Mariya Pavlyuk, Eric
Chetaille et Nathalie Corvaia pour leur contribu-
tion au travail décrit dans ce chapitre.
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Ce chapitre a pour objet
d'illustrer l'importance que
représente le diagnostic
dans la prise en charge des
patients, et en particulier pour
des maladies infectieuses. Le
diagnostic in vitro est consi-
déré aujourd’hui comme étant
essentiel dans environ 70 %
des décisions médicales, pour
autant, il ne représente que
2 % des dépenses de santé.
C’est sans doute quelque
chose qui va évoluer dans le
temps puisque c’est la pierre
angulaire de ce qu’on appelle
la médecine personnalisée,
qui a réellement transformé
le domaine de l'oncologie et
qui est en train de transformer
aussi le domaine des maladies
infectieuses.

DEFINITION DU SEPSIS

rganes potentiellement mortel

A=

réponse dérégulée de U'hdte a linfection

LE DIAGNOSTIC EST CLE
IDENTIFICATION ET PROFIL DE RESISTANCE

Jew

Le choc septique est une infection qui touche des organes vitaux et

qui peut causer le déces du patient. Il est essentiel de mettre en place
rapidement une antibiothérapie a spectre large car le retard de traitement
par un antibiotique adapté augmente la mortalité.

Présentation
du sepsis

1.1. Les symptomes
du sepsis

Prenons l'exemple d'un patient
que nous appellerons Maxime :
il a 54 ans, il n'a pas particu-
lierement d’antécédents médi-
caux. Il est en pleine forme, il
travaille. Son chirurgien car-
diologue lui diagnostique un
anévrisme aortique'. Il a une
chirurgie programmée et est
pris en charge dans un grand
centre hospitalo-universitaire.
La chirurgie se passe tres bien
mais trois jours plus tard, il a
un pic de fieévre et a des diffi-
cultés a respirer. Cing jours
plus tard, il se retrouve dans
un service de réanimation avec
une défaillance pulmonaire
importante qui nécessite une
assistance de ventilation. Il
a également une défaillance
cardiovasculaire majeure avec
une chute de tension persis-
tante. Ce patient a un choc
septique.

Le sepsis, ou le choc septique,
qui est la forme la plus grave
du sepsis, est défini comme
étant une infection grave. C'est
un syndrome, une situation cli-
nique qui est provoquée par
une infection, et en réponse a
cette infection, l'organisme va
surréagir, aboutissant au final
a des défaillances d'organes,
en l'occurrenceici, une défail-
lance pulmonaire et cardiovas-
culaire (Figure 1).

Cet exemple est loin d’étre un
casisolé, puisqu’on considére

1. Anévrisme aortique : dilatation
locale de laorte, qui est la plus
grosse artére du corps, elle part
du ceeur et se divise en bas du dos
pour irriguer les jambes.



qu’il y a environ trente mil-
lions de cas de sepsis dans le
monde chaque année, et c’est
probablement sous-estimé.
On envisage que ce chiffre
va doubler d’ici 2050, notam-
ment a cause du vieillisse-
ment de la population. On
considére également qu’ily a
un déces lié au sepsis toutes
les trois a quatre secondes
dans le monde.

Pour autant, c’est trés peu
connu du grand public, une
des raisons pour lesquelles,
notamment, 'Organisation
mondiale de la santé (OMS)
en a fait une priorité mondiale
depuis 2017.

1.2. Le diagnostic : clé pour
lidentification des agents
pathogénes et du profil de
résistance aux antibiotiques

Quand un patient est pris en
charge pour un sepsis, le cli-
nicien et le réanimateur sécu-
risent les organes vitaux, ce
qu’ils font trés bien pendant
les toutes premiéres heures,
notamment dans les pays occi-
dentaux. L'objectif du clinicien
est d’identifier l'origine du sep-
sis, en l'occurrence linfection,
et de mettre le patient sous
antibiotiques le plus rapide-
ment possible. On sait en effet
que chaque heure de retard de
mise en place d'une antibio-
thérapie efficace est fortement
corrélée a une augmentation
du déces du patient dans les
heures ou les jours qui suivent.
A ce moment-1a, le probleme
du clinicien est qu’il ne connait
pas l'identité de la bactérie ou
du pathogéne responsable de
linfection. Il est donc obligé
d’utiliser une antibiothérapie
a large spectre, généralement
un cocktail d'antibiotiques,

pour pouvoir couvrir la bacté-
rie responsable (Figure 2).

Le deuxieme objectif du clini-
cien est d'ajuster ce traitement
antibiotique le plus rapidement
possible, et cela, pour deux
raisons principales :

- éviter que le patient soit
traité par des médicaments
dontil n'a pas besoin : certains
de ces antibiotiques peuvent
en effet étre toxiques pour
certains organes, notamment
au niveau du rein. Cela peut
également complétement per-
turber son microbiote intes-
tinal, dont on connait de plus
en plus limportance pour la
santé humaine (voir le Chapitre
de J. Doré dans cet ouvrage
Chimie et nouvelles thérapies,
EDP Sciences, 2020) ;

- une raison sociétale : les
résistances aux antibiotiques
émergent du fait de leur suru-
tilisation. Or, de moins en
moins de nouveaux antibio-
tiques sont découverts et sont
mis sur le marché. Nous avons
donc une sorte de bombe a
retardement entre nos mains,
et on envisage, d’ici 2050, envi-
ron dix millions de morts liés
au fait que nous n’aurons plus
d’antibiotiques efficaces dans
certaines situations cliniques.

Pour ces deux raisons, indi-
viduelle et sociétale, il est
vraiment important d’adapter
l'antibiothérapie du patient.
C’est pourquoi le diagnostic
est un facteur clé qui prend a
ce niveau toute sa valeur.

Afin d’identifier les agents
pathogénes et leur profil de
résistance aux antibiotiques,
on réalise deux prélévements
sur le patient :

- un prélévement sanguin
pour réaliser une hémocul-
ture, car le clinicien et le

P Maxime
o ] Commerciel, 54 ans

= Aucun antécédent médical
| l Anévrisme aortique
' Chirurgie programmée

== Ventilation mécanique
mm Vasopresseur

. \Chirurgie

- -
e

0, j
7 “

Pneumonie
Choc septique

Syndrome
fébrile

Les probleme du traitement

du choc septique par une
antibiothérapie a spectre large est
la résistance aux antibiotiques qui
augmente, tandis que le retard

de traitement par un antibiotique
adapté augmente la mortalité.
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16h 24h
| l

Les étapes microbiologiques pour
identifier les agents pathogénes
et leurs profils de résistance aux
antibiotiques.

L’hémoculture, un examen
bactériologique consistant a
rechercher la présence de germes
[microbes) dans le sang, est
maintenant automatisée. A droite :
capteur de CO, contenant un
indicateur de pH.

z ? t=0 8h
| |
I I
Isolement des pathogénes

réanimateur veulent écarter
Uhypothese d'une généralisa-
tion de linfection au niveau
systémique, au niveau du sang,
qui est un signe d’aggravation ;

- un prélevement pulmonaire
puisque, au vu de la clinique de
Uexemple choisi, on envisage
qu’il y a une grande chance
que linfection soit d’origine
pulmonaire.

2 Identification et

profil de résistance
des agents pathogénes
responsables de
Uinfection

L'objectif de la microbiologie
est de fournir le plus rapi-
dement possible au clinicien
la carte d’'identité du ou des
pathogénes responsables de
Uinfection, ainsi que leurs
profil de résistance aux anti-
biotiques ou de susceptibilité
aux antibiotiques. C’est un
domaine qui a, comme beau-
coup de domaines de la bio-
logie, bénéficié de deux types
d’innovations :

- les innovations incrémen-
tales, a savoir celles qui per-
mettent de faire évoluer des
approches anciennes en les
rendant plus performantes ;

- les innovations de rupture
grace ade nouvelles approches
technologiques.

L'analyse microbiologique
repose généralement sur trois
ou quatre étapes : la mise en
culture pour faire proliférer la
bactérie au laboratoire, l'isole-
ment des agents pathogénes,

Identification & Profil de résistance aux antibiotiques

puis l'utilisation de différentes
techniques qui permettent de
les identifier et de définir leur
profil de résistance (Figure 3).

2.1. La mise en culture

L’hémoculture fait partie des
examens bactériologiques
anciens ayant bénéficié d'inno-
vations en termes d’automati-
sation pour avoir des lectures
des bouteilles d’hémoculture
le plus régulierement pos-
sible et rendre le résultat
au clinicien plus rapidement
(Figure 4). Les hémocultures
ont également bénéficié d'in-
novations au niveau de la com-
position du milieu de culture a
l'intérieur des bouteilles, afin
d’optimiser la capacité de pro-
lifération des bactéries et donc
d'avoir un rendu de résultat
plus rapide aupres du clinicien.

Le deuxiéme type de pré-
levement qui, dans notre
exemple, est un prélévement
pulmonaire est directement
ensemencé dans des boites de
Pétri. Ces milieux de culture
solides font aussi partie des
approches anciennes de la
microbiologie, mais qui ont
énormément bénéficié d'inno-
vations chimiques dans leur
composition pour les rendre
de plus en plus riches et de
plus en plus spécifiques. Par
exemple, sur la Figure 5 (a
droite], on observe ce qu'on
appelle des milieux chromogé-
niques : a partir de la morpho-
logie de la colonie qui a poussé
sur la boite de Pétri ou de sa
couleur dans différents milieux



Milieu
riche

(a gauche]), on peut déja avoir
une information sur l'espéce
bactérienne responsable de
Uinfection.

2.2. Isolement
des pathogénes

Historiquement, l'identifica-
tion des pathogénes repose
sur des techniques colorimé-
triques qui analysent leurs
caractéristiques biochimiques
et enzymatiques (Figure é6A).
Ces outils ont également été
automatisés ces dernieres
décennies.

Un antibiogramme est une
technique de laboratoire visant
a tester la sensibilité d'une
souche bactérienne vis-a-vis
d’'un ou plusieurs antibiotiques

supposés ou connus. On uti-
lise du papier buvard imprégné
d’antibiotiques a une certaine
dose et que l'on dépose sur
la boite de Pétri : la bactérie
sensible va disparaitre autour
du papier buvard (Figure éB).

2.3. Les nouvelles
technologies d’identification

2.3.1. La spectrométrie
de masse

La spectrométrie de masse
est la premiére technologie
de rupture qui, ces derniéres
années, a réellement trans-
formé la microbiologie. La
colonie bactérienne est récu-
pérée a la surface de la boite
de culture, puis déposée sur

Boite de Pétri pour l'analyse
des agents pathogeénes.

AJ Les techniques colorimétriques
permettent d’analyser les
caractéres biochimiques et
enzymatiques des pathogenes ;
BJ l'antibiogramme permet

de tester la sensibilité d’'une
souche bactérienne vis-a-vis
d‘antibiotiques.
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une lame (Figure 7 a gauche)
et protégée par une matrice
d’ionisation? a la surface de
la colonie. L'ensemble est
déposé dans le spectrometre
de masse du type MaldiTof?,
ou un rayonnement laser pro-
voque une désorption, puis
une ionisation des molécules.
Un panel de molécules avec
des poids et des charges dif-
férentes est émis. En fonction
du temps de vol de ces molé-
cules jusqu’au détecteur, on
obtient un profil spécifique de
'espéce bactérienne présente
dans la colonie.

Le trés grand progrés pour
l'analyse microbiologique est
l'obtention de l'information en
quelques minutes alors qu'au-
paravant, plusieurs heures
voire plusieurs jours étaient
nécessaires pour identifier la
colonie bactérienne.

2. Matrice d'ionisation : sert a pro-
téger la molécule qui pourrait étre
endommagée par le faisceau laser.
3. MaldiTof : appareil de spectro-
métrie de masse couplant une
source d’ionisation laser, qui va
exciter la molécule, avec un ana-
lyseur a temps de vol, qui permet
de différencier les molécules.

2.3.2. Le FilmArray® pour un
ajustement rapide et ciblé des
antibiothérapies

Les progres de la biologie
moléculaire ont transformé la
microbiologie. La PCR (« poly-
merase chain reaction ») est
une technique d’amplification
enzymatique permettant d’ob-
tenir des millions de copies
de fragments d’ADN. Cette
technique ancienne consiste a
utiliser des enzymes d’ampli-
fication d’acides nucléiques,
soit pour détecter la présence
d’un gene, soit pour quantifier
le nombre de copie d'acides
nucléiques dans un préleve-
ment biologique (Figure 8).
Utilisée dans le domaine de
la recherche au départ, cette
technologie est maintenant
largement utilisée dans le
domaine du diagnostic. Son
acces de maniére intégrée
et automatisée a été rendu
possible grace a de nouveaux
outils, notamment la techno-
logie FilmArray®, dévelop-
pée par Biofire, une société
de Salt Lake City devenue

4. Acides nucléiques : motifs molé-
culaires constitutifs de notre ADN
et de notre ARN.

Matrice
d’ionisation

o~

Tube
devol |Temps

Laser ..

Détection

devol Séparation

& Accération
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pneumoniae

Escherichia
coli
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e b R VR me Pseudomonas
|| o £ !
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Désorption miz

La spectrométrie de masse permet d'analyser les agents pathogénes présents dans une colonie bactérienne.
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la Tag polymérase

maintenant une société du
groupe Biomérieux.

Le principe repose sur lutili-
sation d'un dispositif médical
automatisé, de la taille d'une
main environ, dans lequel
toutes les étapes de la tech-
nigue PCR sont intégrées
(Figure 9). Le prélévement bio-
logique du patient (dans notre
exemple, un prélevement pul-
monaire) est déposé dans le
« port d'injection » ; a U'autre
extrémité est déposé un tam-
pon qui réhydrate les réactifs
a lintérieur de la poche réac-
tionnelle.

Toutes les étapes de la PCR
sont intégrées a l'intérieur de
la poche : la lyse des cellules
(destruction de la membrane
cellulaire), Uextraction des
acides nucléiques, puis une
premiere PCR1 qui cible les
pathogénes généralement res-
ponsables d’infections pulmo-
naires.

Ensuite, une deuxiéme PCR
(que U'on appelle PCR nichée,
ou nested-PCR) est mise en
place sur la partie a droite pour
rechercher la présence d'un
certain nombre de bactéries
ou de virus responsables d'in-
fections pulmonaires a partir

| - =
- -
- ™ )
g
Elongation .~ - "Hybridation
Synthése d’un brin Fixation
complémentaire par d’un couple

7T Amorce ‘Wf Principe de la PCR (« polymerase
23 Nucéotices chain reaction »), technique
L ; - d’amplification de 'ADN.
;:‘l]ymérase l Dggggm
des deux brins d’Adn .
ey . ‘\ 1
Yy s - Nouveau cycle = |
. ” NS
a B 4 -
o s 4m., “7

d’amorces

de l'analyse des génes de ces
agents pathogénes. On peut
méme obtenir une informa-
tion sur le profil de résistance
puisqu’'on peut rechercher la
présence ou non de certains
genes liés a la résistance aux
antibiotiques.

Cette technique est réellement
une avancée importante dans
la mesure ou elle permet en
moins d'une heure d’avoir

Port d’injection
de Uéchantillon

Purification
AND/ARN

Port d’injection
de tampon

Lyse des
cellules

120 puits
de 1pL

Principe de fonctionnement de la technologie de BioFire, FilmArray®, qui
permet de cibler les pathogénes responsables de l'infection, puis de faire
une analyse génétique des pathogénes qui donnera la liste des virus et
bactéries présents.
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Le séquencage a considérablement
progressé en termes de
robustesse grace a l'outil
informatique.

Uinformation permettant au
clinicien d’ajuster rapidement
U'antibiothérapie.

2.3.3. Le séquencage

Les cliniciens utilisent beau-
coup linformation phénoty-
pique, c’est-a-dire 'ensemble
des données observables
d'un organisme, notamment
a Uéchelle cellulaire. La pro-
chaine révolution techno-
logique qui va impacter la
microbiologie est probable-
ment le séquencage®.

Le séquencage a énormément
progressé en termes de délai
de rendu de résultats, ainsi
qu’'en termes de profondeur
de séquencage et de robus-
tesse (Figure 10). Il trouvera
naturellement une place dans
le domaine de la microbiologie
parce qu’il permet en particu-
lier d’avoir une analyse beau-
coup plus globale du génome
bactérien.

Aujourd’hui, le séquencage
n'est pas encore un outil uti-
lisé en routine, mais plutot
dans des laboratoires spé-
cialisés. Mais les techniques
de séquencage auront incon-
testablement, dans quelques
années, une place dans le
domaine de la microbiologie.
Certains suggerent que l'ana-
lyse par séquencage permettra
peut-étre de remplacer toutes
les étapes de la microbiolo-
gie et que l'on pourrait avoir
Uidentification, le profil de
résistance, et méme prédire
le dosage d’antibiotiques qui
est nécessaire d'étre adminis-
tré au patient. Ily a néanmoins
encore énormément de che-
min pour le démontrer.

5. Séquencage : détermination de
lordre des nucléotides présents
dans ADN.

Les nouveaux
systémes
de diagnostic en
développement

3.1. Lévaluation du statut
immunitaire des patients

Reprenons l'exemple initial du
patient sur lequel a été iden-
tifiée, au niveau pulmonaire,
une bactérie appelée Klebsiella
Pneumoniae (Figure 11), qui
n'est pas particulierement
résistante, ce qui a permis
au clinicien d'adapter l'anti-
biothérapie et d’utiliser un
antibiotique classique, moins
toxique, 'Augmentin®. Puisque
le patient a été pris en charge
correctement et rapidement,
dans un service clinique spé-
cialisé, on pouvait penser que
les choses allaient bien se
dérouler.

Pour autant, le patient n’a pas
évolué de cette facon puisque
trois semaines aprés son
arrivée en réanimation, il a
également fait une infection
urinaire. Six semaines aprés
son arrivée en réanimation, il
fait une nouvelle infection pul-
monaire : il a une bactériémie®
avec une hémoculture positive.

Au total, il est resté 42 jours en
réanimation. Quand il pouvait
finalement quitter la réanima-
tion, il était incapable de se
lever, parce qu’il était resté
alité pendant trés longtemps,
ce qui avait entrainé une fonte
musculaire majeure. Il a donc
été envoyé dans un service de
convalescence pendant plus de
80 jours. Au final, il présentait
des troubles cognitifs et une
fatigue chroniques. Un an plus

6. Bactériémie : présence de bac-
téries dans le sang.
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Maxime est devenu profondément
immunodéprimé

Pas de signe clinique spécifique
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Maxime n’est pas
capable de se lever
du fait de la fonte

r= [

Maxime ne peut pas

reprendre le travail,

il souffre de fatigue
chronique et de
troubles cognitifs

musculaire

tard, il n'a ainsi toujours pas
repris le travail.

Au total, il aura été traité
35 jours par des antibiotiques,
et le colt direct de son hospi-
talisation aura été de plus de
275000 euros, le colt d’un jour
de réanimation, d’hospitalisa-
tion et de réanimation étant
extrémement élevé.

Comment cela peut-il arriver
alors que la prise en charge
précoce du patient a été opti-
male ? Tout simplement parce
qu’on ne s’est en fait intéressé
qu’a une facette du probléeme,
l'infection, qui n’est que le
déclencheur du syndrome
septique, alors que le patient
est finalement entré dans une
phase de défaillance immuni-
taire profonde et persistante
qui explique la récurrence de
ses infections pendant son
séjour en réanimation, mal-
gré le fait que les antibiotiques
étaient efficaces des le départ.

Aujourd’hui on ne dispose
strictement d'aucun outil
pour caractériser le statut

immunitaire des patients de
maniere reproductible et stan-
dardisée, permettant d’avoir
une information assez globale
de l'état de bonne santé ou
de mauvaise santé immuni-
taire, information pouvant étre
transmise au clinicien et au
réanimateur pour adapter la
prise en charge du patient.

Deux nouvelles technolo-
gies arrivent, qui semblent
avoir une chance de pouvoir
résoudre ce probleme.

3.2. Le test fonctionnel
immunitaire (IFA)

La premiere technologie, qui
est considérée comme étant
le test de référence pour les
immunologistes, consiste a
mesurer si le systeme immuni-
taire du patient est fonctionnel
ou pas. Des cellules prélevées
sur le patient sont stimulées
ex vivo avec un agent stimulant
assez général et global. Ces
cellules sont incubées pen-
dant quelques heures a 37 °C,

Evolution de ['état de santé
du patient Maxime.
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La stimulation ex vivo des cellules
pour tester le systéeme immunitaire
n'est pas utilisée en clinique

de routine.

La microfluidique permet
d’encapsuler les cellules du
patient dans des gouttes, a
Uintérieur desquelles leur réponse
a une stimulation peut étre
mesurée plus rapidement.

N

Lsérum

—
cellules
‘_4 sanguines

Y Ny

et leur capacité de réponse
est mesurée, notamment
en dosant une cytokine’ qui
est produite par les cellules
circulantes comme les lym-
phocytes® et les monocytes’ ;
cette mesure permet de voir
si le systeme immunitaire est
fonctionnel (Figure 12).

Le probleme est que ces outils
ne sont pas du tout reproduc-
tibles, pas du tout pratiques a
utiliser au laboratoire, donc
encore assez peu utilisés en
clinique de routine.

Des efforts d’automatisation
sont en cours de développe-
ment notamment basée sur
la microfluidique en gouttes
développée avec les labora-
toires de recherche de UEcole
supérieure de physique et de
chimie industrielles de la ville
de Paris (ESPCI). Elle consiste

7. Cytokine : substance fabriquée

par le systeme immunitaire qui
permet de réguler la production
de différentes cellules.

8. Lymphocyte : cellule présente

dans le sang ayant pour but de
défendre le systeme immunitaire.
9. Monocyte : type de lymphocyte.

a encapsuler les cellules
du patient dans des gouttes
(Figure 13). Dans la matrice de
la goutte, a été mis un stimu-
lant permettant de stimuler la
cellule a l'intérieur, donc dans
un milieu de réaction extré-
mement confiné. Cela permet
de mesurer la réaction cellu-
laire trés rapidement apres la
simulation. A ce stade, cette
technologie est encore assez
futuriste, mais prometteuse.

3.3. Biomarqueurs
transcriptomiques

Le deuxieme test en cours
de développement est basé
sur la transcriptomique
(Figure 14), qui est 'étude des
ARN messagers. Ces molé-
cules remplissent dans les
cellules vivantes une fonction
de support intermédiaire de
Uinformation contenue dans
UADN (genes). Elles sont for-
mées par la transcription de
genes de 'ADN dont elles sont
une copie. Leur rdle est de
transporter cette information
recueillie dans le noyau de la




Sonde Geneship® Fonction de sonde hybride

Cible C’ADN simple brin, _—

marqué par fluorescence

Sonde oligonucléotidique ‘:/-
Chague sonde contient
des millions de

copies de sondes oligonu-
cleotidiques spécifiques

Plus de 200 000 sondes

différentes complémen-
taires aux informations
génétiques dintérét

Non applicable a la

clinique de routine
aujourd’hui

plcation =

fragmentation

mRNA il

== Bibliothéque de séquences
RT‘\ — e
fragmentation

e T
e
s

Courtes séquences lues ==

Non applicable a la

clinique de routine
aujourd’hui

La transcriptomique permet, grace a 'analyse des ARN messagers, d'identifier des biomarqueurs caractérisant
le systéme immunitaire du patient.

cellule vers le cytoplasme ou  étre utilisés en routine, et en
elle sera traduite en protéine.  l'occurrence dans le domaine
Les puces a ADN, et plus de la réanimation. Ces outils
récemment le séquencage Nous ont néanmoins permis
ARN, permettent la quantifica- ~ d'identifier des marqueurs
tion systématique de ces ARN  intéressants que l'on peut
messagers et donc d’avoirune  maintenant quantifier de
indication relative du taux de maniere totalement automa-
transcription de différents tisée grace a la technologie
génes dans des conditions FilmArray® décrite plus haut
données. Ces technologies [Figure 15), et ce, avec un délai
sont toutefois réservées a la de rendu de résultats tout a
recherche et ne peuvent pas fait adapté a la clinique et un
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Identification d’ARN messagers
(en rouge), marqueurs de ['état
immunitaire du patient.
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acces 7 jours sur 7, 24 heures
sur 24.

L utilisation de ce test fonc-
tionnel immunitaire et de ces
biomarqueurs aurait permis
au clinicien de caractériser
'état immunitaire du patient
que nous avons pris comme
exemple. Il aurait méme été
intéressant d’avoir un niveau
basal du statut immunitaire du
patientavant la chirurgie et de
mesurer ensuite en réponse
["évolution de son statut immu-
nitaire (Figure 16).

Sidans un cas, le patient mon-
trait une récupération progres-
sive de son statut immunitaire
vers l'homéostasie, le clini-
cien aurait pu continuer a le
prendre en charge normale-
ment, voire méme anticiper,
peut-étre, sa sortie de réani-
mation. En U'occurrence, dans
Uexemple traité, le patient a
sans doute eu une persistance
de la défaillance immunitaire,
qui explique ses infections

récurrentes. Le clinicien, s'il
avait eu connaissance de cette
défaillance, aurait pu optimi-
ser sa prise en charge et dimi-
nuer le risque infectieux.

On peut également envisager,
dans un futur probablement
proche, d'utiliser des immu-
nothérapies qui permettraient
de restaurer le statut immuni-
taire du patient, 'aideraient a
récupérer, et donc a prévenir
les infections secondaires.

Ce qui est trés intéressant,
c’est que les thérapeutiques
qui ont été énormément déve-
loppés dans le domaine de
U'oncologie (voir le Chapitre de
J.-P. Armand dans Chimie et
nouvelles thérapies) ont éga-
lement un potentiel pour ce
genre d'application, en parti-
culier les thérapeutiques qui
permettent de réveiller le sys-
téeme immunitaire et donc de
pouvoir laider lui-méme a se
protéger contre les complica-
tions infectieuses.

Chirurgie

Syndrome
fébrile

mm Ventilation mécanique
mm Vasopresseur

ATB adaptée
amoxicilline acide
clavulanique

K _be
-
Pneumonie

Choc septique

Statut immunitaire

en phase de
normalisation

Prise en charge
standard

réanimation

Sortie précose de ]

=risque faible

IPP/IFA

=] Ly //

Statut immunitaire

g, [

défaillant
=risque élevé

Prise en charge
optimisée

W [Immunothérapie ?J

Prise en charge du patient si les deux techniques, test fonctionnel immunitaire (IFA) et identification des biomarqueurs
du systeme immunitaire, sont disponibles.



Lavenir de la médecine personnalisée
dans les maladies infectieuses

Il est clair que dans le domaine des maladies
infectieuses, la médecine personnalisée est
nettement moins avancée que dans le domaine
de loncologie avec, sans doute une dizaine ou
une quinzaine d’années de retard, méme si un
antibiogramme permet une thérapeutique plus
personnalisée.

Il est clair que les choses vont évoluer et que
la biologie moléculaire va jouer un role sans
doute essentiel dans cette évolution, a la fois
sur le volet pathogene, mais également sur le
volet de la réponse de 'hote.

Comme dans beaucoup de domaines, on va
évoluer vers des technologies d'analyse beau-
coup plus complexes permettant de caractéri-
ser le systeme immunitaire des patients.

Nous avons vu que de nouveaux outils vont
étre mis sur le marché, mais la R&D s'inté-
resse aussi a beaucoup d’autres répertoires :
la métabolomique'®, la génomique'’, etc., qui
vont générer une énorme quantité de données
tres difficiles a interpréter pour le clinicien.
Donc lavenir repose aussi sur la création des
outils qui permettront d’intégrer ces informa-
tions et les rendre facilement utilisables par le
clinicien.

10. Métabolomique : étude des différents métabolites, qui sont créés
lors d'un métabolisme comme les acides gras dans le corps humain.
11. Génomique : étude des génomes, ensembles de génes dont on étudie
le fonctionnement a U'échelle génomique.
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Chimie fine
« pharmacie

Gérard Guillamot est directeur scientifique dans I'entreprise

pharmaceutique Segens’.

Afin d'illustrer la contribution
des sociétés de chimie fine au
développement des molécules
actives et de montrer comment
elles participent a la chaine
de valeurs du médicament
aujourd’hui, remettons tout
d’abord le marché pharmaceu-
tique dans son contexte, avant
d’'expliciter quatre expertises
typiques du travail des sociétés
de chimie fine.

1 Contexte général

1.1. Contexte économique

Le marché pharmaceutique
mondial est un marché de
1 000 milliards d’euros en
2018. Les principes actifs
représentent environ 7 % de
cette somme, soit 82 milliards,
dont 75 sur les petites molé-
cules inférieures a 1 000 dal-
tons? avec une croissance

1. www.seqens.com/fr/

2. Dalton : unité de masse ato-
mique utilisée en biologie, corres-
pondant environ a 1 g/mol.

annuelle de 6 3 7 %. Les enti-
tés biologiques représentent
aujourd’hui 7 milliards d’eu-
ros avec une croissance plus
importante.

Les sociétés communément
appelées CRO® (« Contract
Research Organization »)
s'occupent des « phases
amont » de la caractérisation
(évaluation, toxicologie) et
représentent 50 % des capa-
cités nécessaires et qui sont
sous-traitées par les sociétés
pharmaceutiques. Les CDMO*
(« Chemical Development
Manufacturing Organization »)
comme Segens, plutdt pré-
sentes sur les phases aval,
ne représentent que 25 % des
capacités sous-traitées par
ces mémes sociétés.

3. CRO : « Contract Research
Organization », soit société de
recherche contractuelle, entre-
prise qui fournit ses services
dans le domaine de la recherche
biomédicale.

4.CDMO : entreprise sous-traitante
ou d’externalisation dans la fabrica-
tion de produits pharmaceutiques.
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Contexte économique des
entreprises de chimie fine sur le
développement et la production de
matiéres premiéres spécifiques,
d’intermédiaires avancés et

de principes actifs : A petites
molécules ; B] entités biologiques.

Evolution de l'enregistrement
des molécules de synthése dans
la Base de données du Chemical
Abstract (C.A.S.-R.N.].

« petites molécules »
(Poids moléculaires
< 1000 daltons)

Marché mondial
évalué a 75 milliards
d’euros

Croissance estimée a
6-7 % annuellement

Un rappel pour bien se repré-
senter la taille relative des
entités moléculaires théra-
peutiques : les « petites molé-
cules thérapeutiques » sont
inférieures a 1 000 daltons,
les polypeptides inférieurs a
5 000, les fragments d’anti-
corps a 25 000, les protéines
enzymatiques de 50 000 a
100 000 daltons et les anti-
corps monoclonaux® sont
supérieurs a 100 000 daltons.
Seqens est actif sur la par-
tie verte de la Figure 1 : les
petites molécules thérapeu-
tiques et les protéines enzy-
matiques.

5. Anticorps monoclonal (ou
MAB, « monoclonal antibody » en
anglais) : anticorps reconnaissant
le méme antigéne créé par une
méme lignée de lymphocytes B.

Marché mondial
évalué a 7 milliards

d’euros

Croissance estimée a
10 % annuellement

1.2. Contexte scientifique

Début 2019, date historique,
la 150 000 000® structure a été
enregistrée par le Chemical
Abstract de U"American
Chemical Society (Figure 2],
Uinstitution qui donne un
numéro a chaque molécule
nouvelle identifiée (base de
données C.A.S-R.N.). De 19623
2005, 25 millions de molécules
ont ainsi été enregistrées. De
200532015, 75 millions ont été
rajoutées, ce qui est considé-
rable. Et de 2015 a 2019, ily a
encore eu 50 millions de molé-
cules de plus d’inventoriées,
et cette tendance va encore
s'accroitre.

La Figure 3 donne une molé-
cule dont Segens est le pre-
mier producteur mondial, la
molécule d'aspirine, qui a été
la premiere molécule active
découverte et isolée ; plus

Enregistrement des nouvelles entités au C.A.S.-Registry Number

160
140 = 54 années
120
100
80
60
40
20 .
0

Nbre E.C.-2005

= 50 années

= 40 années

Nbre E.C.-2015 Nbre E.C.-2019




Molécule d’aspirine (acide acétylsalicylique].

précisément découverte en
1829, synthétisée en 1853 et
obtenue industriellement en
1897. Il a donc fallu quarante
ans pour qu’'elle soit indus-
trialisée. La consommation
francaise, aujourd’hui, est de
1500 tonnes par an.

Sur la Figure 4 est repré-
sentée la molécule d'insu-
line®. Elle est constituée d'un

6. Insuline : hormone protéique
créée dans le pancréas qui favo-
rise labsorption du sucre (glucose)
dans le sang.

Représentation spatiale de linsuline humaine.
Source : Wikipédia, licence cc-by-2.5, Isaac Yonemoto.

enchainement d'aminoa-
cides, deux chaines polypep-
tidiques liées par des liaisons
(des ponts disulfure’). Cette
molécule est trente fois plus
grosse que l'aspirine. Ici, il
s'agitde l'insuline humaine ; il
existe de nombreuses autres
insulines qui sont toutes dis-
tinguées dans les bases de
données par un identifiant
propre.

7. Pont disulfure : liaison entre

deux atomes de soufre (-S-S-).
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Représentation spatiale
d’un anticorps monoclonal
(« KEYTRUDA », 149 000 Da).

La Figure 5 donne un exemple
d'anticorps monoclonal qui
comprend plusieurs chaines
protéiniques. C'est encore
trente fois plus gros que lin-
suline donc neuf cents fois
plus gros que l'aspirine. On
peut concevoir qu’une telle
molécule puisse traverser
les membranes cellulaires et
pénétrer dans les cellules.

Comparaison
des exemples actuels
et passés

La société Seqens (Encart :
« Segens, en quelques
chiffres ») a acquis au fil des
ans quatre expertises typiques
de son métier : la chimie enzy-
matique, la chimie en flux,
l'étude des formes solides et le
développement de méthodes
analytiques.

2.1. La chimie enzymatique

La chimie enzymatique a
considérablement évolué en
cinquante ans. En 1987 a titre
d'exemple, la résolution de
U'hydroxymeéthylbenzodioxane

avait été réalisée au labora-

toire, et cette molécule ser-
vait a cibler les récepteurs
de la sérotonine® (Figure 7).
A Uépoque, on accédait uni-
quement a des enzymes com-
mercialement disponibles.
Ces enzymes étaient essen-
tiellement efficaces dans des
milieux aqueux et avec une
limitation de température a
40 °C.

Cela nous a amenés par la
suite, dans les années 2000-
2005, a acquérir une société
de biotechnologies francaise,
Proteus, basée a Nimes,
spécialisée dans les micro-
organismes extrémophiles et
disposant d’une large gamme
de protéines catalytiques. Cela
nous donnait également acces
aux techniques de criblage a
haut débit’ pour obtenir les
meilleurs clones pos-
sibles (Figure 8). De plus,
la possibilité d'utiliser des

8. Sérotonine : neurotransmetteur
dans le systéme nerveux central.
9. Criblage a haut débit : technique
combinatoire, souvent automa-
tisée, visant réaliser la synthése
de grandes quantités de molécules
en méme temps.



SEQENS, EN QUELQUES CHIFFRES

Seqens (Figure 6) est une CDMO, 3 200 collaborateurs, 1 milliard de chiffre d’affaires,
1 000 clients sur trois continents (en Asie, en Europe et au Canada) et 300 scientifiques.

<
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Sites de production

Segens dans le monde.

Al € oo
‘ Chiffre d’affaires 2018
Collaborateurs Canada Finlande i Clients

M

Centres R&D
Scientifiques
et experts

Thailande

1987
Enzymes commerciales

™ Résolution d’un centre stéréogene
unique par une lipase

® Développement d’une méthodologie
simple en milieu solvant pour
résoudre un centre stéréogéne

Rendement cible de 50 %

L)

[3663-82-9]

= Enzymes commerciales disponibles
uniquement

= Réactions essentiellement en miliew ™
aqueux et début des premiers essais

Criblage a

= Limitation a des températures < 40 °C

meilleurs clones

en milieu solvant = Utilisation d’extrémophiles pour
atteindre des températures > 100 °C

= Nécessité de compétences diverses

Enzymes sur mesure ou cellules

entiéres (Proteus by SEQENS)

w Dé-racémisation d’un produit « pro-
@5 chiral »

= Développement d’'une méthodologie
E@ élaborée combinant capacités de

fermentation, isolation des cellules
entiéres-stockage-utilisation-élimination

12
3\ Rendement cible de 100 %
CO,H
— a_
Q{m,u
[353712-74-0]

Compétences xx° siécle Compétences xxi° siécle Implantations

= |arge gamme de protéines
catalytiques disponibles

= Implantation mondiale en Europe, aux
Etats-Unis et en Asie

= Installations flexibles pour la
fabrication de molécules complexes

m Outils de production compétitifs pour
les principes actifs, intermédiaires
etagrande echelle

a haut débit pour cibler les

Histoire de la chimie enzymatique dans le secteur de la pharmacologique et évolution des rendements de production.
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Le criblage a haut débit permet
de tester une large gamme de
variants permettant de cibler le
plus actif.

Source : Proteus, NTmes.

micro-organismes extrémo-
philes donnait acces a des sys-
temes enzymatiques opérant a
des températures supérieures
a 100 °C, ce qui nous a per-
mis de cibler le précurseur du
bacloféne'® avec un rendement
de 100 % grace a la présence
d’un carbone prochiral'' dans
la structure d’'un précurseur
de cette molécule.

La Figure 8 montre, a titre
d'exemple, des plaques a
96 puits qui permettent de
faire du criblage avec diffé-
rentes protéines et de localiser
les clones les plus actifs, mis
en évidence par une réaction
colorimétrique.

2.2. La chimie en flux
(fluidique)

Une deuxiéme expertise qui
se développe aujourd’hui est
la chimie en flux'? (Figure 9).
Notre premiére expérience
date de 1988, ou il s'agis-
sait de travailler sur un

10. Bacloféene : molécule ayant un
effet myorelaxant c’est-a-dire un
effet de relaxation musculaire.
11. Carbone prochiral : carbone
achiral pouvant étre converti en
carbone chiral en une seule étape
de reaction chimique.

12. Chimie en flux : utilisation
d'installations permettant de réa-
liser des réactions chimiques en
continu sans utiliser des réacteurs
fermés.

réarrangement de type Claisen
[3,3]1"%, une réaction qui déga-
geait tant de chaleur qu’on était
incapable de la mener au-dela
de 50 ou 100 grammes faute
de savoir évacuer les calories
produites. Le probléme avait
été résolu, a l'époque, en réa-
lisant un montage artisanal et
en réalisant la mise au point
par une approche méthodolo-
gique de type « essai-erreur ».

Début 2019, un appareil com-
mercial a été acheté pour faire
ce qu'on appelle de la « flow »
(la fluidique), « flow chemical »
ou « flow synthesis », une tech-
nique qui nous permet de réa-
liser des réactions qui avaient
été jusque-la sous-traitées en
Asie sur les vingt a trente der-
niéres années. Ces réactions,
notamment de dimérisation',
de nitration’, de réduction,
aujourd’hui, peuvent désor-
mais étre reprises dans nos
usines francaises. Les tech-
niques de « flow » permettent
d'atteindre des pressions et

13. Réarrangement de Claisen :
réaction chimique faisant interve-
nir des alcénes et conduisant a la
formation d’une liaison carbone-
carbone.

14. Dimérisation : production d'un
polymeére (ici avec deux motifs
répétitifs] a partir de deux mono-
meéres (motifs) différents.

15. Nitration : réaction permet-
tant d'introduire un ou plusieurs
groupements nitro (-NO2) dans
une molécule.



1988

Utilisation d’un réacteur en

continu de 50 mL

® Controle de U'exothermie d’un réar-
rangement Type Claisen (3,3) d’un
éther mixte allylique et vinylique

® Premiére approche de la chimie en flux
pour controler le dégagement de chaleur

o__F F o -
CL—C—1Cx
F F

[110482-96-7]

Synthesis, 1988, 6, 469-70
Kolb,M.; Gerhart, F.; Francois, J.P.; MDRI-Strasbourg

Utilisation d’un systéme polyvalent

de mise au au point de chimie en flux

= Utilisation de réactifs énergétiques
et/ou faible durée de vie dans des
conditions de sécurité optimum

@ Controle des réactions de nitration,
azidation, cyanuration...

R R~ Ry
D T o
Ry Ry B

artisanale

par essais-erreurs

™ Montages « réalisés » de maniére

= Réalisations et mises au point faites

® Appareillages commercieux
disponibles, optimisés et pilotés

= Capacité a travailler sous pression
(20 bars & 150 °C)

= Accélération des cinétiques de
réaction (x 1000)

= Réactions téléscopées sans
isolation des intermédiaires

Compétences xx° siécle Compétences xxi° siécle m

m Colits d'investissement et
d’exploitation moindre

m Accélération des développements

= Installations flexibles pour la
fabrication de molécules complexes

= Outils de producton compétitifs pour
les principes actifs (1-10T)

des températures importantes
(20 bars/150 °CJ, ce qui conduit
a des accélérations de ciné-
tiques d'un facteur 1 000.

La Figure T0A montre un mon-
tage tel qu'on en faisait en
1992. En l'occurrence, c’est un
montage pour faire de l'ozo-
nolyse'®. Pour comparaison,
le type d’appareil utilisé en
2019 qui est maintenant dis-
ponible commercialement et
qui est devenu commun dans
les sociétés de chimie fine :
Figure 10B. Pour illustrer le
progrés accompli : dans un
réacteur industriel, il n'est
pas rare de voir des temps de
10 heures de réaction, pen-
dant lesquelles le réactif réagit
avec un substrat. Grace aux
technologies de « flow », il est
possible de réaliser la méme
réaction en 36 secondes. Les

16. Réaction chimique faisant
intervenir de lozone (O,) et per-
mettant d’oxyder un alcéne et ainsi
produire deux fonctions carbonyle
(C=0).

conséquences sont fondamen-
tales et il en résulte des pos-
sibilités démultipliées pour la
chimie fine d’aujourd’hui.

2.3. L'étude des formes
solides

La plupart des médica-
ments ou des principes actifs

La chimie en flux a connu des
progreés considérables depuis une
trentaine d’années (comparaison
1988-2019).

Pour la chimie en flux, nous sommes passés d’'un montage dédié (A] & une
unité flexible multi-réactionnelle (B) [comparaison 1992-2019).

Source : B] www.vapourtec.com/
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Evolution des différents types
d’analyse des formes solides
(comparaison 1990-2019).

commercialisés sont des
formes solides (Figure 11).
Dans les années 1990, ces
formes solides étaient carac-
térisées par une approche
classique : mesure des points
de fusion, et présence de sol-
vates ou d’hydrates, la forme
cristalline était observée au
microscope optique. Mais en
1998, il y a eu un probleme
grave de polymorphisme'’
sur un médicament antisida,
le Ritonavir. La société pro-
ductrice a ainsi di retirer
l'ensemble de sa production
du marché car les profils de
dissolution n’étaient plus les
mémes et 'efficacité du médi-
cament n’était plus la méme
dans les conditions habituelles
d’administration.

Maintenant, en 2019, les
caractérisations des formes

17. Polymorphisme capacité
d’un composé a changer de forme
spontanément en fonction des
conditions du milieu dans lequel
il est présent.

solides sont considérablement
plus approfondies. On regarde
la taille des cristaux, le poly-
morphisme, la filtrabilité, la
microscopie électronique a
balayage'®, la diffraction X"
sur les poudres et les ana-
lyses thermogravimétriques®
sont devenus des méthodes
de routine.

Sur la Figure 12, par exemple,
sont représentées des photos
de cristaux obtenus au labo-
ratoire dans le cadre d'un
controle de cristallisation

18. Microscopie électronique a
balayage : technique de microsco-
pie ayant une résolution comprise
entre 0,4 et 20 nanomeétres.

19. Diffraction des rayons X : tech-
nique d'analyse de solides repo-
sant sur la diffusion élastique de
rayons X par un solide donnant
lieu a des interférences d'autant
plus marquées que la matiére est
ordonnée [cristallin).

20. Thermogravimétrie tech-
niques d'analyse étudiant la varia-
tion de masse d'un échantillon par
rapport au temps, a une tempéra-
ture donnée.

® Point de fusion

¥ Solvates/hydrates

Approche « macroscopique »

et générale

Approche « microscopique »

® Filtrabilité/coulabilité/taille des

At cristaux/étude du polymorphisme

) ® Microscope électronique a balayage
(électronique : x 10000)

et détaillée

® Microscopie (optique : x 4 a x 40) E
® Polymorphisme sur le Ritonavir Lo

(1998)

® Diffraction X sur poudres (X.R.P.D.)

w Calorimeétre a balayage différencié
(D.S.C.)

= Analyse thermogravimétrique (T.G.A.)

= Sortion de vapeur en mode dynamique
(D.V.S.)

Compétences xx° siecle Compétences xxi° siécle Implantations

m Cristallisation standard, voire
précipitation du produit solide

= Controle de la répartition de la taille
des cristaux (P.S.D. distribution)

® Controle de la cristallisation

= Contrdle systématique des formes
polymorphiques

= Contrdle de la filtrabitilité

= Implantation mondiale en Europe,
aux Etats-Unis et en Asie

= Installations flexibles pour la
fabrication de molécules complexes

® > Capacité 3 obtenir la plupart des = Outils de production compétitifs pour

molécules complexes

les principes actifs, intermédiaires
et a grande échelle
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pratiqué aujourd’hui. D'un c6té,  2.4. Développement Figure 12
on observe un maclage?, de et validation de méthodes -

l'autre, c’est beaucoup plus analytiques
erratique ; la présence d’un
mélange de formes cristallines
peut ainsi étre mise en évidence.

Des cristaux contrélés en
laboratoire.

Les méthodes analytiques, a
la fois basées sur des appa-
reillages et des méthodolo-
gies d'utilisation (Figure 13),
21. Maclage : association orien- sont devenues des facteurs
tée de deux ou plusieurs cristaux ~ de sélection extrémement
identiques. importants dans le choix des

Approche traditionnelle

2019 Approche actuelle

et générale

= Suivi de réaction, qualité du P.F.

= Développements analytiques de
méthodes spécifiques réalisées par plan
d’expériences : spécificité, répétabilité,
exactitude, robustesse...

= Définition des spécifications par
extrapolation des essais Labo

= Méthode analytique pour le suivi des
impuretés (syntéses & dégradation)

® C.C.M./CLHP-UV/CPG-FID

¥ Peu de contraintes réglementaires,
« fenétre BPF restreinte »

= 5-10 scientifiques

® Suivi des reports d'impuretés au travers
des différentes étapes et transformations

® Criblage d’une variété importante de
colonnes idoines pour le développement
d'une méthode analytique

= Beaucoup de contraintes réglementaires
(intégrité des données, harmonisation
des méthodes) « fenétre BPF élergie »

™ 50-60 scientifiques

Compétences xx° siécle Compétences xxi° siécle Implantations

= Spectrométrie de masse ™ Spectrométrie de masse - Impl,antation'mondiale en Europe,
= R.M.N. 100 MHz ® R.M.N. 400 MHz-600 MHz aux Etat.s-Unls et' en Asie
= Chromatographie gazeuse ® Chromatographie liquide sous trés ~ ®  Installations flexibles pour la
ie liqui haute pression fabrication de molécules complexes
™ Chromatographie liquide sous P! . R s
haute pression ® Chromatographie ionique m Outils de production compétitifs pour

les principes actifs, intermédiaires

= Chromatographie gazeuse eta grande échelle

Evolution des techniques d’analyse dans ['élaboration de procédés industriels [comparaison 1990-2019).
CCM : chromatographie sur couche mince ; CLHP-UV : chromatographie liquide haute pression ultra-violet ;
CG-FID : chromatographie gazeuse a ionisation de flamme.
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sociétés de sous-traitance. En
1990, des suivis de réactions
étaient effectués, la qualité
du produit fini était bien-sdr
controlée. Des méthodes
analytiques étaient établies
pour le suivi des impuretés
de synthése ou de dégrada-
tion, mais avec des contraintes
reglementaires nettement
plus légeres que celles appli-
quées aujourd’hui. Pour un
groupe de vingt scientifiques

au laboratoire de synthese,
entre cing et dix scientifiques
se trouvaient en développe-
ment analytique. En 2019, il y
a plus de scientifiques en déve-
loppement analytique qu'en
laboratoire de synthése parce
que les contraintes qualité et
réglementaires sont deve-
nues beaucoup plus impor-
tantes : le nombre d'étapes
de syntheses augmente, les
séquences deviennent de plus

LES PROGRES DE LA QUALITE GRACE A LA TECHNOLOGIE

Pour récapituler l'évolution de ces trente derniéeres années dans la chimie pharmaceutique, on
peut souligner qu’elle a permis une offre beaucoup plus importante de structures chimiques
beaucoup plus complexes (Figure 14). C'est le résultat de 'évolution des méthodes de synthése
en chimie, accompagnées par des méthodes analytiques rapides et pertinentes et appuyées
par la maitrise de cristallisations tres élaborées.

L'implication pour des sociétés comme Seqgens consiste a maitriser un panel élargi de tech-
nologies, comme le criblage a haut débit, mais aussi la maitrise précise des conditions de
réactions rendue accessible par des analyses en continu extrémement rapides.

Il est clair que toutes ces évolutions technologiques ont permis l'émergence de nouvelles
expertises qui contribuent a un meilleur controle des productions et a une plus grande variété
dans Uoffre de structures chimiques disponibles.

Pharmaceutiques Offre importante de structures, C.D.M.0.
beaucoup plus complexes E

= Autorisée par l'évolution des
méthodes de synthése en chimie {Z»;

Nécessité d’'une approche

optimisée piur obtenir les produits
cibles

® Nécessité d’avoir un panel élargi de
technologies disponibles

= Accompagnée par des méthodes
analytiques rapides et pertinentes E
(suivi des impuretés/contrdle des DL
intermédiaires et ensuite du P.F.)

» Criblage a haut débit des parameétres
«critiques » de réaction (cf enzymes)

® Importance de l'application et du

, ) Ho suivi d’un cadre réglementaire strict
= Appuyée par des études de &
cristallisation tres élaborées pour ® Approche systématique de la qualité
rechercher « polymorphisme » par la conception avec généralisation
et cristallinité...

des plans d’expériences

" . Compétences

= Spectrométrie de masse en = Appareil de chimie en flux = Implantation mondiale en Europe,
routine = Outils de criblage haut débit aux Etats-Unis et en Asie
= RM.N. 400 MHz = Nouvelles méthodologies de requises

= Analyse aux rayons X
= Chromatographie liquide sous réactions télescopées

trés haute pression . = Développement analytique
= Etudes approfondies des solides = Expertises multiples disponibles

® Installations flexibles pour la
fabrication de molécules complexes

® Outils de production compétitifs
pour les principes actifs,
intermédiaires et a grande échelle

synthése : multi-catalyse &

Lien entre lindustrie pharmaceutique et les évolutions de protocoles de développement dans les COMO.




en plus compliquées, etily a
nécessité de suivi des impure-
tés au travers des différentes
étapes, un criblage préalable
pour le choix des colonnes
dans le développement de
méthodes analytiques, des
plans d'expériences pour obte-
nir les meilleures conditions
expérimentales... Cela a été un
bouleversement et cette évolu-
tion reste un point d’inflexion
sur nos métiers.

La nouvelle industrie
pharmaceutique

Ni sur le plan de l'approche
technique de la synthése
chimique, ni sur les perfor-
mances de niveau de qualité si
essentielles a l'industrie phar-
maceutique, les entreprises du
xx° siecle n'approchaient celles
d’aujourd’hui.

On en trouve des exemples
dans les progres relatifs a la
qualité et aux facons dont l'in-
dustrie d’aujourd’hui approche
la question par des nouveaux
protocoles, par exemple la
gestion « totale » de la qualité

« de la conception au produit
fini » (Encart : « Les progrés
de la qualité grace a la tech-
nologie »).

On en voit aussi lillustration
dans l'élargissement stupé-
fiant des performances de
cette industrie en termes
de complexité des struc-
tures moléculaires qu’elle
sait aujourd’hui synthétiser
et caractériser. Tout cela est
la conséquence des formi-
dables progres scientifiques
et techniques des cinquante
derniéres années.

Le Voxilaprevir (Figure 15) fait
partie du panel de molécules
qui ont permis de pratique-
ment éradiquer 'hépatite C. Il
est présenté ici pour illustrer
la complexité des molécules
que l'industrie est aujourd’hui
capable de produire : 8 centres
stéréogénes?, une masse
molaire de 868 daltons et
une synthese qui nécessite
40 étapes !

22. Centre stéréogéne : centre asy-
métrique (par exemple un carbone
dans une structure tégragonale).

Les défis a portée de main pour

le xxi© siecle

Qu’est ce qui nous permet de contribuer avec
tant d'efficacité a lélaboration des entités
chimiques et thérapeutiques du xxi®siecle 7 C'est
la capacité a prendre en compte la complexité
croissante de ces molécules parce que nous
maftrisons un éventail d'outils analytiques tres
performants, et le fait de disposer de lexper-
tise scientifique nécessaire pour en extraire le
potentiel, pour ensuite adapter les protocoles

Le Voxilaprevir.
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expérimentaux et appliquer les méthodologies
idoines.

Cela nous permet de mettre en place des
méthodologies de développement perti-
nentes : criblages a haut débit, optimisation
des séquences, approches systématiques de la
qualité par la conception.

Par ailleurs, nous sommes capables d optimi-
ser une transposition industrielle a partir des
études au laboratoire, que ce soit en rationali-
sant le choix des séquences réactionnelles, ou
celui des techniques de mise en ceuvre (utili-
sation de la fluidique ? Sélection de réacteurs
spécifiques ou réacteurs classiques a double
enveloppe par exemple ?).

Les succes spectaculaires déja obtenus vont se
généraliser. A Uhorizon, se trouve une chimie
capable de relever les défis, de traiter les
problemes, qu’ils soient techniques, écono-
miques ou environnementaux, et surtout d’of-
frira Ulhomme des solutions préservant l'avenir.



rédition du
génome.
une Tévolution
en Mmarche

Philippe Duchateau est directeur Scientifique du groupe

Cellectis’.

Histoire et origine de

U'édition génomique
L"édition génomique est une
révolution en marche. Elle
permet de changer un géne
de facon sélective a un endroit
voulu. Si cette technologie peut
faire peur, elle entrera dans
tous les cas de plus en plus
dans les laboratoires de bio-
logie.
Telle la voiture Ford T, symbole
de la révolution industrielle
(Figure 1), I'édition du génome
en est une aussi importante.
Toutacommencé ily a dix-huit
mille ans quand les hommes

1. www.cellectis.com

ont commencé a se sédenta-
riser. Ils ont d{ alors domes-
tiquer U'environnement - les
animaux, les plantes - et ont
créé lagriculture (Figure 2).
Avec lagriculture, nous avons
commencé a améliorer les
plantes en les hybridant, en
les croisant, en les sélection-
nant... Nous faisions ainsi de la
modification du génome sans
le savoir.

IL'y a neuf mille ans, l'épi de
mais d’origine n’était pas aussi
grand qu'un petit doigt ; on
arrive aujourd’hui a des épis
de trente centimetres. C'est
aussi le cas pour les bovins,
on arrive aujourd’hui, juste par
sélections et croisements, a
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Des revues prestigieuses comme Science, « 2015-Breakthrough of the year », ou le National Geographic, « The
DNA Revolution », mentionnent sur leurs couvertures une révolution dans la génomique qui serait comparable
a la révolution industrielle du xix° siécle.

B NATIO AL
GEOGRA ¢

5

OLTIO
1 %-

Les processus de sédentarisation
des hommes sont aussi synonymes
des débuts de l'intérét des
hommes pour l'agriculture.

des vaches qui peuvent pro-
duire jusqu’'a soixante litres
de lait par jour. Toute cette
évolution de l'agriculture rele-
vait déja de la modification du
génome.

Ce n’est qu’'en 1953 que la
structure de UADN a été élu-
cidée, avec sa célébre double

hélice et cette structure en
fermeture éclair appariant
différentes bases nucléiques,
A G, T,C-AavecTetG avec
C (Figure 3).

L'ADN se constitue en chro-
mosomes (vingt-deux chromo-
somes plus les chromosomes
sexuels chez 'hommel), qui



Liaison hydrogéne

sont contenus dans un noyau,
lui-méme contenu dans une
cellule. C'est l'assemblage
de cellules, environ 10" dans
notre organisme, qui nous
constitue (Figure 4).

Les génes portés par UADN
définissent tout étre vivant
(Figure 5) : de la bactérie,
du virus, a la forme de notre
oreille et a notre taille ; ils
peuvent aussi présenter un
défaut et étre responsables
de maladies génétiques.

Mise en pratique de
Uédition du génome

2.1. Principe

L'édition du génome consiste
a aller directement d'un
génome A a un génome modi-
fié. Alors qu'auparavant tout se
faisait par sélection, mutations

aléatoires et croisements,
aujourd’hui on a développé
des outils d'une précision
remarquable qui permettent
d'aller modifier finement
L'ADN, a la base prés. On ne
fait plus confiance au hasard,
on décide exactement de la
modification qu'on veut faire
dans le génome, avec une
meilleure sécurité du résul-
tat, car on sait exactement ce
qu’on fait, alors que la plupart
des plantes que nous avons
aujourd’hui dans nos champs
ont été générées aléatoire-
ment par des bombardements
de rayons ionisants, suite a
quoi on sélectionnait simple-
ment la plante aux propriétés
qui nous intéressaient.

Nous n'’en sommes plus
la aujourd’hui, mais nous
sommes entrés dans l'aire de
la précision chirurgicale. Cela

L’ADN, dont la structure a été
découvertes par James Watson et
Fredrick Crick, a une forme
hélicoidale et a pour caractéristique
l'emboitement des paires de bases,
Aavec T et G avec C. Un génome
correspond a 2x3 milliards de
paires de bases, soit 20 000 génes.

Chromosome
contenant les
genes

Humain Cellule Noyau

L’ADN dans l'organisme est
contenu dans des chromosomes
contenus dans des noyaux, qui
eux-mémes appartiennent aux
cellules de l'organisme humain.

La diversification du vivant s'illustre par la forme des oreilles, les différentes races de chiens, ainsi que par les
maladies génétiques comme le gigantisme et le gonflement de certaines parties du corps telles que le visage
(enfant bulge?].

2. Bulge en anglais signifie renflement, bombement : Uenfant est donc ici atteint d'une maladie qui fait

gonfler son épiderme.
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Coupure d’un brin hélicoidal d’ADN
pour y remplacer un géne.

L’ADN est constitué par deux brins
hélicoidaux emboités, sur lesquels
s'entortillent des nucléases qui
reconnaissent des séquences
d’ADN qu’ils vont couper.

s’obtient évidemment grace a
des outils : on veut aller adres-
ser le point ou l'on veut effec-
tuer une modification et couper
dans le génome a ce point
précis. Pour cela, on utilise
des enzymes, qu'on appelle
des nucléases® (Figure 6). La
Figure 7 représente la struc-
ture tridimensionnelle d'une
nucléase.

L'’ADN est constitué de
briques, les nucléotides A, T,

3. Nucléase : enzyme capable
de couper des liaisons d'acide
nucléique, par exemple qui relie
deux bases de 'ADN.

G et C. Une succession de six
briques (Figure 7A) correspond
34096 combinaisons possibles
(Figure 7B). Si on les compare
a un génome composé de trois
milliards de bases paires, les
chances d’avoir des coupures
dans le génome sont innom-
brables. Avec des enzymes qui
reconnaissent six nucléotides,
leur spécificité est faible, et ce
sont approximativement plus
d’un million de coupures dans
le génome qui vont intervenir.
Autant dire que la cellule est
morte.

Sil'on considére douze nucléo-
tides, on a seize millions de

Sélection

Génome

£
“$

:Coupure
de UADN

Génome
modifié

Paris France

ey

HGGTAA




ATTCRBATGTCTATG

combinaisons possibles
(Figure 8A). Il reste encore
environ quatre cents cou-
pures possibles aléatoires
dans le génome ; c’est encore
tres imprécis. Au laboratoire,
on utilise des nucléases qui
reconnaissent trente-deux
paires de bases ; donc cela
donne des combinaisons de
l'ordre de deux cent quatre-
vingt billions de possibilités
(Figure 8B).

Si on compare ce chiffre
au chiffre de trois milliards
de paires de bases dans
le génome, on voit que les
chances de trouver cette
séquence aléatoirement dans
le génome sont virtuellement
de zéro. Ce qui veut dire que
quand on crée une enzyme
pour cibler une séquence
précise dans le génome, la
probabilité pour qu’elle aille
couper ailleurs est pratique-
ment nulle. On arrive ainsi a
des outils assez spécifiques
pour qu'on se permette de

G

Paris France

2 = 3 mi

ATCATGGTAA

faire de l'édition de génome
dans des grands génomes tels
que le génome humain.

2.2. Les outils

Aujourd'hui quatre grands
outils sont a notre disposition
pour cibler des séquences lon-
gues sur un ADN. Dans les
années 1980, on a mis au point
des méganucléases (Figure 9A),
des enzymes quiviennent de la
levure et reconnaissaient entre
douze et quarante nucléotides,
ce qui est assez spécifique.
Malheureusement, l'ingénie-
rie des protéines nécessaire
pour créer les séquences
artificielles était difficile et
demandait plusieurs mois de
travail.

Ensuite sont arrivées les
protéines a doigts de zinc
(Figure 9B), un peu plus
simples, puisque c’était un
assemblage d’unités dont cha-
cune reconnait trois paires de
bases. On pouvait assembler

Plus les nucléases reconnaissent
des séquences d’ADN longues,
plus le ciblage sera sélectif.
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ces unités pour aller cibler
une séquence spécifique dans
['ADN. Malheureusement, les
spécificités de ces unités sont
interdépendantes, donc pas
compléetement prédictibles :
la spécificité globale de la
nucléase a doigts de zinc en
patit donc.

Dans les années 2010, sont
arrivées les TALEN (Figure 9C),
comme les protéines a doigts
de zinc, ce sont des enzymes
chimériques dans le sens ou
l'on associe une protéine qui
va se lier a UADN avec un site
catalytique* qui, lui, a la pro-
priété de couper U'ADN. Cette
protéine qui se fixe a 'ADN
est constituée d'une série de
répétitions absolument iden-
tiques, a U'exception de deux
acides aminés responsables
de linteraction avec un seul
nucléotide. On définit alors un
code ou l'un de ces domaines

De nombreuses expériences
utilisant différentes nucléases ont
été réalisées de 1985a 2012.

4. Site catalytique : site particulier
d'une enzyme ou ont lieu les dif-
férentes interactions.

(en jaune), va reconnaitre le
G, le bleu va reconnaitre le A,
le vert va reconnaitre le T. Il
suffit d'assembler ces petites
répétitions pour former une
protéine qui va reconnaitre la
séquence ADN choisie. Il est
relativement simple de créer
ce genre de protéines et en
une semaine on obtient une
nucléase qui va couper exac-
tement la séquence souhaitée.

Trés récemment est apparue la
technique CRISPR (Figure 9D)
(voir aussi Chimie et biologie
de syntheése, les applications,
EDP Sciences, 2019). Le prin-
cipe est le méme, la seule
différence est que la fixation
a UADN est commandée par
un brin d’ARN. C’est l'enzyme
Cas9, un complexe protéine-
ARN, qui va se fixer a 'ADN
génomique en fonction de la
séquence d'ARN, ce qui est
trés pratique et rapide. Tous
les laboratoires peuvent main-
tenant se dispenser de faire
de lingénierie de protéines :
on commande un brin d’ARN

Méganucléase (1985)

. Left ZFN
12-40 nt target site

010 0 1

1100 100 [ 1]

A B
Tale nucléase, TALEN (2010)
Left TALE,
16-17 nt target site 2
Right TALEN
16-17 nt target site
C D

Nucléase a doigs de zinc, ZF, (2003)

Spacer

9 nt target site 5-7 nt
e

Py
Right ZFN
9 nt target site

Nucléase, CRISR (2012)

Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats

PAM sequence

nt target site




choisi, on le recoit le lende-
main, et l'on peut réaliser les
expériences.

Tous ces outils, qui ne servent
qu’'a couper les brins d’ADN,
constituent en fait seulement
la toute premiére étape de
'édition de génome. Ensuite,
c’est la cellule qui fait le reste.

2.3. Méthode

L’édition de génome du géne A
peut étre effectuée de plu-
sieurs facons (Figure 10). On
fait d’abord agir une nucléase
pour couper le géne. La cellule
met ensuite en jeu son systeme
de réparation de son ADN pour
pouvoir survivre et continuer a
se multiplier. Eventuellement
cette opération peut reconsti-
tuer la cible de la nucléase et
celle-civa continuer a couper.
Une succession de coupures/
religation® s’installe.

Les procédés de réparation de
I'ADN ne sont pas infaillibles,

5. Ligation : signifie, en biochimie,
la fixation d'une enzyme coupée. Ici,
on va donc avoir une ligation apres
une coupure induite dans VADN.

ils vont faire des erreurs. Au
bout d'un certain temps on va
avoir une petite délétion d’ADN
ou une petite insertion d’ADN
(des erreurs dans sa séquence),
qui aboutissent a linactivation
de ce géne. C'est ce que sché-
matise la Figure 10 (3 droite)
avec l'image d'une ampoule :
'ampoule brille (jaune] et les
nucléases viennent l'éteindre
définitivement.

Maintenant, si en plus de la
nucléase on ameéne un mor-
ceau d’ADN complémentaire
a chaque coté de la coupure,
des mécanismes de répara-
tion de UADN vont faire que
la cellule va utiliser cet ADN
pour recopier et intégrer tout
ce qu’'il y a dans ce morceau
d’ADN complémentaire. C'est
grace a ce mécanisme qu'on
arrive maintenant a corriger
des mutations. Une maladie
génétique avec une mutation
peut étre corrigée avec ce
genre d’approche.

On peut méme aller beaucoup
plus loin, et faire en sorte que
cette portion d’ADN que l'on
amene avec la nucléase soit
un nouveau géne, ou méme

Une nucléase, en agissant sur

un géne, peut induire différents
types de réparation : si la
réparation est imparfaite (si elle
se fait par ligation), cela ménera
a linactivation du géne. Si la
réparation se fait par homologie,
le géne sera soit corrigé, soit
remplacé. L’édition de génome
est donc analogue a une ampoule
qui s'éteint [en haut, synonyme
de Uinactivation du géne] ou

qui change de couleur [en bas,
synonyme de la réparation ou de la
correction du géne].

Nucléase

Nucléase
Géne A

Imparfaite réparation

ligati
par ligation Gone A

—--— —

Inactivation

Réparation dirigée

par homologie Gene A

*—‘—-Q——b—‘

_ ADN donneur Correction
Nucléase Réparation dirigée
par homologie Géne B
- ADN donneur Remplacement

Eteindre

. -

e Fa

Réparer

*
\ Changer
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L’édition de génes est déja une
réalité : des applications sont
possibles en élevage d'insectes,
agriculture, maladies infectieuses,
création de modeles de maladies
sur des souris, des vers...

une série de génes. Grace a
ce mécanisme ou la cellule
va recopier le morceau d’ADN
ajouté, on arrive méme a
remplacer un gene A par un
gene B.

C’est ce qui est schématisé avec
notre ampoule qui ne marche
plus : on peut la réparer - c’est
la correction de mutation - ou
on peut carrément lui faire
changer de couleur - cest le
remplacement de géne.

Une révolution
en devenir

3.1. Une multitude
d’applications

Ces possibilités d'édition du
génome ouvrent des pers-
pectives d'applications phé-
noménales. Citons quelques
exemples dans le domaine
thérapeutique (Figure 11) :

- on peut créer des moustiques

qui propagent les nucléases et
rendent stérile leur population;

ce controle de la population
d’insectes est a l'étude pour
la suppression du paludisme ;

- on peut aller couper des
virus ou des voies d’entrée des
virus dans les cellules ;

- on peut créer des modeles
pour étudier les maladies
comme le cancer ;

- on peut étudier finement, a
la base pres, la fonction d'un
gene;

- ces techniques ont égale-
ment des possibilités phéno-
ménales en agriculture. On
a aujourd’hui des sojas par
exemple, qui produisent une
huile tres proche des carac-
téristiques de U'huile d'olive ;

- on sait faire des pommes
de terre qui ne produisent pas
d’acrylamide® lorsqu’elles sont

6. Acrylamide 2-propénamide
(amide acrylique), un composé orga-
nique qui se forme lors de la cuis-
son a haute température de certains
composés [notamment les aliments
riches en glucides et en protéines).

Contrdle de

populations
d’insectes

Maladie infectieuse

K i

Thérapie génique ciblée

. Vache, cochon, chévre, ...
Soja, pomme de terre,
blé, mais, champignon...

Agriculture

Création de
modeéles de
maladies




au froid et qui donc vont se
conserver.

Les possibilités sont vastes :
il 'y a pas une journée sans
que cent publications n’appa-
raissent sur des applications
de l'édition du génome en bio-
logie.

Sans aller plus loin, donnons
en revanche deux exemples
de traitement par la thérapie
génique : sur le sida et sur le
lymphome.

Le xx® siecle a été le siecle de
la chimie, mais le xxi® siécle
verra l'avenement de tout ce
qui est produit biologique,
de ce qu'on appelle les
« cellules-médicaments »,
mot qui implique la combi-
naison du « genome editing »
et de la thérapie cellulaire
(Figure 12). Pour les réaliser,
on prend par exemple les cel-
lules d’un patient d'une mala-
die génétique, on les met en
culture, on réalise une édition
de génome pour supprimer
Uorigine de la maladie (cor-
rection ou insertion de maté-
riel génétique) ; on lui réinfuse
ensuite les cellules modifiées
(Figure 13).

Réinjection
des cellules

Collecte des cellules s
modifiées

Edition de leurs génomes

3.1. Exemple du sida

Un des premiers essais de thé-
rapie génique a porté sur des
applications antisida. Timothy
Brown (Figure 14A, a gauche)
avait le sida et aussi la mal-
chance d’avoir une leucémie,
pour laquelle il a été traité par
une greffe de moelle. A leur
grande surprise, les médecins
se sont apercus que le patient
était également guéri de son
sida.

Ils se sont apercus que le
donneur de moelle en fait
avait une mutation dans un
gene, le gene CCR5. La pro-
teine codée par ce géne est la
porte d'entrée du virus dans
les lymphocytes T (cellules du
systéme immunitaire]. Cette
mutation inhibait l'entrée du
virus et le développement du
sida. Leur démarche a été
de généraliser : « alors on va
reproduire cela avec ['édition
des génomes ! ». Matt Sharp
(Figure 14B & droite) est le

La médecine du xx° siécle va
s'appuyer sur les connaissances
acquises en édition de génome au
X siécle, et combiner 'édition de
génome et la thérapie cellulaire, en
créant des cellules-médicaments.

VIRUS

CCR5 :
porte d’entrée
du virus

On suit un processus cyclique
d’extraction des cellules, d’édition
de leur génome et de réinjection
des cellules modifiées dans
l'organisme.

A) Timothy Brown (a gauche] a été la premiére personne guérie du sida ;
Matt Sharp (a droite] est la personne ayant bénéficié du premier essai de
thérapie génique anti-VIH. B] Le virus du sida entre dans ['organisme et
le contamine via le géne CCRb, qui, pour Timothy Brown, avait subi une
mutation.
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Des lymphocytes T (cellules
immunitaires] ont été collectés
chez le patient, sur lesquelles on a
fait agir une nucléase, empéchant
l'atteinte par le VIH. Ces cellules
ont été cultivées pendant quelques
jours pour étre réinfusées chez le
patient, se retrouvant ainsi avec
des lymphocytes T résistants a
Uinfection du virus HIV.

Les cellules cancéreuses
développent des mécanismes
d’induction de tolérance face a
l'organisme. L'immunothérapie
consiste & abolir peu a peu cette
tolérance : elle permet par
exemple de faire disparaitre, apres
douze jours, un gonflement de la
peau.

Systéme immunitaire
résistant au VIH

4) Injection chez le
méme patient

1) Collecte des lymphocytes T

&i-

3) Expansion des cellules
modifiées

premier malade a avoir été
traité de cette facon.

On a donc collecté des lym-
phocytes T de Matt Sharp,
avec la porte grande ouverte
pour l'entrée du virus du
sida a Uintérieur (Figure 15).
On a ensuite fait agir une
nucléase sur ces cellules, de
sorte a condamner l'entrée,
on a cultivé pendant quelques
jours les cellules, que l'on a
ré-infusé chez le patient. Les
lymphocytes T de ce patient
étaient devenus résistants a
Uinfection du virus VIH.

3.2. Exemple du lymphome

Un autre exemple sur lequel
nous travaillons au laboratoire
concerne l'immunothérapie.
Nous nous intéressons a l'as-
pect de U'immunothérapie qui
consiste a travailler sur les
lymphocytes T. Notre systeme
immunitaire est une police
qui surveille notre organisme
pour savoir si tout va bien :
pas d’infections, de virus, de
bactéries ni de cellules hors
contrdle. Ce sont les lympho-
cytes T qui effectuent ce travail
de reconnaissance et destruc-
tion des cellules cancéreuses.
Mais celles-ci ont développé
des moyens pour paralyser
ces lymphocytes T censés les
attaquer.

Le patient représenté sur la
Figure 16 était atteint d'un
lymphome’ ; on lui a pré-
levé de ses lymphocytes T,
on les a modifiés et réinjec-
tés ; quelques temps apres
on voit que son lymphome
a complétement disparu.
L'immunothérapie ici consiste
ainsi a rééduquer le systeme
immunitaire, qui a été déréglé
par les cellules tumorales, et
lui permettre de passer outre
les signaux négatifs qu'elles
lui envoient.

Pour mettre en ceuvre cela,
on part de cellules de don-
neurs sains. On isole les lym-
phocytes T et on y introduit un
récepteur artificiel spécifique
d’un antigene exprimé sur les
tumeurs (Figure 17) afin que le
lymphocyte T puisse s’y fixer et
détruire la tumeur.

Le schéma de la Figure 17 ne
fonctionne cependant pas car
le lymphocyte T venant d'un
donneur sain, en plus d'agir
sur la tumeur, reconnaft
l'ensemble des molécules de
l'organisme du patient comme
cellules étrangeres et va les
détruire, entrainant sa mort !

7. Lymphome : cancer du systéme
lymphatique, qui est le principal
élément du systeme immunitaire
de l'organisme.



Des centaines de patients

Un donneur sain peuvent étre traités

Collecte des cellules

y Injection des lymphocytes T
sanguines / A

chez les patients

¥
Lymphocytes T
' GENE EDITED
& CAR-ARMED
Introduction de la Récgpt?ur Amplification-purification
« téte chercheuse » artificiel

e

- Evite l'attaque de Uhdte par le greffon

- Insensible aux inhibiteurs tumoraux

- Compatible avec les traitements actuels
- Sécrétion de molécules thérapeutiques...

(récepteur artificiel spécifique)

Introduction
des TALEN

Edition du génome

L’immunothérapie se met en pratique en collectant des cellules sanguines, ici des lymphocytes T, extraites d'un
organisme sain, en introduisant des tétes chercheuses (ici TALEN), puis en les injectant a des patients malades
aprés un processus d’amplification et de purification.

L'édition de génome permet
de contourner cette difficulté
fondamentale. Nous introdui-
sons des TALEN pour inhiber
par édition de génome les
génes responsables de cette
attaque de l'autre par les lym-
phocytes T exogénes. On peut
d’ailleurs en outre amener
d’autres fonctionnalités a ces
lymphocytes T.

L'édition de gene peut étre
utilisée pour modifier des
récepteurs inhibiteurs ou pour
rendre les cellules compa-
tibles avec les traitements
actuels. On peut méme faire
mieux ; on peut insérer des
genes, qui ne seront actifs que
quand les lymphocytes T seront
au contact de la tumeur, et
commenceront a ce moment-
la a sécréter des molécules
a intérét thérapeutique, qui

aideront les lymphocytes T a
éradiquer la tumeur.

3.3. Exemple de la leucémie

Finissons par l'exemple du
traitement de la leucémie,
dont la preuve de principe
a été établie en 2016. Deux
jeunes enfants étaient atteints
de leucémie ; tous les trai-
tements avaient été tentés
mais a chaque fois le cancer
récidivait. Les parents, par
l'intermédiaire de leur méde-
cin, ont contacté Cellectis pour
demander acces a cette nou-
velle technologie qui n'avait
jamais été testée chez un
patient. En une seule dose, ces
leucémies ont été vaincues.

Le traitement n’est pas aussi
simple qu’il n'y parait car
l'immunothérapie par les lym-
phocytes T peut induire des
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Il est maintenant possible de
traiter et guérir des patients
de leucémie, méme de jeunes
enfants.

effets secondaires graves : au
contact de la tumeur, le lym-
phocyte T non seulement va
commencer a tuer la tumeur,
mais aussi il va se multiplier,
envoyant des signaux d’inflam-
mation a tout l'organisme.

Chez cette petite patiente, nous
n'avons pas utilisé ses propres
lymphocytes T, mais des cel-
lules provenant d'un donneur
sain modifiées pour exprimer
un récepteur spécifique de sa
leucémie (Figure 18).

On a également retiré un
récepteur situé a la surface
des lymphocytes T pour éviter

l'attaque de tout son orga-
nisme, et pour que ces lym-
phocytes T soient vraiment
spécifiques de la tumeur. Par
ailleurs, on a retiré un autre
géne, CD52, qui était cible
d'un anticorps utilisé pour le
traitement de ces leucémies.
Une seule injection, en 2006, a
suffi. Aujourd'hui cette petite
fille est complétement gué-
rie, sans aucun traitement en
cours contre son cancer.

Ce n’est encore que le début
de ces techniques, l'enfance de
Uimmunothérapie, l'enfance
de U'édition du génome.

L' édition du génome : un avenir

prometteur

Nous pouvons réver sur les possibilités que
l'édition du génome ouvre dans le domaine de
la thérapie. Pour penser « biologie moderne »
aujourd’hui, il faut intégrer la génomique, la
métabolique, U'édition de genes, la synthese
d’ADN.

Aujourd’hui on peut synthétiser des chromo-
somes entiers. Dans le futur, il est slr que
l'on pourra synthétiser des micro-organismes
complétement de novo®, sans support.

Et on commence déja a penser a faire revivre
des especes éteintes...

8. De novo : terme utilisé en biologie pour caractériser quelque chose
de nouvellement synthétisé.



Acteurs ou bénéficiaires, nous sommes

[ {
tous spectateurs sidérés de lampleur
1m1 e des progres de la médecine. Ils sont
et la conséquence des découvertes du

xx€ siecle, en particulier sur la biologie
74 ° moléculaire et le génome. La recherche
nouvelles [herap]_es du xx1® siecle a ensuite pu bouleverser
nos connaissances sur le fonctionne-
ment du vivant au niveau moléculaire
et sur U'extraordinaire ingéniosité des mécanismes moléculaires en jeu.
Des spécialistes présentent et expliquent ces connaissances qui ont permis tant de réali-
sations thérapeutiques et ouvert tant de perspectives. On verra par exemple comment elles
permettent d'identifier et de bloquer les effets nocifs des dysfonctionnements moléculaires,
comme ceux qui conduisent a l'apparition de métastases dans les cancers.
Tout ce qui est « molécule » est « chimie », et les collaborations entre biologie, médecine
et chimie sont si essentielles que sans elles, rien ne serait arrivé. Cela est vrai pour les
nouvelles thérapies, ainsi que pour la recherche pharmaceutique. Les méthodes d’analyse
chimique ouvertes par le numérique (le criblage des molécules) lui donnent une efficacité
presque inimaginable.
La recherche fondamentale se traduit souvent par des innovations industrielles. L'appari-
tion de linquiétant coronavirus (Covid-19) jette une lumiére spectaculaire sur les besoins en
nouvelles thérapies, avec l'objectif de vaccins et de traitements.
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